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Ambientes de cria con altos indices de amenazas y agresiones (agonismo) estan
generalmente asociados a condiciones de bajo bienestar de los animales, ya que las
interacciones agonistas entre las aves son una fuente de estrés social y en muchas
situaciones conducen a dafios corporales que en casos extremos pueden ser causales de
muerte (Mench 1988, Gerken y Mills 1993). Las consecuencias negativas de una
prolongada tension social y expresion de miedo afectan la fisiologia de las aves (por ej.
depresion del sistema inmune, menor crecimiento, desmejoramiento de la condicion
Osea, mayor asimetria bilateral) (Gross y Siegel 1983, Satterlee y Roberts 1990,
Satterlee, Cadd et al. 2000) y su comportamiento (por ej. reacciones de panico,
agonismo, reduccién de cépulas y reproduccion) (Jones 1996, Jones y Hocking 1999,
Estevez, Keeling et al. 2003, Newberry 2003, Rodenburg y Koene 2007).

Dentro de este contexto, las interacciones agonistas entre conespecificos son
consideradas uno de los problemas mas serios que enfrenta la industria avicola en la
actualidad. Sin embargo, en la naturaleza forman parte de la vida diaria de los animales
y son un componente importante para el mantenimiento de la estructura del grupo social
(Ej. establecimiento de rangos sociales o defensa de los recursos). Bajo condiciones de
cria intensiva, la falta de espacio y la imposibilidad de las aves de retirarse, de
abandonar el grupo donde se encuentran o de no poder seleccionar su pareja
reproductiva son algunas de las razones que inducen un claro desacople entre el
potencial para realizar comportamiento y el ambiente donde estan restringidas. Esta
falta de adaptacion tiene consecuencias negativas en la produccion, es a su vez una
razon vélida en el reclamo de las sociedades protectoras de animales y a nivel mundial
un cuestionamiento creciente de los consumidores de productos avicolas hacia la
industria (Swanson 1995, Blokhuis, Ekkel et al. 2000).

Por lo expuesto anteriormente, consideramos prioritario el desarrollo de nuevas
estrategias para la prevencion o disminucion de los efectos deletéreos de las
interacciones agonistas, por lo que resulta imprescindible avanzar sobre el
conocimiento de los origenes y la dindmica de estos comportamientos.

En la codorniz japonesa, especie que serd el sujeto de estudio en el presente
trabajo, el comportamiento de coépula esta bien documentado en condiciones
experimentales. EI macho sigue una secuencia tipica de comportamientos: atrape de las
plumas del cuello/cabeza de la hembra (grab en idioma Inglés), monta, movimiento

para propiciar el contacto cloacal (el macho una vez montado sobre la hembra curva su
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espalda y acerca su cloaca a la cloaca de la hembra), y por ultimo se alcanza el contacto
cloacal que permite la inseminacién (Noble 1973). Los machos usualmente también
caminan mas erguidos y se “pavonean” (strut) luego de una inseminacion exitosa
(contacto cloacal efectivo) (Adkins-Regan 1995). EIl rol de las hembras durante las
interacciones sexuales es mas sutil pero no por ello menos importante, en respuesta al
atrape del macho, la hembra puede flexionar sus patas acercandose al piso y permanecer
quieta con su lomo horizontal para favorecer la copula (squat), 0 permanecer erguida y
ambulando lo que por ende dificulta la estabilidad del macho que intenta montarse
sobre ella e impide los contacto cloacales efectivos (Adkins-Regan 1999). Tanto el
cortejo como la copula en esta especie parece ser (para un observador humano)
coercitivo (Adkins-Regan 1995) y potencialmente dafiino para la integridad fisica de la
hembra (Persaud y Galef Jr 2004).

Las hembras en general invierten mas recursos en sus crias que los machos, por lo
que deberian ser méas selectivas que los machos cuando tienen la posibilidad de copular
con una pareja potencial (Trivers 1972, Cunningham y Birkhead 1998). Sin embargo en
algunas especies, la eleccién de las hembras puede ser alterada mediante copulas
forzadas por parte de los machos. Estas formas de coercion sexual son una estrategia de
apareamiento comun en gallos (Pizzari, Froman et al. 2002) y codornices japonesas
(Adkins-Regan 1995, Persaud y Galef Jr 2003) y son una fuente importante de lesiones
en condiciones de cria comercial en ambas especies (Wechsler y Schmid 1998,
Millman, Duncan et al. 2000).

En este contexto, resultan muy interesantes los experimentos realizados por el
grupo de Galef (Ophir y Galef Jr 2003, Ophir y Galef Jr 2004, Ophir, Persaud et al.
2005, Persaud y Galef Jr 2005, Persaud y Galef Jr 2005) donde entre otros
descubrimientos informan que los huevos de codorniz tienen mayores probabilidades de
ser fértiles si la hembra copula con un macho al que ella prefiere (Persaud y Galef Jr
2005) con respecto a si es copulada por un macho que la forzo a ello (Persaud y Galef Jr
2005). También se ha observado que las hembras con experiencia sexual previa y que
han observado una interaccion agonista entre pares de machos prefieren al macho
"perdedor” o al que fue menos agresivo durante dicho encuentro (Ophir y Galef Jr
2003, Ophir, Persaud et al. 2005), mientras que las hembras sin experiencia sexual

previa y que han observado una pelea entre pares de machos prefieren al macho



"ganador” o al que fue relativamente mas agresivo durante dicha interaccion (Ophir y
Galef Jr 2004).

El cuerpo temético presentado, a pesar de haber sido explorado con bastante
detalle en los trabajos de Ophir y Persaud, a nuestro entender deja aun importantes
lineas de investigacion que merecen ser consideradas. La primer linea de investigacion
0 interrogante surge de profundizar sobre las implicancias teoricas de los
descubrimientos presentados por dichos autores y considerando la escasa informacion
que se dispone sobre el comportamiento de estas aves en el ambiente natural del
ancestro salvaje de la codorniz japonesa. Se ha informado que los machos son
territoriales y que en semi-cautiverio son los machos dominantes los que tienden a
defender las areas de cortejo preferidas (que son las areas de mayor concentracion de
recursos), por lo que la tendencia observada por parte de las hembras de evitar o no
preferir a los machos mas agresivos, y presumiblemente dominantes es al menos
controversial. Las hembras en general se esperaria obtengan beneficios directos e
indirectos al reproducirse con machos relativamente mas agresivos, ya que el acceso a
la zona con mayores recursos le permitiria aumentar su supervivencia y la de su
descendencia, ademas si consideramos que existen evidencias de cierto grado de
heredabilidad del estatus de dominancia de los machos a su progenie (Boag y Alway
1981), las hembras podrian obtener un beneficio indirecto ya que los hijos de machos
relativamente agresivos podrian heredar la tendencia de sus padres a ser dominantes y
en consecuencia aumentar su acceso a los recursos. Galef y colaboradores (2003, 2005)
sostienen que este comportamiento de las hembras seria para evitar los potenciales
dafios que los machos relativamente mas agresivos podrian producirle durante la
copula, sin embargo existe cierta nueva evidencia que no soportaria dicha hipotesis. En
un estudio realizado por Rutkowska y col. (2011) los niveles de corticosterona
plasmatica de las hembras de codorniz japonesa luego de interactuar con machos se
elevaron con respecto a los basales, el aumento fue el mismo que se observé al hacer
interactuar bajo las mismas condiciones experimentales a las hembras con otras
hembras. En otro trabajo realizado por Correa y col. (2011) trabajando con hembras de
codorniz japonesa sin experiencia sexual previa no observaron diferencias en los
niveles de corticosterona plasmatica de las hembras luego de interactuar con machos

que mostraron diferentes niveles de agresion durante el cortejo y la copula (sélo se los



permitio copular 1 vez). Por lo que no habria quedado demostrado que el proceso de
copula per se sea una experiencia especialmente estresante para las hembras aun si los
machos se comportan de forma mas o menos agresiva ¢ coercitiva. Queda abierto el
interrogante ¢Por qué entonces esta experiencia modularia el comportamiento de las
hembras haciéndoles preferir a los machos relativamente menos agresivos? Por otro
lado, hay dos procedimientos experimentales a destacar en los experimentos que
soportan la hipétesis propuesta por Galef y su grupo (2003, 2004, Ophir, Persaud et al.
2005). El primero es que la agresividad relativa de los machos fue determinada de
forma indirecta (segun método propuesto por Schlinger y col. (1987)) de acuerdo al
namero de picoteos que los machos daban a una particion de acrilico que separaba los
ambientes contiguos donde estaban alojados, y el segundo es que la preferencia de la
hembra se midi6 por "proximidad™ a las rejas que la separaban de uno u otro macho, es
decir que las importantes conclusiones sobre la dindmica de interaccion social a las que
Ilegan con estos experimentos no incluyen en su ndcleo experimental ningun contacto
fisico efectivo entre las aves.

La segunda linea de investigacion, podria tener importantes implicancias en la
produccidén avicola moderna, si las hembras tienen la capacidad de identificar y evitar a
los machos relativamente méas agresivos, un sistema de cria donde las hembras puedan
ejercer en forma efectiva sus preferencias por determinadas parejas reproductivas, veria
notoriamente incrementada la fertilidad de su produccién y el bienestar de sus
integrantes. Adicionalmente, si este comportamiento deletéreo de los machos hacia las
hembras tuviera base genética (Boag y Alway 1981, Millman, Duncan et al. 2000),
tanto por la exclusion por parte del productor de los machos menos preferidos por las
hembras, como por la potencial auto-segregacion del caracter, de la aplicacion de este
sistema tedrico de cria (donde las hembras pueden ejercer su preferencia) se podrian
obtener lineas genéticas de machos menos agresivos para su utilizacion en sistemas de
cria convencionales.

Basandose en los interrogantes planteados en los parrafos anteriores y
valiéndonos de un nuevo enfoque experimental (ver parrafo siguiente) para abordar el
problema, el objetivo principal del presente trabajo de Tesina fue revisar las hipotesis
formuladas por Galef y su grupo relacionadas a la preferencia de hembras hacia machos
que resultaron perdedores o0 ganadores en interacciones agonistas (Ophir y Galef Jr



2003, Ophir y Galef Jr 2004, Ophir, Persaud et al. 2005, Persaud y Galef Jr 2005,
Persaud y Galef Jr 2005).

El nuevo enfoque experimental utilizado para abordar los interrogantes
planteados en los parrafos anteriores estuvo basado en tres pilares fundamentales:

A) La utilizacion de una nueva herramienta desarrollada en nuestro laboratorio
denominado Barrera Fisica Individual (BFI) (Pellegrini, Marin et al. 2015). El
dsipositivo BFI actla delimitando la zona de ambulacion de las aves experimentales
(que llevan el BFI) dentro de una caja de cria de mayor area. Este dispositivo consiste
una barra cilindrica metélica de entre 6 y 10 cm de largo y un espesor de 0,4 a 1 mm
(las medidas a utilizar dependen de la edad de las aves) que se coloca en el lomo de las
aves mediante dos bandas que se ajustan la base de las alas. Una vez que el BFI esta
sujeto en el ave, éste no limita sus movimientos naturales pero le impide atravesar
barreras fisicas realizadas mediante rejas. Estas rejas son facilmente atravesadas por las
aves adultas que no llevan dicho dispositivo instalado. Esto nos permite crear cajas de
cria donde la permanencia de individuos con BFI esté circunscripta a una determinada
zona (delimitada mediante la reja), mientras que las aves sin el dispositivo colocado
pueden deambular por la totalidad de la caja de cria. EI uso del BFI nos posibilitd
evaluar la preferencia real (no solo por proximidad) de las hembras de codorniz hacia
diferentes machos. Al colocérseles el BFI a los 2 machos sefiuelos que se presentaban
como alternativa experimental, se les otorgd a las hembras la posibilidad de regular el
contacto fisico real con ellos de acuerdo a sus preferencias en forma efectiva (contacto
social efectivo) durante periodos de 8 horas, tanto en lo que se refiere a su necesidad de
contacto social como a su eleccion de pareja reproductiva.

B) En este trabajo el comportamiento social de las aves fue evaluado durante
periodos de tiempo relativamente prolongados (horas/semanas), considerando que Si
bien las pruebas cortas (< 10 minutos) pueden ser de gran utilidad en diversos estudios
comportamentales, cuando se desean evaluar variables relacionadas a la sociabilidad de
las aves, los resultados de las pruebas cortas pueden estar muy influenciadas por el
efecto del miedo inducido por ejemplo como producto de la manipulacion de los
animales y del ambiente novel donde las aves son evaluadas (Forkman, Boissy et al.
2007).

C) Por ultimo, los experimentos realizados por Galef y su grupo (2003, 2004,
2005) consideran sélo las condiciones de hembras sexualmente experimentadas vs. las
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hembras naive; pre-asumiendo que independientemente del comportamiento del macho
durante el cortejo y la cdpula, la hembras experimentan esta experiencia de forma
equivalente y su consecuencia es la no preferencia por los machos relativamente mas
agresivos. Durante mas de 10 afos de experiencia manteniendo parejas de
reproductores en nuestro biotério (con una estadia promedio de las aves de 6 meses),
hemos observado que si bien algunas hembras presentan su plumaje deteriorado luego
de pasados algunos meses (con estrecha relacion potencial al comportamiento del
macho), otras hembras conservan su plumaje casi intacto, ademas en las jaulas que
contienen estas hembras en general no se observan comportamientos agonistas entre las
parejas de reproductores (D. A. Guzméan, comunicacion personal (Guzman 2016).
Considerando estas observaciones es que proponemos incorporar al modelo
experimental propuesto por Galef y su grupo (2003, 2004, 2005) una nueva variable: la
evaluacion de la experiencia previa de las hembras experimentales (durante un periodo
minimo de un mes) con un macho aleatoriamente asignado para ser su pareja
reproductiva. A partir de estas observaciones las hembras serén clasificadas segin
convivieron con machos mas o menos agresivos y dicha clasificacion puede ser
considerada al momento de evaluar su posterior preferencia al ser expuestas a nuevos
machos desconocidos y a los que tienen la oportunidad de observar interactuar entre

ellos en forma relativamente menos 0 mas agresiva.
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Hipotesis

La preferencia de hembras sexualmente experimentadas por machos menos o mas
agresivos (perdedores o ganadores de una interaccion agonista) estara relacionada a la
experiencia previa de estas hembras con otros machos. Se espera que las hembras que
convivieron con machos no agresivos prefieran a los machos ganadores de una
interaccion agonista y no a los machos perdedores como lo sugiere la bibliografia
generada por el Dr. Galef y su grupo, verificandose si, la prediccion de que hembras
con experiencia social negativa con otros machos afectara la preferencia de ellas hacia

machos menos agresivos.

Objetivo general

Avanzar en el conocimiento sobre variables de comportamiento social influyentes

en las preferencias de hembras para interactuar con potenciales parejas reproductivas.

Objetivos especificos

1.  Desarrollar un criterio de clasificacion de codornices macho de acuerdo a su
nivel de expresion de conductas agresivas hacia la hembra con la que conviven.

2.  Determinar mediante un disefio experimental que permite el contacto social
efectivo entre las aves, si las hembras de codorniz japonesa manifiestan
preferencias por machos de acuerdo a su desempefio mostrado cuando interactian
socialmente entre si.

3. Evaluar mediante un disefio experimental que permite el contacto social efectivo
entre las aves, si dichas preferencias podrian estar relacionadas a la agresividad
del macho (segun criterio desarrollado en 1) con el cual convivieron (experiencia

social previa).
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MATERIALES Y
METODOS
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Animales y condiciones de cria

Los estudios fueron desarrollados utilizando codornices japonesas de ambos
sexos, criadas y alimentadas segin metodologias de rutina en nuestro laboratorio
(Guzman, Pellegrini et al. 2013). Durante sus primeras 4 semanas de vida, las aves
fueron alojadas en 6 cajas de cria de 90 x 90 x 90 cm (largo x ancho x alto), con
temperatura y fotoperiodo controlados. En cada caja se alojaron aproximadamente 20
hembras y 20 machos, empleando un total de 240 individuos para este estudio. El
manejo de la temperatura en las cajas de cria se realizé de acuerdo al método descrito
por Shanaway (1994), donde se practica un descenso gradual de la temperatura desde
aproximadamente 37° C cuando nacen las aves hasta alcanzar una temperatura
ambiente de aproximadamente 31° C a los 14 dias de edad.

Cuando los animales alcanzaron los 28 dias de edad (tiempo suficiente para poder
distinguir el sexo por el plumaje), 180 individuos fueron realojados en parejas mixtas (1
macho y 1 hembra) en jaulas individuales de 40 x 20 x 20 cm (largo x ancho x alto) en
3 baterias de 30 jaulas cada una. Desde su nacimiento y hasta la finalizacion del estudio
las aves fueron criadas bajo un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 de oscuridad. Las
luces se encendian a las 06:00 (200-300 lux de tubos fluorescentes -TLD 36w/54-
[frente de las jaulas). Las aves disponian de agua y comida (alimento balanceado acorde
a la especie y edad) ad libitum durante todo el estudio. La temperatura del ambiente de
cria donde se ubicaron las jaulas de cria se mantuvo a 21 + 3°C por medio de un

sistema de aire acondicionado frio/calor.

Descripcion de las variables comportamentales* registradas durante este trabajo:

1. Picotazos: Accion de contacto de un individuo hacia otro utilizando el pico, que
puede estar dirigida hacia la cabeza o cuello principalmente, o hacia el resto del
cuerpo en menor frecuencia. EI comportamiento cesa cuando ya no hay contacto
entre el pico de un individuo y el cuerpo del otro animal.

2. Atrapes: Accidn por parte de un individuo de sujetar a otro por las plumas de la
cabeza o cuello utilizando el pico. Comportamiento involucrado en la copula. El
comportamiento cesa cuando ya no hay sujecion de las plumas del individuo

opuesto.
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3. Montas: Movimiento que realiza el macho al subirse a la espalda del otro
individuo. El animal permanece apoyado con sus dos patas sobre la espalda del
otro animal y puede ayudarse realizando el comportamiento de atrape para
mantenerse arriba. EI comportamiento cesa cuando el animal ya no se encuentra
sobre la espalda del otro individuo.

4. Contacto cloacal efectivo: Comportamiento de cépula generalmente asociado a
una inseminacion exitosa, en el que el macho que ya se encuentra posicionado
encima de la hembra (monta) y se mantiene sujeto de las plumas de su cabeza
utilizando su pico (agarre), se arquea de modo tal de que logra contactar su
cloaca con la cloaca de la hembra. Puede haber un despliegue de alas para
ayudar a mantener el equilibrio encima de la otra ave. La hembra (que se
encuentra debajo) puede (0 no) arquearse de modo que su cloaca quede mas
expuesta para facilitar el contacto. EI comportamiento cesa cuando las cloacas
ya no se encuentran en contacto.

5. Persecuciones: Ambulacion que realiza un animal desplazdndose en direccion
hacia otro animal. EI comportamiento cesa cuando el animal se queda quieto o
se mueve en otra direccion.

6. Huidas: Movimiento de escape que puede ser corriendo, saltando o caminando,
en respuesta a otro animal que lo persigue. EI comportamiento cesa cuando el
otro individuo deja de perseguirlo y éste se queda quieto.

7. *(Adaptadas de Ramenofsky 1984).

Fase |

Evaluacion durante periodo de cria del entorno social de la hembra (tipo de

interaccion macho-hembra):

Con el objetivo de valorar la historia social previa y/o el grado de estres social
(por agresiones entre los individuos) al que estuvieron expuestas las hembras
experimentales previamente al experimento de preferencia, a partir de los 77 dias de
edad, habiendo alcanzado los animales la madurez sexual, se registro el
comportamiento de cada pareja en sus jaulas de cria. Para cada jaula (pareja de aves
alojadas) se realizé un total de 9 registros de 20 minutos cada uno (siempre en el
horario de la mafana, entre las 9:00 y las 12:00 y so6lo un registro por dia). Dichos
registros se realizaron a intervalos de entre 3 a 4 dias y mediante muestreo continuo del
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animal focal (macho) (Altmann 1974). Durante cada muestreo se registré el nimero de
picotazos dados por el macho a la hembra, picotazo hembra-macho, intentos de copula
(atrapes, montas, contacto cloacal) y persecuciones. A los 84 y 98 dias de edad se
realizd la valoracion del estado de bienestar de las hembras, mediante el protocolo
propuesto por el WQC (Welfare_Quality® consortium 2009), originalmente disefiado
para gallinas ponedoras y adaptado en este trabajo para su uso en codornices. Este
protocolo considera al estado del plumaje y de la piel como variables de diagnostico
principales y de su aplicacion surge un valor numérico (score) particular para cada ave
evaluada.

Luego de finalizados los andlisis, el nimero total de picotazos registrados para
cada macho hacia su hembra (para los 180 minutos totales de observacion) fue utilizado
como criterio de clasificacion para cada pareja. Se definieron 3 categorias posibles de
acuerdo al grado de agresividad observada en el macho (Fig: 1):

» Machos de alta agresividad (MA) y Hembras hostigadas (HH). Correspondiente
a las parejas con machos con mas de 5 picotazos registrados hacia sus hembras durante
los registros.

* Machos de agresividad nula (MN) y Hembras no hostigadas (HNH).
Correspondiente a las parejas con machos que no registraron ningun picotazo hacia sus
hembras.

» Machos de agresividad intermedia (MI) y Hembras con nivel de hostigamiento
intermedio (HI). Correspondiente a las parejas con machos con entre 1 y 5 picotazos

registrados hacia sus hembras durante los registros.

304
B no agresivos (N= 28)

Agresividad Intermedia (N= 30)

2 B Agresivos (N= 16)

Frecuencia
o

®

o
-
[N]
w
S
o
o
-

N° picotazos

Figura 1: Distribucion de machos clasificados como No agresivos, de Agresividad intermedia y Agresivos
en de la poblacidn experimental (N=74).
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El resto de las variables registradas fueron utilizadas para evaluar su grado de
relacion con la variable principal elegida como criterio de clasificacion (picotazos del
macho hacia la hembra). Se considera que relaciones positivas entre la variable elegida
como criterio de clasificacion y las otras variables relacionadas con el bienestar de las
hembras serian buenos indicadores de una eleccion correcta del criterio de clasificacion.
Para descartar un potencial efecto del tamafio de las aves alojadas en cada jaula de cria
y los niveles de agonismo observados en dicha jaula, se realizaron pruebas estadisticas
para determinar si existia correlacion entre: el peso corporal de los machos, el peso
corporal de las hembras, la diferencia de peso entre parejas alojadas y el nimero de
picotazos del macho a la hembra observados en esa jaula. No se encontraron
correlaciones estadisticamente significativas entre estas variables (P= 0,48; 0.63 y 0,43

respectivamente).

Fase 11

Colocacion de la Barrera Fisica Individual:

Acorde al disefio experimental planteado para este trabajo, y con el fin de
permitirles a las aves la habituacion al dispositivo (Pellegrini, Marin et al. 2015), el BFI
fue colocado a los machos sefiuelo (pertenecientes a la categoria MI) 7 dias previos a la
fecha en la que serian observados por las hembras experimentales en una interaccion
social entre pares (Fase Ill), ya que inmediatamente después de finalizado dicho
tratamiento se evalud la preferencia de las hembras experimentales (HH y HNH) por
dichos machos (Fase IV), que se estimaba resultarian o ganadores o perdedores en la
interaccion social previa entre machos (Fase Ill). Una vez que el dispositivo fue
colocado, los machos fueron alojados nuevamente en sus jaulas de cria, se esperaba de
esta forma que las hembras se familiaricen también con el dispositivo colocado sobre el
macho, no resultdndoles entonces un objeto novel al verlo montado sobre los machos
desconocidos a los que observarian interactuar socialmente entre si.

Como ya se menciono en la introduccion, el BFI consiste en una barra de metal de
12 cm de largo x 1 mm de diametro, adherida a un arnés plastico que se sujeta al lomo

del animal con 2 bandas eléasticas alrededor de la base de las alas (Figura 2, a, b y c).
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Figura 2: a) Barrera Fisica Individual; b) Animal visto de frente con el BFI colocado; ¢) Animal visto
de espalda con el BFI colocado.

El BFI trabaja en conjunto con una barrera creada para tal fin, la cual posee un
orificio a modo de puerta (Figura 3) por el que pueden circular libremente los animales

sin BFI, mientras que los animales con el dispositivo colocado no pueden atravesarlo.

PUERTA DIVISORA

Figura 3: Barrera de reja con orificio/puerta creada para exclusivo uso asociado al BFI.

Fase Il
Situar a las hembras HHs y HNHs como audiencia de una interaccion agonista

entre 2 machos entre los cuales ellas tendran posteriormente la posibilidad de

elegir con cual interactuar (ejercer su preferencia).
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En estudios preliminares se observé que cuando se hacia interactuar a machos
clasificados como MA (por su comportamiento con hembras) con otros machos, estos
mostraban respuestas agonistas exacerbadas hacia ellos (ver anexo de esta Tesina) sobre
todo si los otros machos eran de categoria MN. Cuando se hicieron interactuar 2
machos MI entre si, si bien expresaron comportamientos agonistas (lo que nos permitid
definir a un Ganador y un Perdedor de la interaccion) la intensidad de dichos
comportamientos fue notablemente inferior. Considerando factores relacionados al
bienestar de los animales y nuestro interés por evaluar la interaccion entre machos por
periodos prolongados (1 hora), con el fin de recolectar mayor nimero de datos
comportamentales (especialmente por parte de las hembras que actian como audiencia),
fue que se decidio utilizar 2 machos clasificados como MI para esta fase del trabajo. Se
considera que este disefio experimental otorga dos ventajas adicionales: a) se reduce el
namero de muestras necesarias al quitar un factor del anlisis estadistico (machos MN
vs. MA) cuando se analizan las preferencias de las hembras por los machos que
observaron interactuar, y b) Los machos MI son los que estuvieron mayormente
representados en nuestra muestra (Figura 1) por lo que probablemente serian también
los més similares para esta condicion a los utilizados en el experimento desarrollado por
Ophir y Galef (2003), donde los machos fueron tomados al azar de un grupo.

En esta Fase Il entonces se evalud durante 1 hora la interaccion entre 2 machos
clasificados como de agresividad intermedia (M) (Fase Il) frente a una audiencia de
hembras que estuvo compuesta por una 1 hembra que fue hostigada (HH) y por 1
hembra que no fue hostigada (HNH) durante el periodo de cria (Fase 1), al momento de
ser evaluadas todas las aves eran desconocidas entre si ya que cada ave (tanto machos
como hembras) provenian de parejas distintas alojadas en diferentes jaulas de cria.

Debido a limitaciones operativas las pruebas de preferencia de las HHs y HNHs (
y las fases experimentales relacionadas) fueron realizadas en 4 tandas consecutivas con
4 aparatos de prueba utilizados en forma simultanea. Las 3 primeras tandas se
realizaron con intervalos de 48 hs entre ellas, mientras que la ultima tanda se realizé
cuatro dias después de la tercera. De esta manera durante cada tanda se realizaban 4
interacciones agonistas, seguidas por 4 pruebas de preferencias de 8 horas.
Dependiendo de la tanda experimental en que las aves fueron evaluadas, estas tuvieron

entonces 119, 121, 123 o 127 dias de edad respectivamente.
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El aparato de prueba consistio en una caja melamina blanca (de 90 x 43 x 40 cm;
ancho, largo, alto), con agua y alimento ad libitum. La caja fue dividida en 3
compartimientos mediante dos divisiones de reja (sin orificios). En cada uno de los
compartimientos extremos se alojo a cada hembra, mientras que en el comportamiento

central se alojaron 2 machos (Fig.4):

i -8— Macho de agresividad intermedia Ml
@@ § Hembra hostigada HH
i 8 Hembra no hostigada HNH

<%
K

Fig. 4: Aparato de prueba para situar a las hembras como audiencia de una interaccion
agonista entre dos machos clasificados como agresividad intermedia en el centro del
aparato. En los extremos, se ubican las hembras hostigadas y no hostigadas, audiencia
de la prueba. Las lineas de punto representan rejas.

Luego de alojar las hembras, se dio por iniciada la prueba al colocar a ambos
machos en la zona central del aparato de prueba. Mediante el uso de una camara de
video colocada sobre el aparato de prueba (2 m de altura), el comportamiento de las
aves fue registrado en video durante 60 min usando el programa informatico ANY -
maze (2016). Esta disposicién asegurd que el experimentador estuviera completamente
oculto de la vista de las aves durante la prueba. La posicion de las hembras (derecha/
izquierda) de acuerdo a su categoria (HH y HNH) fue alternada entre prueba y prueba.
El programa ANY-maze (2016) fue también utilizado para analizar el comportamiento
de las aves durante la prueba (etograma + locomocion). Para resguardar la integridad
fisica de los machos evaluados, si durante el encuentro una de las aves recibié mas de 5
picotazos consecutivos y / 0 mostré un comportamiento claro de escape (recuperacion),
y / 0 mostro algun signo de dafio fisico, el encuentro fue inmediatamente interrumpido.

Se realizaron un total de 12 interacciones agonistas donde participaron un total de
de 24 machos MI, estas 12 interacciones fueron observadas por 12 pares de hembras
(cada par compuesto por una hembra HH y una hembra HNH). Para definir al macho
ganador y perdedor de cada encuentro agonista se registrd durante cada encuentro:

e el n°de atrapes entre machos:
e el n° de montas entre machos:
e el n°de picotazos entre machos:

e el n°de persecuciones entre machos:

20



En base a la sumatoria de nimero de veces que se observo a cada macho realizar
cada uno de estos comportamientos hacia el otro fue que estos fueron
caracterizados como ganadores o perdedores del encuentro agonista observado

por las hembras.

La necesidad de clasificar a los machos como ganadores o perdedores del
encuentro presenciado por las hembras HHs y HNHs se basd en uno de los objetivos
especificos de este trabajo que fue evaluar si el desempefio de estos machos en la
interaccion agonista afecta la posterior preferencia hacia ellos por partes de las hembras
con diferentes experiencias sociales previas.

Para evaluar si todas las variables comportamentales incluidas en la clasificacion
de estos machos hicieron un aporte significativo, estas fueron analizadas
estadisticamente en forma independiente considerando la categoria macho ganador y

perdedor como niveles del factor.

Fase IV

Prueba de Preferencia en hembras:

Una vez finalizada la interaccion entre los dos machos clasificados como
agresividad intermedia (M), se procedié a evaluar la preferencia de una las hembras
que formaron parte de la audiencia del encuentro (HH o HNH) hacia estos machos que
observaron interactuar.

El aparato de prueba consistio en una caja de melamina blanca (de 90 x 43 x 40
cm; ancho, largo, alto), con agua y alimento ad libitum, la caja estaba dividida en 3
compartimientos mediante dos divisiones de reja con orificios que podian atravesar las
hembras sin BFI, en los compartimientos de los extremos se alojé a cada macho (con

BFI), mientras que en el compartimiento central se alojo la hembra a ser evaluada
(Fig.5):

E ‘ Hembra hostigada HH
8 Hembra no hostigada HNH

u

‘ 0 4 Macho de agresividad intermedia MI

Fig. 5: Aparato de prueba para evaluar preferencia de hembras clasificadas como
hostigadas y no hostigadas. En los extremos, se ubican los machos que
interactuaron previamente. Las lineas de punto representan rejas con orificios para
permitir el paso de las hembras.
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La posicion de los machos en la caja (hacia derecha o izquierda) de acuerdo a su
categoria (ganador y perdedor) fue alternada entre prueba y prueba. Al igual que los
experimentos realizados por Ophir y Galef (2003) las hembras ingresaron al aparato de
prueba inmediatamente después de haber presenciado la interaccion entre los machos, y
se las mantuvo en la prueba durante 8 horas.

Cada registro fue posteriormente analizado mediante la observacion de las
grabaciones de video. Los datos tomados en ventanas de tiempo diferentes (10 min u 8
hs) se presentan de acuerdo a los objetivos especificos e interrogantes puntuales que se
desean abordar:

A. Primeros 10 minutos de prueba. Este analisis se realizé para poder comparar los
resultados obtenidos con los informados por Ophir y Galef (2003) en el cual
ellos evaluan la preferencia de los hembras en una prueba de 10 minutos.

B. Duracion total, periodo de 8 horas registrado desde que los animales son
introducidos a la caja experimental hasta que son retirados de la misma.

Para todos los segmentos de tiempo analizados se evalud el numero de veces, la
latencia (tiempo transcurrido desde el inicio de la prueba hasta el primer registro) y el
tiempo que cada hembra permanecid en cada una de las 6 zonas en que fue dividido el
aparato de prueba, dos de estas zonas correspondieron a compartimientos reales donde
se alojaron los machos y las restantes fueron delimitadas para el analisis de las
filmaciones mediante el trazado de lineas imaginarias (Figura 6a para el analisis de los
primeros 10 minutos de prueba, Figura 6b para el registro de 8 horas). Estas zonas
fueron delimitadas para establecer la preferencia espacial de las hembras hacia cada uno
de los machos alojados como sefiuelos (clasificados como ganadores o perdedores en la
Fase Il). Este analisis se realiz6 en forma automatica para las registros del tipo A
(mediante el uso del programa informatico ANY-maze (2016)) , y en forma manual
(observacion de la filmacion y registro por escrito) para el registro B (tiempo total), por
lo cual el anélisis de zonas de permanencia debid ser levemente simplificado.

Para el registro del tipo B se evaludé también el desempefio de cada hembra
mediante el registro manual de variables relacionadas tanto a comportamientos
reproductivos (nUmero de atrapes, montas y contactos cloacales) como a

comportamientos agonistas (nimero de picotazos, persecuciones y huidas).

22



Con el objetivo de caracterizar con mas detalle la dinamica de las interacciones

sociales se registraron también las latencias de ingreso de las hembras a las zonas en los

que se dividid el aparato de prueba, las latencias corresponden al periodo de tiempo,

contando desde el inicio de la prueba que transcurre hasta que se observa al ave

experimental ingresar por primera vez a una determinada zona del aparto de prueba. En

el caso de que el ave no ingresara nunca a una determinada zona, se les adjudicaba el

valor méximo de latencia que corresponde al de la duracion total de la prueba (600 o

3600 s, dependiendo de si el registro es parcial o completo).
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Figura 6 (a y b): Diagramas de la division en zonas del aparato de pruebas para evaluar las
preferencias de HHs y HNHs entre machos que resultaron ganadores o perdedores en una
interaccion social de la cual las hembras fueron audiencia. La ubicacion de los MA a la derecha
del aparato de prueba es presentada a modo de ejemplo, ya que su posicion fue alternada entre
prueba y prueba. Figura 6a: Diagrama de la division en zonas del aparato de prueba utilizada
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para analizar los primeros 10 minutos de prueba, Figura 6b: Diagrama de la division en zonas
del aparato de prueba utilizada para analizar la prueba en su duracion total (8 horas).

Anadlisis estadistico:

Las variables registradas durante la evaluacion del entorno social de la hembra en
su jaula de cria como asi también las variables comportamentales relacionadas con la
clasificacion de los machos MI como ganadores o perdedores de la interaccién social
presenciada por las hembras HHs y las HNHSs, se analizaron usando el Modelo lineal
mixto generalizado (MLGM). Se utilizé una distribucion de errores de Poisson bajo la
funcion funcion log-link, con la “Categoria del Macho” como efecto fijo (para ambos
andlisis) y la identificacién del animal (para las variables analizadas en las jaulas de
cria) o el numero de encuentro (para las variables resultantes de la interaccion entre
machos de agresividad intermedia) como efecto aleatorio respectivamente. La prueba de
Fisher LSD fue empleada para la comparacion de medias individuales a posteriori. Un
valor de P < 0,05 fue considerado como representante de diferencias significativas. Se
empleo el software estadistico Infostat (Di Rienzo, Casanoves et al. 2015).

Las diferencias entre tratamientos para el tiempo registrado en LM, latencia
entrada a ZC, N° de entradas a ZC y tiempo en ZC en las preferencias de hembras
(Fase 1V) para 10 minutos de duracién de la prueba, se determinaron mediante un
ANOVA para Modelos lineales generales y mixtos con los tratamientos “Categoria
macho” (Ganador o Perdedor) y “Experiencia social previa de hembras” (Hembras
hostigadas y no hostigadas) como efectos fijos. EI numero de preferencia evaluada se
incluy6 como efecto aleatorio. La prueba DGC (Di Rienzo, Guzman et al. 2002) fue
empleada para la comparacion de medias individuales a posteriori. Un valor de P < 0.05
fue considerado como representante de diferencias significativas. Se empled el software
estadistico Infostat (Di Rienzo, Casanoves et al. 2015).

Las proporciones de hembras HH y HNH que visitaron a alguno de los machos y
categoria del 1° macho visitado fueron analizadas mediante una Prueba de Proporciones
que relaciona el N° de eventos totales y N° de eventos exitosos para cada variable. Para
realizar estos analisis se utilizé el software estadistico Statistix (2008) y un valor de P <
0,05 fue considerado como representante de diferencias estadisticamente significativas.

Por ultimo, el analisis de las variables relacionadas al comportamiento de HHs y

HNHs en una prueba de 8 horas de duracion donde se evalud la preferencia de estas

24



hembras entre 2 machos categorizados como ganadores o perdedores se realizd
mediante la estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis para un nivel de confianza (a) =
0,05. Para estos andlisis estadisticos se empled el software estadistico Infostat (Di
Rienzo, Casanoves et al. 2015).

A excepcion de los datos analizados con el test de proporciones mediante el
software Statistix, todos los otros modelos utilizados se ajustaron usando las bibliotecas
nime, glm y glmer de R a través de una interfaz implementada en el software estadistico

Infostat (Di Rienzo, Casanoves et al. 2015).
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Fase |
Evaluacion durante periodo de cria del entorno social de hembra (tipo de

interaccion macho-hembra):

El nimero de picotazos dados por el macho hacia la hembra en las jaulas de cria
mostrd ser un criterio de clasificacion efectivo de machos agresivos, no agresivos y de
agresividad intermedia, ya que, cuando se utilizaron estas categorias de machos (MA,
MNA, MI) como niveles del factor (agresividad de los machos) para analizar el resto de
las variables registradas en las jaulas de cria (potencialmente asociadas también al
bienestar de las hembras), se observaron importantes diferencias altamente
significativas en las variables nimero de atrapes y numero de persecuciones del macho
a la hembra y en el estado de plumaje de la hembra (Tabla 1). Se destaca en particular
las diferencias observadas en el estado del plumaje de las hembras que se evalud segln
protocolos sugeridos por el Welfare_Quality® consortium (2009). Las hembras
alojadas con machos agresivos mostraron los niveles mas elevados para esta variable
(mayor puntaje = peor condicién de plumaje), mientras que las aves alojadas con Ml
mostraron valores intermedios. Por otro lado, como se mencion0 en la introduccion,
tanto el cortejo como la copula de esta especie parecer ser (para un observador humano)
de tipo coercitivo (Adkins-Regan 1995) y potencialmente dafiino (Persaud y Galef Jr
2004) para la integridad fisica de la hembra. En relacion a los comportamientos
sexuales, se observd que los MA mostraron mayor nimero de persecuciones hacia sus
hembras, sin embargo no se encontraron diferencias para el nimero de contactos
cloacales entre las categorias de macho, lo que indicaria que los MA tenderian a iniciar
mayor numero de secuencias copulatorias (comportamientos potencialemente en
detrimento para el bienestar de la hembra) para lograr el mismo ndmero de copulas
efectivas que los Ml y MNA.

Por lo descripto en los parrafos anteriores se considera que se han aportado
importantes evidencias para considerar que las hembras denominadas hostigadas (HH)
estuvieron expuestas a diferentes grados de estrés social (por los niveles de agonismo
observados dentro de la jaula) al que estuvieron expuestas las hembras denominadas no
hostigadas (HNH) y por consiguiente es posible considerar la posibilidad de que estas
hembras llegaron a la fase IV de este trabajo experimental habiendo transcurrido

historias sociales de vida diferentes.
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TABLA 1: Evaluacion del entorno social de las hembras en su jaula de cria (tipo de interaccién macho-hembra) luego de haber considerado el nimero de picotazos dados por

el macho hacia la hembra como criterio de clasificacion de machos agresivos (MA), no agresivos (MN) y de agresividad intermedia (MI). ® "Letras distintas indican
diferencias significativas entre los grupos, los valores se expresan como: Media + EE.

CATEGORIA MACHO

Chi-square,
VARIABLES VALOR-P
df (2)
MA (n=16) MI (n=30) MNA (n=28)

N° de picotazos del macho a la hembra 12,01 +2,09 1,68 +0,31 0,00 £ 0,00 Criterio de clasificacion
N° de atrapes del macho a la hembra 10,53 +1,69 a 6,89+09b 419+0,78¢c 13,12 0,0014
N° persecuciones del macho a la hembra 513+ 1,27 a 1,12+0,29b | 0,62+0,23b 25,88 <0,0001

N° de intentos de monta 5,68+0,92 a 593+0,73a | 3,85+0,69a 443 0,1

N° de contactos cloacales 0,13+0,11 a 0,056+0,05a | 0,07+0,08 a 0,96 0,61

Estado del plumaje de la hembra 1,19+£0,27 a 0,68+0,16ab | 0,31+0,14Db 8,81 0,01

Fase Il

Aplicacion de la Barrera Fisica Individual:

No se presentan resultados de esta etapa ya que esta metodologia ya ha sido estudiada y validada (Pellegrini et al., 2014).
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Fase 111
Situar a las hembras HHs y HNHs como audiencia de una interaccion agonista

entre 2 machos entre los cuales ellas tendran posteriormente la posibilidad de

interactuar y ejercer una potencial preferencia.

Como se describe en Materiales y Métodos se defini6 al macho ganador y
perdedor de cada encuentro entre MI en base a la sumatoria de nimero de veces que los
machos realizaron hacia el otro macho alguno de una serie de comportamientos
considerados conductas agonistas (atrapes, montas, picotazos Yy persecuciones)
(Schlinger y Callard 1990). El analizar estadisticamente estas variables considerando la
categoria macho ganador vs. macho perdedor como niveles del factor aporta evidencias
que nos permiten sugerir que todas las variables comportamentales consideradas
hicieron un aporte significativo para definir el criterio de clasificacion, ya que para
todas ellas se encontraron diferencias significativas entre los machos clasificados como

ganadores vs. aquellos clasificados como perdedores (Tabla 2)

TABLA 2: Aporte relativo de cada una de las variables comportamentales consideradas para calcular el
criterio de clasificacién de los machos de agresividada intermedia como ganadores o perdedores de la
interaccion social presenciada por las hembras hostigadas y las hembras no hostigadas. ® "Letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos (Media + E.E.).

CATEGORIA MACHO Chi-
VALOR -
VARIABLES square,
GANADOR PERDEDOR P
df (1)

N° PICOTAZOS 1.37+0.59 a 0.21+£0.13b 21.99 <0.0001
N° ATRAPES 272+1.07a 0.74+£0.34b 24.3 <0.0001
N° MONTAS 0.76 £ 0.46 a 0.16+0.11b 13.54 0.0002

NO
253+1.19a 0.32+0.19b 42.23 <0.0001
PERSECUCIONES

MI: Machos de agresividada intermedia; HH: hembras hostigadas por el macho en su jaula de cria; HNH:

hembras no hostigadas por el macho en su jaula de cria.

Fase IV

Prueba de Preferencia en hembras:

A Primeros 10 minutos de la prueba de preferencia. Del andlisis estadistico de
las variables registradas (presentados en la Tabla 3) se observa que las HNH pasaron
mas tiempo (preferencia afiliativa) en el lado del aparato de prueba donde estaba
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alojado el macho “ganador” (machos que ellas observaron previamente exhibiendo
mayores niveles de agonismo hacia otro macho), mientras que las HH mostraron una
preferencia opuesta, ya que permanecieron mas tiempo en el lado del aparato de prueba
donde estaba alojado el macho “perdedor” (machos que ellas observaron previamente
exhibiendo menores niveles de agonismo hacia otro macho) (F,11)= 5,26; P=0,047). La
misma relacion significativa se obtuvo cuando se compardé el tiempo de permanencia de
las HHs y HNHs en la Zona Cercana al recinto de los machos (F, 11)= 5,17; P= 0,049).
Cuando se analizo la latencia de entrada de las HHs y HNHs a las Zonas Cercana a los
machos “ganadores” y “perdedores” no se observO una interaccion significativa entre
las categorias de hembras y las de machos. Sin embargo, si se encontraron efectos
significativos de la categoria del macho, donde los machos “perdedores” fueron los
primeros visitados independientemente de la categoria de las hembras (F, 11)- 6,81; P=
0,029; 50, 7 s 33,7 y 175,1 + 33,7 s para machos “perdedores” y ‘“ganadores”
respectivamente (Medias + E.E.).

Cuando se analizé el nimero de entradas de las HHs y HNHSs a las Zonas Cercana
a los machos “ganadores” y “perdedores” no se observO una interaccion significativa
entre las categorias de hembras y de machos. Sin embargo, si se observaron diferencias
significativas entre las categorias de hembras, siendo las HH las que realizaron mayor
namero de visitas a la Zona Cercana a los machos independientemente de la categoria
de estos machos (“ganadores” o “perdedores”) (F(2, 11)= 6,00; P=0,038; 8,1 + 1.5y 3,17
+ 1,4 para HH y HNH, respectivamente (Medias + E.E.). S6lo 3 de las 11 hembras
evaluadas entraron (visitaron) a alguno de los recintos que alojaban a los machos y
debido a esa baja proporcidn, se registrd un alto nimero de ocurrencias nulas o latencias
méaximas para las variables evaluadas en dicha zona y por lo tanto, las variables
Latencia entrada a Recinto Machos, N° de entradas a Recinto Machos y Tiempo en
Recinto Machos no pudieron ser analizadas estadisticamente lo que hubiera permitido
interpretar mejor otros potenciales consecuencias del tipo de interaccion social al que
fueron sometidos los animales.

Estos andlisis (primeros 10 minutos de la prueba de preferencia) se realizaron
para poder cotejar los resultados del presente trabajo con los presentados en la
publicacion de Ophir y Galef (2003), los resultados obtenidos aportan importantes
evidencias para considerar que la hipétesis propuesta por Ophir y Galef (2003) no se

podria generalizar a todas las hembras sexualmente experimentadas, siendo solo las

30



hembras que interactuaron con machos agresivos las que muestran preferencias
afiliativas con machos perdedores de un encuentro agonista por ellas previamente
presenciado. De este modo, cobra fuerza entonces la nueva hipotesis planteada en este
trabajo donde se propone que las preferencias de las hembras por machos que resultaron
perdedores o ganadores de un encuentro agonista estan fuertemente relacionadas a la

experiencia social previa de esa hembra con otros machos.
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TABLA 3: Variables relacionadas a la locomocién de hembras hostigads y hembras no hostigadas durante los primeros 10 minutos de una prueba donde se evalud la
preferencia de estas hembras entre 2 machos a los que ellas observaron expresar diferentes niveles de agresividad en una interaccién social previa (categorizados como

ganadores o perdedores).

HNH (n=6)
VARIABLES MACHO MACHO MACHO MACHO Fe.1y| VALOR-P
GANADOR PERDEDOR GANADOR PERDEDOR
Tiempo en LM (s) 245+71b 355+71a 401+65a 199+ 64 b 5,26 0,047
Latencia entrada a ZC (s) 173+£50a 44 £ 50 a 177+45a 57x45a 0,01 0,92
N° de entradas a ZC 6,2+2a 10+2a 35+x18a 28+18a 1,59 0,23
Tiempo en ZC (s) 109+61b 202+61la 197 £55a 34+55b 5,17 0,049

HH: hembras hostigadas por el macho en su jaula de cria; HNH: hembras no hostigadas por el macho en su jaula de cria. LM: Lado Macho, ZC: Zona cercana; RM: Recinto

macho, (s)= segundos.* "Letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos, los valores se expresan como: Media + EE.
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B. Analisis para la duracion total de la prueba de preferencia, periodo de 8
horas registrado desde que las hembras son introducidas a la caja experimental hasta
que son retiradas de la misma.

Del total de 11 hembras estudiadas (HH n=5; HNH n=6), sélo 2 hembras de
categoria HH no visitaron ninguno de los recintos de machos presentados como opcién.
Estas proporciones (0,4 vs. 1) se diferenciaron estadisticamente segun la prueba de
proporciones (Z=1.71; P= 0,043); cuando se analiz6 para estas mismas hembras cual
fue la categoria del macho que fue visitado en primera instancia, se observé que 5 de las
6 aves HNH visitaron en primer lugar al macho clasificado como ganador del encuentro
agonista mientras que solo 1 ave HH eligi6é a ese macho tipo de macho como primera
opcidén (Z=-2,1; P=0,01). Estos resultados sugieren una menor atraccion de las HHs por
visitar el recinto de los machos (independientemente de si estos fueron los perdedores o
los ganadores durante la interaccion presenciada por dichas hembras). Paralelamente
estos resultados aportan evidencias adicionales para considerar que los machos
ganadores durante la interaccion presenciada previamente por HNHs son generalmente
preferidos como primera opcion por dichas hembras.

Los resultados para el resto de las variables comportamentales registradas durante
las 8 horas de prueba se detallan en la Tabla 4. A pesar de que no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos para ninguna de estas variables, los
valores de medias aritméticas obtenidos parecen acompafiar el resto de los resultados ya
descriptos, sin embargo y debido posiblemente al reducido nimero de hembras que se
pudieron estudiar, estas medias aritméticas fueron asociadas a una importante alta
variabilidad en la respuesta de cada ave lo que dificultd su ajuste a modelos estadisticos
conocidos como de mayor potencia (ej. Modelos lineales generales o Generalizados

Mixtos) que los no paramétricos que se debieron aplicar.
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TABLA 4: Variables relacionadas al comportamiento de hembras hostigadas y hembras no hostigadas en una prueba de 8 horas de duracion donde se evalué la preferencia
de estas hembras entre 2 machos a los que ellas observaron expresar diferentes niveles de agresividad en una interaccion social previa (categorizados como ganadores o

perdedores).
HH (n=5) HNH (n=5)
VARIABLES
cwvoon | peoesor | omwoor | pewomon | VAOTdeH |VALOR-P
Tiempo en ZC (s) 8557 + 1875 13098 + 1187 8313 + 1380 11508 + 3021 3,95 0,26
Tiempo en ZP (s) 6940 + 1668 9952 + 1897 6982 + 962 6893 +£ 1725 2,66 0,44
Latencia entrada a RM (s) 19395 + 5880 17868 + 5599 12950 + 4363 18010 + 4031 1,40 0,69
Tiempo en RM (s) 1617 + 1056 3145 + 1934 1331 £ 737 4615 *+ 3957 0,87 0,82
Duracion de las visitas a RM (s) 142 £ 94 125+ 73 334 +£172 1752 + 1307 2,47 0,46
N° de entradas a RM 46+28 15,6 £10,7 46+272 24+12 1,36 0,70
N° de picotazos recibidos 14+12 15,8 + 15,8 0,4+04 0,0+0,0 1,05 0,54
N° de picotazos dados 0,2+0,2 26+21 06+0,6 0,0+£0,0 1,28 0,45
N° de atrapes 4,40 + 3,30 3,40 + 3,40 3,80+1,74 1,20 £ 0,58 1,67 0,59
N° de montas 6,00 £5,3 1.60+1,6 1,40 +0,75 1,80 + 0,97 0,75 0,82
N° de Contactos Cloacales 2,00+1,38 0,20 +£0,20 0,80 £0,37 0,40 £ 0,24 1,43 0,60
N° de Persecuciones 0,0+0,0 0,2+0,2 0,0£0,0 0,0+0,0 0,43 0,39
N° de Huidas de la hembra 3,00 2,32 2,40 £ 2,40 2,40 £1,03 0,40 £ 0,40 2,62 0,34

HH: hembras hostigadas por el macho en su jaula de cria; HNH: hembras no hostigadas por el macho en su jaula de cria. ZC: Zona cercana; ZP: Zona Proxima y RM: Recinto
macho, (s)= segundos. Incluye las medias + los errores estandar para cada caso. Los valores de H y P derivaron de el andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis
para un nivel de confianza (o) = 0,05.
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CONCLUSIONES



Las nuevas evidencias presentadas en este trabajo tienen importantes implicancias
tedricas y aportan elementos importantes para entender la complejidad en el
comportamiento de eleccion de parejas reproductivas por parte de las hembras de
codorniz japonesa. La controversia planteada en la introduccion sobre la tendencia
observada por parte de las hembras experimentadas sexualmente de evitar o no preferir
a los machos més agresivos, y presumiblemente dominantes descripta por Ophir y Galef
(2003), se resuelve en este trabajo que considera la experiencia social previa de las
hembras para con otros machos. A partir de la aplicacion de este nuevo disefio
experimental, se observo que solo las hembras que interactuaron previamente con
machos agresivos son las que muestran preferencias afiliativas con machos menos
agresivos y/o perdedores de un encuentro agonista previamente presenciado por ellas;
no ocurre asi con las HNH que prefirieron a los machos ganadores (relativamente mas
agresivos en la interaccién social previamente observada por ellas). Por lo tanto cobra
fuerza entonces nuestra hipdtesis que propone que las preferencias de las hembras por
machos que resultaron perdedores o ganadores de un encuentro agonista estaran
relacionados a la experiencia sexual previa de esa hembra con otros machos. Se podria
teorizar entonces que solo para las HHs la evaluacién del costo resultante de una
interaccion social con un macho agresivo superaria a los beneficios tedricos
reproductivos directos e indirectos que brindaria el apareamiento con machos
conspecificos de tipo dominante (y por lo tanto, los que estdn en mejores condiciones
de proveer mejores recursos) como estrategia evolutiva (Qvarnstrom y Forsgren 1998).
Queda abierta la discusion, pudiendo la misma ser incluso parte de posteriores trabajos,
sobre si estos comportamientos de preferencia mostrados por las hembras
experimentales hacia machos perdedores son exclusivos de los sistemas de cria
modernos resultantes de una importante seleccion dirigida por productividad y
supervivencia en condiciones de alto hacinamiento y donde las hembras no pueden
escapar o ponerse fuera del alcance de los machos mas agresivos (y/o ganadores) como
una estrategia para auto regular el tipo de interaccion que pueden ejercer con ellos.

Por otro lado, considerando que algunas hembras (HHS) mostraron cierta
capacidad para identificar y evitar a los machos relativamente mas agresivos, y si este
comportamiento deletéreo de los machos hacia las hembras tuviera base genética (Boag
y Alway 1981, Millman, Duncan et al. 2000), un sistema de cria donde las hembras
puedan ejercer en forma efectiva sus preferencias por determinadas parejas
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reproductivas (de tipo menos agresiva) mediante el empleo del sistema BFI, tanto por la
exclusion por parte del productor de los machos menos preferidos por las hembras,
como por la potencial auto-segregacion del caracter resultante de la aplicacion de este
sistema de cria (donde las hembras ejercen su preferencia) se podrian obtener lineas
genéticas de machos menos agresivos para su utilizacion en futuros sistemas de cria

convencionales.
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ANEXO |



RESUMEN

Existe una creciente evidencia de un aumento en la agresividad de los machos
progenitores de la raza de pollo parrillero hacia las hembras. Una situacion similar se
observa en codornices japonesas mantenidas en jaulas en grupos mixtos para la
obtencion de huevos fértiles, donde los picoteos agresivos dirigidos a la cabeza de las
hembras son un importante problema para el bienestar de los animales en este tipo de
condicion de cria. En este trabajo se propuso estudiar si en la especie Coturnix coturnix
japonica, la agresividad registrada de machos hacia hembras con las que fueron criados
se mantiene cuando estos machos interaccionan socialmente con machos desconocidos
en pruebas de 10 minutos de duracion. Para lograr este objetivo se clasificaron machos
adultos en funcién del nimero de picotazos registrados hacia la hembra con la que
conviven. Luego estos machos clasificados agresivos (MA) y no agresivos (MN) se
alojaron de a pares (1 MA y 1 MN) en un aparato de prueba para evaluar su interaccién
social en presencia de hembras como audiencia, resultando 13 de los machos
clasificados como agresivos ganadores de los 15 encuentros totales. Esto sugiere que el
método de clasificacion de machos segun a agresividad hacia sus hembras tiene cierto
poder predictivo sobre la agresividad de ese mismo macho hacia otros machos
desconocidos, ademas se encontrd que el nimero de picotazos dados a la hembra y su
estado de plumaje medidos ambos en la jaula de cria estan positivamente
correlacionados. Un método para clasificar los machos de acuerdo a su agresividad ya
sea por la observacién de su comportamiento hacia las hembras en las jaulas de cria, 0
aun mas sencillo y rapido, por el estado de plumaje de la hembra con él alojada; seria
ventajoso sobre otros métodos conocidos, ademas de evitar el contacto real entre
machos impidiendo asi heridas potenciales en las aves y “el efecto ganador/perdedor”

con sus cambios hormonales y comportamentales asociados.

Introduccion

Existe una creciente evidencia de un aumento en la agresividad de los machos
progenitores de la raza de pollo parrillero hacia las hembras (Chase 1982, Mendl y
Newberry 1997). Este tipo de conducta (que la presentan solo ciertos machos) se asocia
con la frustracion resultante de la fuerte restriccion de alimento a la que son sometidas

estas aves durante su cria, aunque también existe cierta evidencia de que este problema
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de agresion puede ser de base genética en sus origenes (Mendl y Newberry 1997). Una
situacion similar se observa en codornices japonesas (Wechsler y Schmid 1998)
mantenidas en jaulas en grupos mixtos para la obtencion de huevos fértiles, donde los
picoteos agresivos dirigidos a la cabeza de las hembras son un importante problema
para el bienestar de los animales en este tipo de condicidn de cria (Shanaway 1994).

Existen diversos métodos para cuantificar agresividad como puede ser clasificar
los animales en funcién del orden de dominancia y subordinacion que establece con
conspecificos (Schlinger y Callard 1990) o simplemente cuantificar la actividad
locomotora y los picotazos que un animal da contra una pared de acrilico en respuesta a
otro macho colocado del otro lado como estimulo visual (Schlinger, Palter et al. 1987).

Por otro lado, existen protocolos en los que se detallan las distintas metodologias
que se utilizan para evaluar el estado de bienestar de un animal como el sugerido por
Welfare Quality® Consortium (2009). En estos protocolos se realizan valoraciones del
estado de plumaje, presencia de lesiones, dermatitis plantar, entre otras, luego de
acuerdo al estado observado se coloca una puntuacion (tabulada) para cada uno de los
items para luego obtener una valoracion final para cada individuo (score).

Considerando lo expuesto en los parrafos anteriores en el presente trabajo se
propuso evaluar si en animales sexualmente maduros de la especie Coturnix coturnix
japonica, la agresividad registrada de los machos hacia las hembras con las que fueron
alojados, forma parte de un patrébn comportamental que se repite también si estos
machos se encuentran con otros machos desconocidos. Para evaluar el comportamiento
social entre machos se eligid en una prueba de interaccion social en presencia de

hembras de 10 minutos de duracién.
Materiales y Métodos

Evaluacion de la agresividad del macho hacia la hembra con la que fue alojado

como su pareja reproductiva durante periodo de cria.

Del mismo procedimientos descripto en la Fase | de este trabajo de Tesina, se
obtuvieron machos clasificados de acuerdo a los niveles de agresividad (N° de picotazos
del macho hacia la hembra) que se registraron mediante muestreo continuo del animal

focal (macho) (Altmann 1974) en su jaula de cria. Se obtuvieron asi machos
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clasificados como No Agresivos (MN), de agresividad intermedia (MI) y machos
Agresivos (MA).

Como ya se describidé anteriormente, se realiz6 también la valoracion del estado
de bienestar de las hembras, mediante el protocolo propuesto por el WQC
(Welfare_Quality® consortium 2009) considerando al estado del plumaje como
variables de diagnostico principal, esta valoracion se realizd con el fin de estudiar si
existe una correlacion entre la variable n° de picotazos de machos a hembras (variable
clasificatoria) y el estado de plumaje de las hembras, ya que consideramos que de

existir dicha correlacion, esta podria tener implicancias practicas importantes.

Interaccion macho — macho:

A los 117 dias de edad, se evaluaron las interacciones sociales entre machos en
pruebas de 10 minutos de duracién.

Con el objetivo de determinar como son las interacciones entre machos segun
fueron clasificados por el comportamiento con sus hembras durante el periodo de cria,
se enfrentaron machos MA con machos MN con hembras HI (que convivieron con
machos de agresividad intermedia), desconocidas de ambos machos, como audiencia del
enfrentamiento.

El aparato de prueba consistio en una caja de melamina blanca (de 90 x 43 x 40
cm; ancho, largo, alto), con agua y alimento ad libitum, la caja se dividié en 3
compartimientos mediante dos divisiones de reja (sin orificios), en los compartimientos
de los extremos se alojé a cada hembra, mientras que en el compartimiento central se

alojaron los 2 machos (Figura A):

»
v

Figura A: Aparato de prueba para evaluar interacciones sociales entre dos machos clasificados de
acuerdo a su agresividad hacia hembras. En los extremos, alojadas detras de una reja, se alojaron como
audiencia a las hembras que convivieron con machos de agresividad intermedia.

"' Macho de alta agresividad MA
8 Hembra con nivel de hostigamiento intermedio HI
‘a’ Macho de agresividad nula MN

Luego de alojar las hembras, se dio por iniciada la prueba al colocar a ambos
machos en la zona central del aparato de prueba , mediante el uso de una camara de
video colocada sobre el aparato de prueba (2 m de altura), el comportamiento de las
aves fue registrado en video durante 10 min usando el programa informéatico ANY-
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maze (2016). Esta disposicion asegurd que el experimentador estaba completamente
oculto de la vista de las aves durante la prueba. Para resguardar la integridad fisica de
los machos evaluados, si durante el encuentro una de las aves recibié méas de 5
picotazos consecutivos y / 0 mostré un comportamiento claro de escape (recuperacion),
y / 0 mostro algun signo de dafio fisico, el encuentro fue inmediatamente interrumpido.

Se realizaron un total de 15 interacciones agonistas donde participaron un total de
de 30 machos. Estas 15 interacciones fueron observadas por 15 pares de hembras (cada
par compuesto por hembras HI). Para definir al macho ganador y perdedor de cada
encuentro agonista se registré durante cada encuentro:

e el n®de atrapes entre machos:

el n° de montas entre machos:

el n® de picotazos entre machos:

el n® de persecuciones entre machos:
e el n°de huidas
El registro comportamental se realiz6 mediante el software especializado para
analisis de comportamiento ANY-maze (2016), el cual posee una interfaz sencilla para

la realizacidn de etogramas a partir de la reproduccion de las grabaciones de video.

Anélisis estadistico:

Los datos obtenidos del encuentro entre machos fueron analizados usando
Modelos Lineales Generalizados Mixtos. Se avaluo si existen diferencias entre los MAs
y MNs para los comportamientos agonistas registrados en la interaccion social entre
machos (donde interactuaron socialmente pares de machos representados por 1
individuo de cada categoria). EI orden en que los pares de machos fueron evaluados se
incluy6 en el andlisis como factor aleatorio. Un valor de P < 0,05 fue considerado como
representante de diferencias estadisticamente significativas.

Las proporciones de aves clasificadas como Agresivas y No Agresivas que
resultaron ganadoras de los encuentros entre pares fueron comparadas utilizando Test de

Proporciones (Statistix 2008).

Resultados

Cuando se analizaron los resultados de la evaluacion de la agresividad del macho

hacia la hembra con la que fue alojado como su pareja reproductiva durante el periodo
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de cria, se encontrdé que existe correlacion positiva estadisticamente significativa entre
el N° de picotazos de machos hacia hembras y el estado de plumaje de dichas hembras
(p= 0,38; P=0,003). Esto sugiere que el estado de plumaje de la hembra tendria cierto
poder predictivo sobre la agresividad del macho con el que esa hembra esta alojada al
momento de la evaluacion.

Se realizaron 15 encuentros (de 1 MA y 1 MN cada uno), con un total de 30
machos, mitad de ellos clasificados como MA vy la otra mitad como MN durante la
etapa de cria. Solo en uno de los encuentros no se pudo caracterizar a los machos como
ganadores o perdedores de la interaccion ya que no se registré ningan tipo de conducta
agonista entre ellos. Del total de los restantes 14 machos clasificados como Agresivos
respecto a su hembra, 13 resultaron ganadores del encuentro con machos No agresivos,
y solo uno resultdé perdedor, encontrandose una relacion estadisticamente significativa
para estas proporciones entre los MA vs MN (Z= 4,39; P<0,00001).

Para los machos clasificados como Agresivos el n° de picotazos, atrapes, montas
y persecuciones registrados fueron significativamente superiores con respecto a los
machos clasificados como No agresivos. Se registraron ademas un mayor numero de
huidas durante la interaccién macho-macho para los MN que para los MA (P=0,0001)
(Tabla A).

Si bien los resultados obtenidos en la seccidn 111 de este trabajo de Tesina para las
interacciones sociales entre machos de agresividad intermedia (MI) no son
estadisticamente comparables con los de este anexo (la categoria de las hembras que
participaron como audiencia no fue la misma), se incluyen a modo informativo en la
Tabla B los valores de Media + E.E. para las variables registradas para la interaccion
macho-macho entre dichos MI. Se observan en dicha tabla valores de Media

intermedios (para todas las variables evaluadas) a los registrados entre los MA y MN.
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Tabla A: Variables comportamentales registradas en interaccion entre machos agresivos y no agresivos en presencia de hembras en una

prueba de 10 minutos de duracion (Media + E.E.).

CATEGORIA MACHO

Chi square/
VARIABLES VALOR - P
MACHO MACHO NO df (1)
AGRESIVO AGRESIVO
N° PICOTAZOS 0,45+ 0,31 0,03£0,03 42,84 <0.0001
N° ATRAPES 0,03 £ 0,00006 0,01 £ 0,00001 18,36 <0.0001
N° MONTAS 0,12 +0,16 0,04 £ 0,05 5,02 0.025
N° PERSECUCIONES 0,004 +£0,01 0,0001 + 0,0003 42,10 <0.0001
N° HUIDAS 0,08 £ 0,08 0,33+0,31 18,34 <0.0001
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Tabla B: Valores para las variables comportamentales registradas en la fase 111
de este trabajo para la interaccion entre pares de machos de agresividad
intermedia en presencia de hembras en una prueba de 10 minutos de duracion
(Media £ E.E.).

CATEGORIA MACHO
VARIABLES
MACHO DE AGRESIVIDAD
INTERMEDIA n=30
N° PICOTAZOS 0,21 +0,13
N° ATRAPES 0,26 + 0,17
N° MONTAS 0,09 + 0,07
N° PERSECUCIONES 0,02 + 0,00004
N° HUIDAS 0,41 + 0,30
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Discusion

Los machos que fueron clasificados como agresivos frente a las hembras con las
que fueron criados, tambien resultaron ser mas agresivos (ganadores) de encuentros
posteriores con otros machos. Considerando ademas que existe cierto grado de
correlacion entre la variable n° de picotazos de machos a hembras (variable
clasificatoria) y el estado de plumaje de dichas hembras, los resultados de este anexo en
su conjunto sugieren que el estado de plumaje de las hembras con las que viven los
machos (Welfare Quality Protocol, 2009) podrian utilizarse como un método de
clasificacion de agresividad para esta especie de aves.

Esta nueva metodologia tendria ventajas sobre las anteriormente descriptas, como
por ejemplo: a) evitar el enfrentamiento entre machos (para valorar si resulta ganador o
perdedor),b) se podrian identificar rapidamente a los machos agresivos mediante
valoracion de bienestar de la hembra, ¢) se evaluaria a los machos por variable
relacionadas al contacto directo entre conespecificos vs. otro método propuesto por
Schlinger (1987) donde se evalla la agresividad de los machos por las interacciones

entre ellos a través de una pared de acrilico.
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