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Capitulo

Introduccidon General

1.1. PARASITISMO

El parasitismo es una forma de vida
muy comun en la naturaleza, de tal
modo que se estima que mas de la
mitad de los seres vivos son formas
parasitas (Price 1980). Un parasito se
definiria como aquel organismo que
vive en o sobre otro organismo
hospedador, del cual toma alimento u
otros recursos que necesita,
infringiendo costes que suponen una
reduccion de la eficacia biologica del
hospedador. Entre estos costes, los mas
destacables serian un aumento de la
mortalidad, un debilitamiento de las
funciones del hospedador, o una
reduccion de su fecundidad. En este
escenario, no es dificil comprender que
las interacciones entre los parasitos y
sus hospedadores juegan un papel
extremadamente importante en la
modulacion de las estrategias vitales y

la historia evolutiva de unos y otros

(Merino 2002). La presion de seleccion

que ejercen los parasitos tiene potencial
para regular los tamafios poblacionales
de los hospedadores (Anderson y May
1979; Marzal et al. 2005) asi como su
estructura demografica (Freeland 1976)
o social (Zuk et al. 1998), para alterar
los ciclos poblacionales de éstos
(Dobson y Hudson 1992), e incluso
para modificar la estructura de las
comunidades de hospedadores
(Minchella y Scott 1991). Los parasitos
pueden asimismo  modificar la
estructura genética de sus hospedadores
(p.¢j. Shykof y Schmid-Hempel 1991),
favorecer la evolucion del sexo
(Hamilton 1980) o promover la
aparicion 'y  mantenimiento  de

caracteres sexuales secundarios
exagerados por medio de la seleccion
sexual (Hamilton y Zuk 1982; Zuk
1992). Por otra parte, los parasitos
tienen un papel relevante en la
evolucion y modulacion del complejo

sistema inmune de los vertebrados
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(Mitchell 1991; Hedrick 1994; Wakelin
1997).

La comprension de los intrincados
entramados que subyacen en las
interacciones ecoldgicas y evolutivas
entre hospedadores y parésitos tiene un
interés indiscutible en si misma, pero
puede ademas ser de gran utilidad para
la evaluacion de la calidad y estado de
conservacion de los ecosistemas. En
este sentido, se ha sugerido que la
riqueza y diversidad de la fauna
parasitaria puede ser un buen indicador
del estado general del ecosistema o del
grado de recuperaciéon de una zona
degradada (MacKenzie 1987; Gardner
y Campbell 1992).

En las tltimas décadas se ha
incrementado considerablemente
nuestro conocimiento acerca de las
interacciones entre hospedadores y
parasitos en la naturaleza. Numerosos
estudios, cuyos resultados se han
recopilado en varias monografias
especificas sobre el tema (Price 1980;
Loye y Zuk 1991; Clayton y Moore
1997), han documentado el importante
papel que los parasitos tienen como
fuerza selectiva en las poblaciones
animales. Por definicion, los parasitos
drenan recursos del hospedador, que de
otro modo podrian ser dirigidos a otras

funciones. Entre los multiples parasitos

que cohabitan con las aves, nos

centraremos aqui en dos de los tipos
mas  estudiados:  los  parasitos
sanguineos 'y los  ectoparasitos
(Crompton 1997).

Desde helmintos hasta protozoos,
diversos parasitos emplean la sangre de
las aves como medio de subsistencia.
Existen nematodos parasitos que viven
en los tejidos o la cavidad peritoneal y
liberan  microfilarias al torrente
sanguineo, tripanosomas flagelados que
viven y se dividen en la sangre, y
parasitos intracelulares que completan
una parte del ciclo vital dentro de las
células sanguineas (Atkinson y Van
Riper 1991; Fig. 1). Los materiales del
nido y el ambiente que éste
proporciona constituyen otro habitat
idéneo para muchos ectoparasitos.
Diversos tipos de artropodos, como
pulgas, adultos y larvas de dipteros,
acaros, garrapatas y piojos se alimentan
de la sangre de las aves adultas y sus
polluelos durante su estancia en el nido
(Fig. 2). Tanto los parasitos sanguineos
como los ectoparasitos de los nidos
pueden adaptarse a la biologia de los
hospedadores de diversas formas,
desde acoplar sus ciclos reproductores
a los de las aves hasta desarrollar
comportamientos de busqueda de
hospedador 'y  oviposicion = muy

especializados (Loye y Carroll 1998).
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Fig. 1. Fotografias de diversas especies de parasitos sanguineos presentes en el
herrerillo comun.
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10ra azurea

drotocalli

Fig. 2. Fotografias de diversas especies de ectoparasitos presentes en los nidos de
herrerillo comun. Se muestra la vista inferior de un nido con pupas de

Protocalliphora azurea.
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Se ha demostrado que los parésitos

sanguineos pueden tener efectos
nocivos en diversas fases del ciclo
reproductor de las aves, desde
intervenir en la determinacion del
tamafio de la puesta (Marzal et al.
2005), pasando por disminuir el éxito
de eclosion (Sanz et al. 2001a; Marzal
et al. 2005) y el éxito de volantones
(Merino et al. 2000a), y afectar a la
condicion de los adultos tras la
reproduccion (Merino et al. 2000a). De
modo andlogo, los ectoparasitos
pueden estar asociados a un retraso en
el inicio de la reproduccion (Oppliger
et al. 1994), pueden ser importantes en
la evolucién del tamaio de la puesta en
aves (Richner y Heeb 1995; Martin et
al. 2001; pero véase Tella et al. 2002),
pueden afectar negativamente al éxito
de eclosion (Moller et al. 1990; de
Lope et al. 1993; Oppliger et al. 1994),
al crecimiento y la supervivencia de los
polluelos (Merino y Potti 1995a;
Hurtrez-Boussés et al. 1998), a su
capacidad de dispersion y a la razon de
sexos poblacional (Heeb et al. 1999), y
a la condicidon y supervivencia de los
adultos (Brown et al. 1995; Christe et
al. 2002). Todos estos costes influyen
negativamente de un modo u otro en el
éxito reproductor o la supervivencia de

las aves, ocasionando asi una

disminucién de su eficacia biologica
(Mgller et al. 1990; Lehmann 1993).

Varios estudios han demostrado
que un aumento en el esfuerzo
reproductor ocasiona un aumento en
los niveles de infeccion por parasitos
sanguineos (Richner et al. 1995;
Oppliger et al. 1996; Merild vy
Andersson 1999; Wiehn et al. 1999).
Sin embargo, aun no estan bien
esclarecidos los costes y compromisos
a que se enfrentan los hospedadores
que padecen infecciones parasitarias
cronicas, ni sus implicaciones a largo
plazo. En este sentido, el conocimiento
de los mecanismos fisiologicos
subyacentes a la evolucion de las
defensas y comportamientos
antiparasitarios se torna de una
relevancia extrema para comprender
los compromisos que los parasitos
inducen en las estrategias vitales de los
hospedadores (Sheldon y Verhulst
1996; Norris y Evans 2000).

La presion selectiva ejercida por los
parasitos ha forzado la evolucion de
mecanismos de defensa en los
hospedadores para contrarrestar los
efectos deletéreos del parasitismo.
Entre estas defensas inducidas por
parésitos cabe destacar la aparicion de
modificaciones comportamentales de

diversos tipos (Barnard y Behnke 1990;
Hart 1997; Moore 2002). Por citar
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algunos ejemplos, se ha documentado
la evitacion de lugares infestados por
parésitos para nidificar (Oppliger et al.
1994; Merino y Potti 1995b; Rendell y
Verbeek 1996; Rytkonen et al. 1998;
véase también Loye y Carroll 1998) o
para descansar (Christe et al. 1994;
Merild y Allander 1995), y la adicion
de fragmentos de plantas al nido con
supuestas propiedades repelentes de
ectoparasitos que llevan a cabo algunas
especies de aves (Clark y Mason 1985;
Clark 1991; Petit et al. 2002).

Mas alld de las estrategias
comportamentales, el arma mas
efectiva con que cuentan los
organismos para hacer frente a las
infecciones parasitarias y para tratar de
minimizar sus efectos probablemente
sea su sistema inmunitario (Wakelin
1996). Las defensas en si mismas, sean
del tipo que sean, son costosas de
producir, lo que conlleva la existencia
de compromisos fisiologicos y
evolutivos entre minimizar el coste
infringido por el parasitismo y Ila
expresion de tales defensas (Roff 1992;
Stearns 1992).

1.2. RESPUESTA
INMUNITARIA

Los ecologos evolutivos comenzaron a
prestar un mayor interés por la
inmunologia a medida que se fue
extendiendo la idea de que el
parasitismo podia ser un importante
agente selectivo en numerosos aspectos
de la ecologia animal (Folstad y Karter
1992; Sheldon y Verhulst 1996; Zuk et
al. 1996). Hoy en dia, la evaluacion de
la capacidad de respuesta inmune de
los individuos se torna de wuna
relevancia extrema a la hora de explicar
numerosos patrones ecologicos y de
estrategias vitales de los organismos en
libertad (Norris y Evans 2000; Zuk y
Stoehr 2002; Schmid-Hempel 2003), a
través del estudio de lo que ha dado en
llamarse inmunologia

(Sheldon y Verhulst 1996). La teoria de

ecologica

las estrategias vitales asume la
existencia de costes asociados a los
mecanismos de respuesta inmune, y por
consiguiente, variaciones individuales
y compromisos en el uso de recursos
entre esta y otras funciones
(Deerenberg et al. 1997; Moreno et al.
1999; Lochmiller y Deerenberg 2000;
Merino et al. 2000b).

El sistema inmunitario tiene la

funcidén esencial de discriminar entre
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los componentes propios y los ajenos al
organismo, siendo esta discriminacion
la base de la defensa frente a los
patogenos (Roitt et al. 1996). En un
intento por simplificar la indudable
complejidad del sistema inmunitario, se
han diferenciado un componente innato
o inespecifico que frena la entrada de
patogenos y los combate por procesos
de fagocitosis, y un componente
adquirido o especifico que se activa en
presencia de patdgenos. Dentro de la
inmunidad adquirida se ha distinguido
a su vez entre inmunidad mediada por
células o inmunidad celular, en la que
intervienen principalmente los
linfocitos T, e inmunidad mediada por
anticuerpos o inmunidad humoral,
donde participan esencialmente los
linfocitos B y los anticuerpos que éstos
producen (Roitt et al. 1996).

Con el fin de explorar los posibles
compromisos existentes entre las
estrategias vitales y la inversion en
respuesta inmune, se hizo necesario por
tanto cuantificar la inmunocompetencia
de los organismos, término que Owens
y Wilson (1999) definieron como “una
medida de la capacidad de un individuo
para minimizar los costes de una
infeccion sobre su eficacia biologica”.
La diversidad de métodos desarrollados

para estimar la inmunocompetencia es

incluso mayor que la diversidad de

componentes que posee el sistema
inmunitario (Ots et al. 1998; Norris y
Evans 2000), requiriéndose el empleo
de métodos estandarizados mas o
menos sencillos. Se podria distinguir
entre aquellos métodos que miden el
nivel de actividad de determinado
componente del sistema inmune en un
momento dado (conteos celulares
absolutos o relativos, niveles de
proteinas  plasmaticas, niveles de
inmunoglobulinas) y aquellos métodos
que estimulan al sistema inmune
mediante la inoculacion de un antigeno
inerte (fitohemaglutinina, eritrocitos de
cordero, vacunas) y a continuacion se
mide la respuesta a esa estimulacion.
Estos ultimos requieren que el animal
sea capturado dos veces, pues la
respuesta suele medirse como minimo
24 horas después de la estimulacion.

El método maés extendido para
evaluar la respuesta inmune celular es
la prueba de la fitohemaglutinina,
utilizada ya de forma rutinaria en
infinidad de estudios ecoldgicos (p.ej.
Merino et al. 1999; Smits et al. 1999;
Martin et al. 2001; Tella et al. 2002).
La respuesta humoral puede ser
estimada en base al incremento en los
niveles de anticuerpos totales (p.ej.
Johnsen y Zuk 1999; Szép y Moller
1999) o de anticuerpos especificos

frente a los antigenos antes citados
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(p.ej. Saino et al. 1997; Ilmonen et al.
2000). En un  principio, la
cuantificacion de anticuerpos totales se
llevaba a cabo separando y detectando
la fraccion de gammaglobulinas
mediante electroforesis (p-¢j.
Gustafsson et al. 1994; de Lope et al.
1998), si bien mas recientemente se
estan  empleando  técnicas  de
hemoaglutinaciéon (Meller et al. 2001;
Cichon et al. 2003) o de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay)
(Gasparini et al. 2001; Fair y Myers
2002; Saino et al. 2003) para Ila
deteccion de inmunoglobulinas
especificas frente a determinados
antigenos. Rara vez se  han
documentado estimaciones de los
niveles de inmunoglobulinas totales en
sangre sin inoculacion de antigeno,
excepto en unos pocos estudios con
aves de corral (p.ej. Johnsen y Zuk
1999). La mayor dificultad del empleo
de ELISA para determinar los niveles
de inmunoglobulinas totales radica en
que no hay anticuerpos comerciales
disponibles para su utilizacion con
especies silvestres. Una solucion a este
problema ha consistido en desarrollar
anticuerpos especificos frente a las
inmunoglobulinas de las especies de
interés (Hasselquist et al. 1999; Smits y

Bortolotti 2001; Ebel et al. 2002), si

bien es laborioso y econdmicamente
costoso.

Las inmunoglobulinas, como se ha
seflalado previamente, son proteinas
producidas sobre la membrana celular
de los linfocitos B, que son secretadas
en grandes cantidades en respuesta a la
presencia de un antigeno, lo que hace
que puedan ser detectadas mediante
tradicionales

1997).  Se

técnicas  bioquimicas
(Janeway 'y Travers
componen de una region constante, que
solo puede tomar un nimero limitado
de formas distinguibles
bioquimicamente, y una region
variable, que aparentemente puede
tomar un numero infinito de formas
sutilmente diferentes, lo que les
permite unirse especificamente a una
igualmente vasta variedad de antigenos
diferentes (Fig. 3). Esto hace que las
inmunoglobulinas estén implicadas en
la respuesta inmunitaria frente a un
amplio espectro de infecciones
parasitarias (Roitt et al. 1996). La
especificidad 'y  memoria  que
caracterizan a este componente del
sistema inmunitario minimizan tanto el
riesgo de  sufrir  enfermedades
autoinmunes como  los  costes
energéticos de la expresion de la
respuesta inmune (Réberg et al 1998;

Klasing y Leshchinsky 1999).
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Sitios
Regiones L espec_lljlcos; de . %
variables unl'on a /
antigeno Antigeno
Cadena T— Regiones
ligera constantes

Cadena pesada —+

Fig. 3. Estructura basica de la forma soluble de las inmunoglobulinas.

Como parametro inmunoldgico, la
estimacion de los niveles totales de
inmunoglobulinas no requiere una
captura previa para la inoculacion,
proporciona informacion sobre el
estado de salud o nutricional del
individuo, y puede estar relacionado de
alguna manera con su nivel general de
inmunocompetencia (Gustafsson et al.
1994). No obstante, este parametro no
estd exento de limitaciones, pues al
igual que ocurre con otros ensayos,
inmunoglobulinas

niveles altos de

podrian indicar una mejor
inmunocompetencia o bien estar
reflejando  un infeccioso

reciente (Sheldon y Verhulst 1996;

Proceso

Norris y Evans 2000; Zuk y Stoehr
2002). Otro problema sefialado con
frecuencia hace referencia a la

complejidad inherente del sistema

inmunitario, cuyos diferentes
componentes pueden actuar de forma
distinta o incluso contraria en respuesta
a la invasiéon por un determinado
patogeno 2000;

Adamo 2004), lo que dificulta Ia

(Norris 'y Evans
deteccion de compromisos en las
estrategias vitales.

Por tanto, la interpretacion de esta 'y
otras medidas de inmunocompetencia
ha de hacerse con cierta cautela, y se
necesitaran estudios comparativos de

diferentes especies y en distintas
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condiciones para que podamos
acercarnos a una mejor comprension de
su significado. Ademés, se hacen
necesarios mas estudios empiricos con
aves silvestres para conocer mejor el
papel que juegan los parésitos en la
modulacion de las estrategias vitales de
las aves en la naturaleza (Sheldon y
Verhulst 1996; Norris y Evans 2000;
Adamo 2004).

En diversos sistemas hospedador-
parésito, se han descrito respuestas
inmunologicas frente a las infecciones
parasitarias en forma de cambios en los
perfiles leucocitarios (p.ej. Graczyk et
al. 1994; Massey et al. 1996; Ots y
Horak 1998), en las proteinas totales
del plasma (de Lope et al. 1998; Ots y
Horak 1998) y en los titulos de
anticuerpos (Isobe y Suzuki 1987; Ots
y Horak 1998; Atkinson et al. 2001).
De igual modo, se han documentado
cambios en el esfuerzo reproductor en
relacion a la infeccion por parasitos
sanguineos (p.ej. Korpiméki et al.
1993; Merino et al. 2000a; Sanz et al.
2001b; Marzal et al. 2005) y por
ectoparasitos (Tripet y Richner 1997;
Hurtrez-Bousses et al. 1998; Merino et
al. 1998a). El compromiso postulado
entre esfuerzo reproductor e inversion
en inmunidad (Sheldon y Verhulst
1996) puede ayudar a explicar los

costes asociados al parasitismo. Este

problema se ha abordado bien
manipulando el esfuerzo reproductor
(p-ej. Nordling et al. 1998; Moreno et
al. 1999; Saino et al. 2002), bien
manipulando los componentes celular o
humoral de la respuesta inmune (p.e;j.
Williams et al. 1999; Ilmonen et al.
2000; Raberg et al. 2000). En este
ultimo caso, se ha simulado la
infeccion por un patégeno mediante la
inoculacién de antigenos inertes, si
bien la manipulaciéon de parésitos
reales tiene la ventaja de poder revelar
modificaciones en respuesta
inmunitaria o esfuerzo reproductor que
tengan significado real para las
estrategias vitales de los organismos
(Sheldon y Verhulst 1996; Owens y
Wilson 1999; Norris y Evans 2000;
Zuk y Stoehr 2002).

Por otra parte, es conocido que el
esfuerzo fisico puede causar
inmunosupresion (Raberg et al. 1998;
Pedersen y Hoffman-Goetz 2000),
haciendo que los individuos sean mas
susceptibles a las enfermedades.
Ademas, por medio de la interaccion
entre el sistema endocrino y el sistema
inmune, los incrementos hormonales
que van asociados al proceso
reproductivo pueden tener un efecto
inhibidor de las respuestas inmunes
celular y humoral (Folstad y Karter

1992; Roberts et al. 2004). En este
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sentido, las recaidas de diversas
patologias como por ejemplo las
causadas por parasitos sanguineos,
suelen ir asociadas al comienzo de la
reproduccion (Atkinson y Van Riper
1991). Paralelamente, el esfuerzo
durante la reproduccion conlleva un
incremento de las tasas metabdlicas
(Drent y Daan 1980), asociado a una
mayor produccion de metabolitos
perjudiciales a nivel celular, como son
los radicales libres de oxigeno (Alonso-
Alvarez et al. 2004; Wiersma et al.
2004). En consecuencia, los
organismos han desarrollado diversos
mecanismos  de  defensa  para
contrarrestar los efectos negativos que
los niveles elevados de estrés
fisiolégico pueden tener sobre su

fecundidad y supervivencia.

1.3. RESPUESTA AL ESTRES

La definicién del término estrés ha sido
una de las mas controvertidas en el
campo de la biologia. Estd abierta a
interpretaciones amplias, y se ha
utilizado tanto para referirse al agente
causante de la respuesta fisiologica
(p.ej. temperatura, depredadores),
como a la respuesta fisioldgica en si.

Nos referiremos a la respuesta de estrés

como la combinacion de respuestas

fisiologicas originadas por cambios
adversos e impredecibles a corto y
largo plazo en las condiciones
ambientales (Buchanan 2000). Estas
respuestas fisiologicas tienen lugar para
tratar de minimizar los efectos
deletéreos del agente estresante sobre
el correcto  funcionamiento  del
organismo (Serensen et al. 2003). El
estrés fisiologico a que se enfrentan los
organismos a lo largo de su vida puede
tener por tanto importantes
repercusiones  sobre su eficacia
biologica, y asi influir en la evolucion
de sus estrategias

Sapolsky 1992, 1995). Por esta razon,

vitales  (p.ej.

las estimas de estrés fisiologico pueden
ser de gran utilidad para evaluar los
efectos que  diversos  factores
ambientales o ecologicos tienen sobre
los seres vivos a corto y largo plazo
(Buchanan 2000).

Los niveles individuales de estrés
pueden medirse de diversas formas,
siendo unas u otras mas Ttiles en
funcion del diseno experimental o del
grado de sensibilidad que queramos
detectar. La evaluacion de cambios en
la condicion corporal a medio o largo
plazo, o de alteraciones en el
comportamiento y en los ciclos vitales
de los organismos puede aportarnos

valiosa informacion en un amplio

abanico de grupos animales. En
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vertebrados se han empleado otras
medidas més especificas para evaluar
los niveles de estrés fisioldgico, entre
las que cabe destacar la medida de la
produccion de glucocorticoides (p.ej.
Suorsa et al. 2003) y la proporcion
relativa de tipos celulares,
principalmente  la  razén  entre
heterofilos y linfocitos descrita por
Gross y Siegel (1983) y Davison et al.
(1983). La medida de glucocorticoides,
usualmente corticosterona, plantea la
dificultad de que la muestra ha de ser
tomada en un tiempo muy breve tras la
captura para evitar variaciones en los
niveles de hormona debidos al estrés
causado por la manipulacion del animal
(Broom y Johnsen 1993). Frente a la
estimacion de la razén
heterofilos/linfocitos, pardmetro que
puede estar asociado a determinados
tipos de estrés fisiologico (Maxwell y
Robertson  1998;
2002a,b), ha

Moreno et al.
ganado peso
recientemente la evaluacion de los
niveles de proteinas de choque térmico
(heat shock proteins o HSPs), un
indicador mas robusto que la razéon
heterofilos/linfocitos en determinados
casos (Moreno et al. 2002a; Martinez-
Padilla et al. 2004). La medicion de los
niveles de HSPs elimina en buena
medida los problemas derivados del

estrés causado por la manipulacion del

animal, al ser su respuesta menos
rapida que la producida por
glucocorticoides. Ademas, las HSPs
son mas apropiadas que los
glucocorticoides para estudiar los
efectos de la exposicion a agentes
estresantes cronicos o a largo plazo,
que de hecho pueden tener mas
importancia en términos de eficacia
biologica de los individuos en un
contexto ecoldgico (Feder y Hofmann
1999; Serensen et al. 2003).

Las HSPs son un grupo de
polipéptidos intracelulares altamente
conservado a lo largo de la evolucion y
que estd presente en todos los
organismos de todos los Reinos en que
se han estudiado (Lindquist 1986).
Funcionan como celadoras moleculares
(molecular chaperones) y representan
una primera barrera defensiva frente a
alteraciones de la homeostasis celular
(Morimoto  1991). Intervienen en
diversas funciones como la sintesis,
ensamblaje y transporte de otras
proteinas, y en la degradacion vy
eliminacion de proteinas
desnaturalizadas (Morimoto 1991, Fig.
4). Las HSPs fueron descubiertas por
vez primera en la década de los afos
60, en los cromosomas politénicos de
las glandulas salivares de Drosophila
(Ritossa 1962). Posteriormente se les

denomind proteinas de choque térmico
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tras encontrarse asociadas a procesos
de hipertermia (Tissicres et al. 1974).
Hoy en dia, las HSPs se engloban
dentro de un grupo mas amplio de
proteinas denominadas genéricamente
proteinas de estrés, ya que se ha

demostrado que actllan en respuesta no

Configuracion funcional

Exposicion al estrés

Configuracion no funcional
y proteinas parcialmente
desnaturalizadas

Degradacion

solo a incrementos de la temperatura,
sino a otros agentes fisicos, quimicos y
ecologicos estresantes de muy diversa
indole (véase revision en Lindquist

1986; Feder y Hofmann 1999; Tabla
1).

7

Configuracién

Agregacion :
greg funcional

Fig. 4. Esquema del modo de actuacion de las proteinas de estrés sobre proteinas con
configuraciones no funcionales tras la exposicion a un agente estresante (modificado
de Serensen et al. 2003).
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Tabla 1. Agentes ecologicos estresantes que inducen la respuesta al estrés mediada
por HSPs (modificado de Serensen et al. 2003).

Agentes estresantes

Referencias

Ambientales

Alta temperatura

Baja temperatura

Radiaciéon (UV)

Metales pesados

Pesticidas

Hipoxia
Salinidad

Alta densidad

Infecciones
bacterianas y
virales

Parasitismo

Actividad fisica
Desecacion

Estrés oxidativo

Genéticos

Senescencia
Consanguinidad

Mutaciones
deletéreas

(Tissieres et al. 1974; Gehring y Wehner 1995; Jenkins
et al. 1997; Otsuka et al. 1997; Li et al. 1999; Sonna
et al. 2002)

(Jenkins et al. 1997; Goto et al. 1998; Li et al. 1999;
Martinez et al. 2001; Sonna et al. 2002; Sejerkilde et
al. 2003)

(Trautinger et al. 1996; Jenkins et al. 1997; Kiriyama et
al. 2001)

(Steinert y Pickwell 1993; Kohler y Eckwert 1997;
Werner y Nagel 1997; Marino et al. 1999; Tedengren
et al. 1999)

(Werner y Nagel 1997; Ait-Aissa et al. 2000; Yang et al.
2002; Nazir et al. 2003)

(Ma y Haddad 1997)

(Diamant et al. 2001; Drew et al. 2001; Hamilton et al.
2001; Spees et al. 2002)

(Serensen y Loeschcke 2001)

(Collins y Hightower 1982; Polla 1988; Kaufmann y
Schoel 1994; Deitch et al. 1995)

(Nagasawa et al. 1992; Merino et al. 1998b, 2002;
Martinez et al. 1999a; Rinehart et al. 2002)

(Skidmore et al. 1995; Fehrenbach y Niess 1999)
(Alamillo et al. 1995; Tammariello et al. 1999)

(Ropp et al. 1983; Martinez et al. 1999b; Gophna y Ron
2003)

(Wheeler et al. 1999)
(Kristensen et al. 2002)

(Sherman y Goldberg 2001; Trotter et al. 2002; Zhao et
al. 2002)
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Este importante papel que las
proteinas de estrés tienen en la
regulacion de toda una pléyade de
procesos fisiologicos en todos los seres
vivos ha suscitado un creciente interés
desde su descubrimiento (Feder 1999),
principalmente  centrado en la
caracterizacion bioquimica de los
distintos tipos de proteinas inducibles,
en la descripciéon de los mecanismos
basicos de la respuesta al estrés y en su
papel en enfermedades (p.ej. Welch
1992; Macario 1995). Estas
investigaciones se han llevado a cabo
principalmente mediante estudios de
laboratorio con organismos modelo
(véase p.ej. Macario 1995; Feder
1996).

Sin  embargo, los  aspectos
ecoldgicos y evolutivos de la respuesta
al estrés mediada por HSPs han
recibido escasa atencion hasta hace
poco (Krebs y Loeschcke 1994; Merino
et al. 1998b; Feder 1999; Feder y
Hofmann 1999; Buchanan 2000;
Serensen et al. 2003). Ademas, la
evaluacion de la respuesta al estrés
mediada por HSPs, si  bien
relativamente rutinaria en areas como
la avicultura o la toxicologia
veterinaria, apenas ha sido empleada en
estudios de campo con especies

silvestres (Feder 1996), a pesar de

haberse sugerido que las HSPs podrian

ser uno de los bioindicadores mas
prometedores  que  pueden  ser
estudiados (Buchanan 2000; Serensen
et al. 2003).

En aquellos casos en que se ha
estudiado la respuesta de estrés
mediada por HSPs en poblaciones
naturales de vertebrados, los procesos
experimentales  normalmente  han
requerido el sacrificio de los animales
para llevar a cabo los andlisis proteicos
a partir de tejido hepatico, muscular,
cerebral o incluso homogeneizando el
animal entero (p.ej. Ulmasov et al.
1992; Eeva et al. 2000; Zatsepina et al.
2000). Tanto por razones éticas como
por intereses cientificos (seguimiento
de poblaciones a largo plazo), este tipo
de andlisis no es el mas deseable, y
puede explicar en parte el escaso
interés en el estudio del papel
ecoldgico y evolutivo de las HSPs en
poblaciones naturales. Por otro lado,
esta escasez de estudios puede ser
debida quizd a un desconocimiento de
los procedimientos metodoldgicos
requeridos para la obtencion de
muestras de organismos silvestres, la
forma de conservar estas muestras o
diversos aspectos de su posterior
analisis en el laboratorio. Por todo ello,
el andlisis de las HSPs a partir de

células sanguineas se ha revelado como

un método eficaz y preciso para la
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evaluaciéon del estrés fisiologico y
ambiental en la naturaleza,
necesitandose tan solo una pequefia
muestra de sangre en aquellos animales
que tienen eritrocitos nucleados
(Merino et al. 1998b; Buchanan 2000).

El estudio de las HSPs en un
contexto ecologico y evolutivo en
poblaciones naturales de aves esta
todavia en su infancia (Coleman et al.
1995; Buchanan 2000; Serensen et al.
2003). Se ha demostrado que niveles
mayores de HSP60 se asocian con un
mayor estrés nutricional en polluelos
de papamoscas cerrojillo Ficedula
hypoleuca (Moreno et al. 2002b).
También se han encontrado mayores
niveles de HSP70 en machos de
papamoscas cerrojillo a los que se
indujo experimentalmente a activar sus
defensas inmunitarias (Sanz et al
2004). Se sabe asimismo que los
niveles de HSP60 pueden diferir entre
sexos (Merino et al. 2002; Martinez-
Padilla et al. 2004), y que pueden
reflejar las diferencias de tamafio de los
polluelos en el nido y asi su jerarquia
de dominancia en el cernicalo vulgar
Falco tinnunculus (Martinez-Padilla et
al. 2004). También se han encontrado
mayores niveles de HSP60 asociados a

un retraso en el inicio de la

reproduccion 'y a un peor ¢éxito

reproductor en el herrerillo comun
(Arriero 2004).

Finalmente, estudios previos con
varias especies de aves han sugerido la
importancia de la HSP60 en respuesta
al  parasitismo. Los  parasitos
sanguineos pueden ser causantes de
estrés fisiologico para los hospedadores
mediante la destruccion celular y el
consumo de hemoglobina (Kirkpatrick
y Suthers 1988; Atkinson y Van Riper
1991). Los

ectoparasitos también

pueden ser causantes de estrés
fisiologico por razones similares al
sustraer sangre de sus hospedadores,
ademas de provocar irritacion 'y
costosas  reacciones  inflamatorias
(Wakelin 1996), y poder actuar como
vectores de otras enfermedades (Price
1980; Marshall 1981). Merino et al.
(1998b) encontraron niveles mayores
de esta proteina en polluelos de avion
comun Delichon urbica infectados por
tripanosomas y chinches. En otro
estudio con golondrinas comunes
Hirundo rustica, Merino et al. (2002)
relacionaron la infeccion por diversas
especies de pardsitos sanguineos con
mayores niveles de HSP60. Arriero
(2004) encontr6 asociaciones entre
HSP60 y

mayores niveles de

parasitacion por hemopardsitos 'y
ectoparasitos en adultos y polluelos de

herrerillo comun.
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Casi todos estos resultados se han
basado en estudios de tipo correlativo,
y se hace necesaria su comprobacion
mediante aproximaciones
experimentales. Ademas, esta es la
unica via posible para la deteccion de
compromisos entre la inducciéon de la
respuesta de estrés y la asignacion de
recursos a otras funciones vitales, como
defensa inmunitaria o inversion en la
reproduccion. La produccion de HSPs
parece ser costosa en términos
energéticos (p.ej. Coleman et al. 1995;
Serensen et al. 2003). Merino y col.
(1998b) encontraron una relacion
negativa entre los niveles de HSP60 y
la longitud del ala en polluelos de
avion comun, sugiriendo un
compromiso entre la activacion de la
respuesta de estrés frente al parasitismo
y el crecimiento. En estudios de
laboratorio, se ha mostrado que la
produccion de HSPs en ausencia de
estrés puede tener efectos deletéreos
sobre el desarrollo, el crecimiento, la
reproduccion y la supervivencia (Krebs
y Feder 1997, 1998; Roberts y Feder
2000; Silbermann y Tatar 2000).
Ademas, la activacion de la maquinaria
de produccion de HSPs puede interferir
directamente en  otros  sistemas,
cabiendo destacar su papel en la
modulacion de diversos aspectos de la

repuesta inmunitaria (revisado por

Feder y Hofmann 1999; Moseley 2000;
Pockley 2003; Pruett 2003).

El estudio combinado del papel de
la inmunidad humoral y la respuesta de
estrés mediada por HSPs puede aportar
interesantes conocimientos para una
mejor comprension de los mecanismos
fisiolégicos que subyacen a las
respuestas 'y compromisos de los

hospedadores en su lucha frente a las

infecciones parasitarias.

1.4. ESTADO DE SALUD Y
CONSTRUCCION DEL NIDO

Las estrategias vitales engloban el
conjunto de rasgos relacionados con la
variacion en fecundidad y
supervivencia de los organismos a lo
largo de su vida, y en su estudio, uno
de los principales retos para el futuro se
dirige hacia la basqueda de los
mecanismos  subyacentes a  los

compromisos  evolutivos  (Moreno
2002). La reproduccién supone uno de
los principales factores de constriccion
sobre las estrategias vitales de los
organismos, y se ha destinado mucho
esfuerzo a determinar y separar las
distintas causas y procesos que
intervienen en la mediacion de los
costes implicados. En este sentido,

adquiere  vital  importancia la
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evaluacion del estado de salud de los
individuos, que afecta de manera
fundamental a su inversion en las
diversas actividades necesarias durante
su vida y juega un papel esencial en la
modulacion de estos compromisos
evolutivos.

El estudio de los costes de la
reproduccion en aves se ha centrado
fundamentalmente en los patrones y
procesos que gobiernan el intervalo
entre la puesta de los huevos y la
emancipacion de los polluelos (véase
Moreno 2002). Sin embargo, el proceso
de construccion del nido ha recibido
comparativamente atencion

(Hansell 2000), dado que se ha

menos

asumido que los costes de construccion
del nido son despreciables en relacion a
los costes de la incubacion y la crianza
de los polluelos. No obstante, una
mayor o menor inversion de recursos
en las fases mas tempranas de la
reproduccion puede influir de un modo
mas acusado a las fases subsiguientes y
al éxito general del evento reproductor
(Stearns 1992). Por ello, los procesos y
compromisos  implicados en la
construccion del nido estan
despertando un creciente interés, y su
conocimiento puede ser crucial para
comprender mejor las estrategias
vitales de las aves durante Ia

reproduccion (Hansell 2000).

Para las especies de aves que
anidan en cavidades, la construccion
del nido puede tener costes en términos
de gasto de tiempo y energia o
exposicion a los depredadores (Collias
y Collias 1984). La plasticidad
fenotipica deberia permitir que los
individuos ajustaran su
comportamiento de construccion del
nido en funcion de las presiones de
seleccion que estén operando en cada
situacion concreta. El nido de las aves
y su proceso de construccion pueden
interpretarse como el resultado de un
compromiso evolutivo entre los costes
de construccion y los beneficios en
términos de aislamiento del exterior o
mantenimiento de una temperatura
optima para el desarrollo de los huevos
y los polluelos (Soler et al 1998a).

Se han propuesto varias hipotesis
no excluyentes para intentar explicar la
variabilidad intraespecifica en el
tamafio del nido, algunas de las cuales
pueden ser aplicadas a especies que
crian en cavidades. La hipotesis de la
termorregulacion  sugiere que el
material del nido ayudaria a mantener
la temperatura de los huevos vy
polluelos, minimizando el efecto de las
variaciones exteriores de temperatura
(White y Kinney 1974; Whittow y
Berger 1977; Kern 1984; Hoi et al.
1994). Se demostré6 en trabajos ya
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clasicos que determinadas propiedades
del nido, como su densidad o el grosor
de la pared pueden afectar al flujo de
calor entre el interior y el exterior
(Whittow y Berger 1977; Skowron y
Kern 1980). Recientemente, se ha
mostrado que las propiedades de
aislamiento del nido pueden tener
efectos marcados sobre la
reproduccion, pudiendo afectar al
tamafio de la puesta (p.ej. Wiebe 2001)
o al éxito de eclosion y al ntimero de
polluelos volados (p.ej. Reid et al.
2000).

Otra hipotesis mas reciente sugiere
que el tamafio del nido podria reflejar
el estado de salud o la calidad
fenotipica de su constructor, pudiendo
de este modo indicar también su
disposicion para invertir en fases
posteriores de la reproduccion, y siendo
por tanto un carécter sujeto a seleccion
sexual (hipotesis de la senalizacion
sexual, Moreno et al. 1994; Soler et al.
1998a). Varios trabajos han apoyado
esta hipotesis, demostrando que los
individuos que estan en mejor
condicion corporal construyen nidos de
mayor tamafio (Lens et al. 1994; Soler
et al. 1998b) y en menor tiempo (De
Neve y Soler 2002). Sin embargo, las
evidencias a favor de las diversas
hipotesis son aun escasas. Por otra

parte, a pesar de que es bien conocido

el papel nocivo de los parasitos en
numerosos aspectos de la reproduccion
de las aves, se desconoce en gran
medida su posible influencia sobre el
esfuerzo invertido en la construccion
del nido.

Para las especies que anidan en
cavidades, el tamafio de la cavidad
impone una limitacion evidente sobre
el tamano del nido (p.ej. Karlsson y
Nilsson 1977; Slagsvold 1989). En este
sentido, los estudios con cajas-nido
representan un escenario ideal para el
estudio de la variabilidad en las
caracteristicas del nido, pues todas las
aves lo construyen en una cavidad de
dimensiones comunes y conocidas.

Parece evidente que una mejor
comprension de los determinantes de la
variabilidad en el tamafio del nido, sus
causas proximas y sus consecuencias,
puede aportarnos importante
informacion sobre aspectos clave de la

reproduccion de las aves y de sus

estrategias vitales (Hansell 2000).

1.5. ESPECIE Y ZONA DE
ESTUDIO

Si bien se emplearon otras especies de
aves para establecer y validar diversos
aspectos metodologicos (Capitulos 2 y

3), la especie modelo de estudio fue el
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herrerillo comun (Parus caeruleus),
una especie ampliamente distribuida y
de la que se conoce en profundidad su
biologia reproductora. La poblacion
estudiada pertenece a la subespecie
nominal Parus caeruleus caeruleus. El
herrerillo comin es un paseriforme
pequeio (10 - 12 g), bastante comiin en
los bosques caducifolios y mixtos de la
region Paleartica Occidental (Cramp y
Perrins 1998). Posee un vistoso
plumaje de color verde y azul en el
dorso, amarillo en la zona ventral, y
blanco con un conspicuo antifaz negro
en la cara (Fig. 5). No existe un
dimorfismo sexual claro en el color del
plumaje ni en el tamafio corporal, si
bien los machos suelen tener colores
sutilmente mdas  vistosos 'y ser
ligeramente mas grandes. Es una
especie basicamente sedentaria en casi
toda su area de distribucion, si bien las
poblaciones mds nortefias pueden
movimientos

realizar algunos

dispersivos (Cramp y Perrins 1998). Es

territorial  durante la  época de
reproduccion, nidifica en cavidades y
se adapta perfectamente a criar en
cajas-nido. El nido, una copa de musgo
y pajas principalmente (Fig. 5), es
construido por la hembra sola (Cramp y
Perrins 1998), si bien se ha
documentado que el macho puede
colaborar en determinados casos (Lens
et al. 1994). En la poblacion estudiada,
las hembras realizan una tUnica puesta
cada afio, que comienza generalmente a
principios de mayo, cuyo tamafo oscila
entre 4 y 14 huevos con un promedio
de 9.1 huevos, y de donde consigue
volar una media de 7.8 polluelos
(Fargallo 1997; Fargallo y Johnston
1997). La incubacién la realiza la
hembra sola, si bien recibe parte del
alimento del macho. Ambos sexos
ceban a los polluelos, principalmente
con orugas de lepidopteros, y é€stos

abandonan el nido a los 17-20 dias de

edad.
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Fig. 5. Fotografias de la especie (Parus caeruleus) y la zona de estudio.

El trabajo de campo se llevo a cabo
durante las estaciones reproductoras de
2001, 2002 y 2003 en un bosque
caducifolio joven de roble melojo
(Quercus pyrenaica, Fig. 5) localizado
en el término municipal de La Granja,
(40°54°N,
4°01°0, 1200 m s.n.m.), en la vertiente

provincia de Segovia
norte de la sierra de Guadarrama
(Sistema Central). El robledal esta
salpicado por algunos ejemplares de
pino silvestre (Pinus silvestris) y fresno
(Fraxinus sp.). El estrato arbustivo esta
dominado por manchas de jaras (Cistus
laurifolius), con algunas zarzas y

rosales silvestres (Rosa sp.) ligados

principalmente a las zonas mas
htimedas. El bosque estd situado en el
piso bioclimatico supramediterraneo,
con unas temperaturas medias anuales
entre 8 y 12 °C, y un ombroclima
subhumedo  (750-1000 mm  de
precipitacion anual) (Izco 1984). Las
cajas-nido, en numero variable, han
estado disponibles para las aves en el
area de estudio desde 1991 (p.ej. Sanz
2002). Los nidos viejos son eliminados
cada afo tras la reproduccion, excepto
en determinadas ocasiones. En los tres
afos de estudio, un total de 300 cajas-

nido  separadas entre si  por

aproximadamente 25 m estuvieron
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distribuidas por el area de estudio (Fig. explica  detalladamente en
6). El procedimiento experimental capitulo.
seguido en cada uno de los estudios se
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1.6. OBJETIVOS

Esta Tesis se enmarca en el campo de
la Ecologia Evolutiva, y pretende
probar hipoétesis a la luz de la Teoria de
la Evolucion, asi como aportar nuevas
observaciones que lleven al

planteamiento de nuevas hipoétesis. El

objetivo general que se aborda en esta

Tesis es  profundizar en el
conocimiento de los costes 'y
compromisos que los organismos

parasitos infringen en sus hospedadores
en condiciones naturales. Utilizando
como modelo una poblacion de
herrerillo comun (Parus caeruleus) y
mediante aproximaciones
experimentales principalmente, se trata
de investigar el papel que el sistema
inmunitario y la respuesta al estrés
juegan en la defensa de las aves frente
a las infecciones parasitarias, y en la
modulacion de la inversion en Ila
reproduccion, los costes reproductivos
y de sus estrategias vitales. En
concreto, en esta Tesis se abordan los
objetivos especificos que se detallan a
continuacion:

1.- Establecer y evaluar un
protocolo de toma de muestras de

sangre de aves silvestres para la

deteccion de HSPs in vivo (Capitulo 2).

2.- Establecer y wvalidar un
protocolo para la determinacion de los
niveles de inmunoglobulinas totales a
partir de plasma sanguineo de aves
silvestres (Capitulo 3).

3.- Investigar experimentalmente la
relacion entre las parasitosis sanguineas
y los niveles de HSPs e
inmunoglobulinas en hembras de
herrerillo comun (Capitulo 4).

4.- Estudiar el compromiso entre
inversion en la reproducciéon y en
manipulando

defensa  inmunitaria,

experimentalmente  las  parasitosis
sanguineas (Capitulo 5).

5.- Comprobar si un aumento del
tamafio de nidada y por tanto del
esfuerzo reproductor produce un
aumento de las parasitosis sanguineas y
de las HSPs y una reduccion de las
defensas inmunitarias (Capitulo 6).

6.- Estudiar de modo experimental
las consecuencias que la reutilizacion
de nidos y el ectoparasitismo tienen
sobre el éxito reproductor y el estado
de salud de los adultos (Capitulo 7).

7.- Investigar las causas de la
variacion intraespecifica en un caracter
implicado en la reproduccion como es
el tamafio del nido, en particular el
efecto de las condiciones ambientales y

el estado de salud de la hembra

(Capitulo 8).
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Capitulo

Obtencion y analisis de muestras sanguineas
para la deteccion de proteinas del estrés en aves
silvestres

GusTAVO TOMAS, JAVIER MARTINEZ, SANTIAGO MERINO

RESUMEN

La respuesta al estrés mediada por proteinas de choque térmico (HSPs) en sangre
puede ser empleada con fiabilidad para la evaluacion del estrés fisiologico y
ambiental de los organismos y sus poblaciones. Es muy importante que las muestras
de sangre sean conservadas y transportadas correctamente con el fin de evitar
alteraciones que confundan los andlisis proteicos. Se concluye que las muestras de
sangre de carbonero comun (Parus major), manteniéndolas en una nevera portatil,
pueden ser centrifugadas y congeladas en cualquier momento dentro de las 8 horas
siguientes a su extraccion. Durante este tiempo no se producen variaciones
significativas en los niveles de las proteinas del estrés HSP70 y HSP60. Estos
resultados pretenden facilitar futuras investigaciones sobre la respuesta al estrés

mediada por HSPs en estudios de campo con aves silvestres.
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Collection and analysis of blood samples to
detect stress proteins in wild birds

ABSTRACT

The blood stress protein response can be used to evaluate physiological or
environmental stress in individuals and populations. It is important that sample
conservation and transport are correct to avoid confounding effects on protein
analyses. We show that Great Tit (Parus major) blood samples can be centrifuged
and frozen any time within eight hours of collection, as during this period there are
no significant changes in stress protein HSP70 and HSP60 levels. These findings
simplify future research on the stress protein response in wild birds because samples

can be safely kept in a cool box for a relatively long time.

INTRODUCTION alterations in cellular homeostasis.

They act in response to very different

stressors such as heat (Gehring and

Wehner 1995; Zatsepina et al. 2000),

The use of molecular techniques in

field studies is becoming more popular,
toxins (Marifio et al. 1999), oxidants

(Garbe 1992; Martinez et al. 1999a),

with these recognized as valuable tools

for the ecological, behavioral, and

evolutionary study of wild animals parasites (Nagasawa et al. 1992;

(Feder 1996; Buchanan 2000). The Merino et al. 1998; Martinez et al.

heat-shock family of stress proteins 1995b), and even low temperatures
(Martinez et al. 2001). Since their

discovery in the 1960s (Ritossa 1962),

(HSPs) are a group of highly conserved

intracellular polypeptides found in all

organisms of all kingdoms so far studies have been undertaken on the

studied (Lindquist 1986). HSPs stress responses of many organisms.

function as molecular chaperones Until recently, however, the ecological

(molecules to protect proteins when and evolutionary aspects of the HSP-

they pass through unstable stages) with mediated stress response have not

received much attention (Feder 1999;

Feder and Hofmann 1999; Buchanan

diverse cellular roles, and they

represent a major molecular barrier to
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2000). HSPs have been related to the
response against parasites in bird
populations. Merino et al. (1998) have
shown that House Martin (Delichon
urbica)  nestlings  experimentally
infested with martin bugs increase
HSP60 levels. This protein also
increases in response to several species
of blood parasites in Barn Swallows
(Hirundo rustica), and the response is
also dependent on sex (Merino et al.
2002). However, Red-rumped Swallow
(Hirundo daurica) nestlings
experimentally infested with martin
bugs did not increase HSP responses,
probably due to a lack resistance to
these novel ectoparasites (Merino et al.
2001). In addition, blood HSPs have
been related to nutritional stress in Pied
(Ficedula

nestlings (Moreno et al. 2002).

Flycatcher hypoleuca)

Despite their potential use as
wildlife bioindicators, the measurement
of HSP-mediated physiological stress,
while relatively routine in medicine
and toxicology (Macario 1995; Feder
and Hofmann 1999), has not been
widely employed in field studies (Feder
and Hofmann 1999). This may be
because until now animals had to be
sacrificed (Marifio et al. 1999; Eeva et
al. 2000; Zatsepina et al. 2000),
something to be avoided if possible.

The analysis of HSPs from blood cells

is a novel and reliable tool for
monitoring environmental and
physiological stress in the wild
(Buchanan 2000), and it may done to
all animals without injury (other than
that occasioned by handling).

It may be possible to use HSPs to
study a variety of stressful conditions
that animals face in the wild, including
unpredictable reductions in food supply
(e.g., during migration; Buchanan
2000), predation risk, social dominance
relationships, adverse effects of high
population densities, and pollutants
(e.g., pesticides and heavy metals;
Serensen et al. 2003). One advantage
of HSPs as biomarkers is that negative
consequences of stress can be detected
earlier than with biomarkers based on
growth rate, mortality, or fecundity
(Werner and Nagel 1997). In
comparison with glucocorticoids, to
date the most common method of
assessing individual response to stress,
HSPs are more appropriate for

detecting  chronic or long-term

exposures to stressors. Moreover,
trapping and handling of birds can
cause capture stress (Broom and
Johnsen 1993), which is not a
confounding factor if a stress response
is evaluated by HSPs.

That HSPs are not frequently used

to measure stress may be due partly to
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a lack of knowledge of the
methodological procedures for taking
samples from wild organisms and for
managing those samples prior to their
analysis in the laboratory. The aim of
this paper is to describe methods for
the taking, storage, and analysis of
blood samples from wild birds in
studies designed to detect and quantify
HSP70 and HSP60, the most
commonly studied HSPs. When
obtained from a bird, the blood tissue
suffers a cold stress, and cells may
respond by producing HSPs in an
attempt to maintain homeostasis.
Although cell machinery does not
produce changes in HSP levels in a
short time, field work often involves
maintaining samples for relatively long
periods without freezing. Potential
changes in protein levels during this
time may produce confounding results
in HSP analyses. We also studied
whether centrifugation itself halts
metabolic reactions in the blood (which
could affect HSP values) by freezing
samples directly after collection or by

storing samples and centrifuging just

before freezing.

MATERIAL AND METHODS

Storage of samples and

variation in HSP values

This study was performed during the
breeding seasons of 2001 and 2002 in a
Pyrenean oak (Quercus pyrenaica)
forest in Valsain, Segovia Province,
Spain. A population of Great Tits
(Parus major) breeding in nest boxes
in this area has been studied since 1991
(Sanz 1995). Every year the nest boxes
are checked for occupation by tits and
the dates of clutch initiation, clutch
sizes, and the number of fledglings
determined. For the present study, five
Great Tit nests were randomly selected.

In 2001, a 200 pl blood sample was
collected from the brachial vein of 16
13-d old nestlings from three nests.
Blood was collected in heparinized
capillary tubes and distributed into four
Eppendorf tubes (50 ul each). This
blood was centrifuged (2000 x g, 5
min) in a field centrifuge (Labnet, Mini
Centrifuge, Cat. N° 1201-220V,
Woodbridge, NJ, U.S.A.) immediately
after collection to separate the plasma
from the cells. The plasma was
discarded. To determine whether there
was any alteration in HSP values due to

the time elapsed between collection of
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the cell fraction and its freezing, a cell
fraction sample from each nestling was
immediately frozen in liquid nitrogen
and the remaining samples kept in a
cool box (not exceeding 15 °C) with
cold-blocks until being frozen 1, 4, or 8
h later.

In 2002, the blood cell fraction of 18
nestlings from two nests was examined
following the same protocol, with the
exception that centrifugation was
performed just before freezing (i.e.,
instead  of  immediately after
collection). Thus, a blood sample from
each nestling was centrifuged and the
cellular fraction frozen immediately
after collection, while the remaining
samples were centrifuged 1, 4, or 8 h
later, just before being frozen. This was
to determine whether centrifugation
itself halts metabolic reactions in the
blood.

Frozen-first blood aliquots of eight
Great Tit chicks were also used to
evaluate the intra-blot variability of
HSP70 and HSP60 values. For this
purpose, three replicates for each

individual were processed in a single

blot (see below).

Processing of blood samples

All procedures to obtain soluble
proteins were carried out at 4 °C to
prevent denaturation. Blood cells were
homogenized by  sonication in
approximately 0.2 ml of distilled water
to release HSPs. The homogenate was
centrifuged (14000 x g, 20 min) and the
supernatant collected. The total protein
concentration was determined using the
Bio-Rad Protein Assay, a dye-binding
assay based on the differential color

change of the dye in response to

protein concentration (Bradford 1976).

Western blotting

Western blotting is an immunological
technique for protein detection that
accurately determines HSP levels (e.g.,
Lyashko et al. 1994; Gehring and
Wehner 1995; Merino et al. 1998).
Samples of soluble proteins obtained
from the blood cells of each bird (40
ug/well) were separated by SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis), a
method that allows the separation of
proteins according to their size when
placed into an electric field. The total

protein value was within the linear rank

of the antibody-antigen response for
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the species and antibodies studied.
Electrophoresis was performed in a
discontinuous buffer system.
Polyacrylamide gels consisted of a
stacking gel (4%, pH = 6.8) and
separating gel (10%, pH = 8.8). Protein
separation was performed at a constant
voltage of 200 V following the
manufacturer’s (Bio-Rad) guidelines.
Electroblot  transfer = from  the
polyacrylamide gels was performed as
described by Towbin et al. (1979).
Briefly, this method allows detection of
separated and immobilized proteins by
immunological

polyvinylidene fluoride (PVDF) blots

procedures. The

were washed in PBS (phosphate
buffered saline) containing 0.05%
Tween-20 (PBS-Tw), and incubated
with 5% non-fat powdered milk in
PBS-Tw for 1 h to block all additional
binding capacity of the PVDF
membranes. After incubation, blots
were tested with antiserum. The

monoclonal antibodies

primary
(Sigma) were anti-HSP60 (clone LK2)
and anti-HSP70 BRM22)

diluted 1/1500 and 1/5000 in PBS-Tw.

(clone

These antibodies react specifically with
both inducible and constitutive forms
of HSP60 and HSP70, respectively,
and have been used to identify these

HSPs in a variety of vertebrates

(including birds), helminthes, and
plants.

A peroxidase-conjugated secondary
antibody (Sigma) was used at 1/6000
dilution. This dilution was chosen
because it allows clear detection of
HSPs without unspecific binding.
Positive bands were detected using 50
mM Tris buffer containing 0.03%
0.001%

diaminobenzidine and

hydrogen peroxide. Primary and
secondary antibodies were incubated
overnight at 4 °C and for 2 h at room
temperature,  respectively. Three
washes with PBS-Tw were performed
after each step. Finally, protein bands
were quantified using image analysis
Windows

software  for (Scion

Corporation). Immunoreactivities
(arbitrary units) were obtained using
the following formula:
Immunoreactivity = area x mean
intensity of the band. In blotting
experiments prior to this study, the
monoclonal and polyclonal antibodies
(BRM22 and LK2) were found to
produce linear response curves to

HSP70 and HSP60 (+* > 0.95).
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Statistical analysis

Different blots may show variation due
to unknown factors that affect some or
all of the steps of the Western blot
technique (Merino et al. 1998). To
minimize this effect, as many samples
as possible from the same year were
simultaneously processed so that they
could be compared (i.e., all four blood
samples of each individual were
processed in the same blot). Two-tailed
repeated-measures ANOVA was used

to assess the variation in protein levels.

A
125

100
754

50

HSP levels vs control

254

RESULTS

Blood samples of the same nestling,
when centrifuged just after collection
and frozen in liquid nitrogen at
different times (i.e., 0, 1, 4 and 8 h
later; in 2001), showed no variation in
HSP70 or HSP60 levels (repeated-
measures ANOVA for HSP70, F345 =
0.81, p = 0.49; and HSP60, F345 =

0.31, p = 0.82; Fig. 1).

I HSP70
C_1HSP60

0 1 4 8

0

1 4 8

Time (hours)

014801480148 014801480148

Fig. 1. HSP levels of blood samples from Great Tit nestlings that were centrifuged
and frozen 0, 1, 4, and 8 h after collection (n = 16), shown as (A) percentage of
variation (mean + SE) in HSP level from time 0 level, and as (B) immunoblot for
samples from six individuals. Numbers in (B) show hours elapsed before freezing.
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Blood samples of the same nestling
centrifuged just before being frozen at
the different times (in 2002) also
showed no variation in HSP levels
ANOVA  for
HSP70, F351 = 0.06, p = 0.98; and
HSP60, F5s5 = 0.16, p = 0.92; Fig. 2).

(repeated-measures

Keeping blood samples in a cool box

therefore led to no variation in HSP70

125+
100+
754
504

254

HSP levels vs control

or HSP60 levels if it was centrifuged
and frozen within 8 h of extraction.
Intra-blot reproducibility for HSPs
levels was high, as revealed by
repeated-measures ANOVA performed
with the three replicates of eight
samples analyzed in the same blot. No
significant differences were seen in
HSP70 (F14 = 0.18, p = 0.84) or in

HSP60 values (Fz14 = 0.23, p = 0.80).

I HSP70
C_1HSP60

0 1 4 8

0

1 4 8

Time (hours)

B

01480148014 801480 1480148

HSP70—
HSP60—

Fig. 2. HSP levels of blood samples from Great Tit nestlings centrifuged just before

freezing 0, 1, 4, and 8 h after collection (n =

18), shown as (A) percentage of

variation (mean + SE) in HSP level from time 0 level, and as (B) immunoblot for
samples from six individuals. Numbers in (B) show hours elapsed before freezing.
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DISCUSSION

The role of physiological or
environmental stress in wild animals
and their populations is receiving
increasing attention, potentialy leading
to a better understanding of many
behavioral, ecological, and
evolutionary processes (Feder 1999;
Feder and Hofmann 1999; Buchanan
2000). The role of HSPs in response to
stress in the organisms so far studied
makes this group of proteins a good
candidate to act as a bioindicator
(Buchanan 2000). Blood sampling is a
novel and reliable alternative for
checking physiological status in
addition to its well-known use in
detecting diseases. Moreover, although
we discarded plasma fractions for the
present study, there is some valuable
information that can be obtained from
plasma analysis, including using it to
detect other measures of stress (e.g.,
adrenocortical hormones, such as
corticosterone; Ludders et al. 2001;
Saino et al. 2002) or as estimates of
immune capacity (e.g.,
immunoglobulins; Martinez et al. 2003,
Chapter 3). The analysis of heat-shock-
mediated stress responses in field

studies requires the establishment of a

protocol for the collection and analysis

of samples and the interpretation of
results. To our knowledge, this is the
first study that has assessed the
possible problems that might arise in
such an undertaking.

Our most important finding is that
blood samples exposed to lower
temperatures (below 15 °C) for up to 8
h do not experience significant changes
in either their HSP70 or HSP60 levels.
In previous studies, it was shown that
exposure to cold stress in some
organisms causes alterations in HSP
levels (Martinez et al. 2001), and blood
extracted from birds experiences a cold
shock that may alter HSP levels.
However, blood cells are unable to
produce significant quantities of HSPs
in response to the shock within 8 h,
perhaps because the magnitude of the
shock stops cell machinery. Our
present results show that blood samples
need not be centrifuged and frozen
immediately after collection in the
field. Keeping them in a cool box is
enough: centrifugation and freezing
may be performed up to 8 h after
collection. This frees researchers from
having to carry a centrifuge and liquid
nitrogen container into the field.

The Western blot procedure shows,
as expected, that no intra-blot
differences exist in HSP70 or HSP60

levels.  Nevertheless, given that
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differences in HSP values could exist
between blots (Merino et al. 1998), as
many samples as possible should be
processed in the same run. Variation
could occur with subtle changes in
conditions affecting one or all steps in
the technique. It is important to take
this into account in studies that
compare HSP values recorded in
several different blots.  Another
solution for this problem could be to
run a common standard such as a
commercially available HSP at a
consistent concentration in each blot
performed. This would allow the
correction of HSP values according to
interblot variation of the standard
optical density values.

Our results show that measuring the
HSP-mediated stress response in the

field can be improved and simplified.

At least 8 h can be allowed to elapse
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Deteccion de inmunoglobulinas en plasma de
aves silvestres mediante ELISA directo: un
estudio metodologico para validar la técnica en
diferentes especies usando anticuerpos anti-
gallina

JAVIER MARTINEZ, GUSTAVO TOMAS, SANTIAGO MERINO, ELENA ARRIERO, JUAN

MORENO

RESUMEN

Este estudio presenta un protocolo sencillo para medir la cantidad de
inmunoglobulinas en el plasma sanguineo de diferentes especies de aves silvestres
(Ficedula hypoleuca Pallas, Parus caeruleus L., Lanius meridionalis Temminkck,
Lanius collurio L., Athene noctua Scopoli and Falco tinnunculus L.) mediante un
ELISA directo, usando anticuerpos anti-gallina comerciales. La técnica de ELISA
fue validada para la deteccion de inmunoglobulinas en plasma por medio de otros
métodos electroforéticos (SDS-PAGE vy electroforesis nativa) e inmunoldgicos
(Western blot). Los resultados por Western blot muestran que los anticuerpos
comerciales reconocieron proteinas con un peso molecular correspondiente a las
cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas. Los datos obtenidos con el
método de ELISA y los obtenidos con el Western blot estuvieron correlacionados,
indicando que los anticuerpos comerciales se unieron a las inmunoglobulinas y no a
otras proteinas ni a las placas de ELISA. Los datos densitométricos obtenidos por
SDS-PAGE y por electroforesis nativa se correlacionaron solo en algunas especies,

lo que indica un problema en la deteccion de las cadenas pesadas y ligeras, y en la
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fraccion y-globulina, respectivamente. Se concluye que el protocolo propuesto es una
manera sencilla de llevar a cabo la deteccion de las inmunoglobulinas totales en

plasma y que podria ser utilizado en la mayoria de las especies de aves.
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Detection of serum immunoglobulins in wild
birds by direct ELISA: a methodological study
to validate the technique in different species
using antichicken antibodies

ABSTRACT

This study presents an easy protocol to measure the amount of immunoglobulins
from the blood serum of different bird species in the wild (Ficedula hypoleuca
Pallas, Parus caeruleus L., Lanius meridionalis Temminkck, Lanius collurio L.,
Athene noctua Scopoli and Falco tinnunculus L.) by direct enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA using commercial antichicken antibodies.
Additionally, the ELISA technique is validated for detecting serum immunoglobulins
by means of other electrophoretic (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE, and native electrophoresis) and immunological
(Western blot) methods. The results by Western blot show that the commercial
antibody recognized proteins with apparent molecular weight according to heavy and
light chains of immunoglobulins. Both ELISA and Western blot data were correlated,
implying that the commercial antibody bound to immunoglobulins and not to other
proteins or ELISA plates. Densitometric data achieved by SDS-PAGE and native
electrophoresis were only correlated in some species indicating a problem in
detecting clearly the heavy and light chains, and y-globulin fraction, respectively. It
is concluded that the proposed protocol is easy to carry out and may be used to detect

total serum immunoglobulins from most bird species.

INTRODUCTION aspects of organismic biology (Sheldon
and Verhulst 1996; Zuk et al. 1996).

The main focus, rooted in life-history

The immune system has recently

attracted a great deal of attention in theory, assumes fimess costs of

evolutionary ecology, starting from the immune defence against parasites and

observation that parasitism exerts a trade-offs in the face of limited

. resources (e.g. Deerenberg et al. 1997;
strong selective pressure on most
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Nordling et al. 1998; Moreno et al.
1999; Merino et al. 2000; Soler et al.
2002). Measurements of immune
response are becoming routine in many
ecological studies (Norris and Evans
2000), requiring the use of simple
standardized techniques for estimating
levels of activity of different
components of the immune system.
The immune response has been
differentiated into innate, cell-mediated
and humoral components, although the
operation of the immune defence is
arguably one of the most complex
phenomena in biology. Measurement
of the cell-mediated response against
different antigens, mainly
phytohaemagglutinin, has become a
standard technique in ecological studies
(Merino et al. 1999; Smits et al. 1999,
2001; Moreno et al. 2001). On the
other hand, the humoral response can
be measured as an increase in levels of
total antibodies (e.g. Johnsen and Zuk
1999; Szép and Moller 1999) or of
specific antibodies against a non-
pathogenic antigen such as diphtheria—
tetanus vaccine (e.g. Ilmonen et al.
2000; Réberg et al. 2000) or sheep red
blood cells (Deerenberg et al. 1997,
Saino et al. 1997).
Initially, the quantification of

antibodies from wild birds was made

by means of native electrophoresis

determining the y-globulin fraction in
serum (Gustafsson et al. 1994; Saino
and Mpller 1996; de Lope et al. 1998;
Christe et al. 2001; Hoi-Leitner et al.
2001), but recently researchers have
used immunological techniques such as
agglutination (Cichon et al. 2001;
Moiller et al. 2001) and enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA
(Nordling et al. 1998; Svensson et al.
1998; Fair et al. 1999; Hasselquist et al.
1999; Johnsen and Zuk 1999). At
present, the ELISA technique is
increasingly used by researchers to
detect specific immunoglobulins from
wild birds (Fair and Myers 2002;
Gasparini et al. 2001, 2002; Ilmonen et
al. 2002). However, no study to date
has tried to  estimate  total
immunoglobulin  concentrations  in
blood without antigen administration
except in fowl (e.g. Johnsen and Zuk
1999). Estimating the total
concentration of immunoglobulins does
not require prior capture for
immunization and may give a valuable
insight into the health or nutritional
state of birds in natural conditions
(Gustafsson et al. 1994). The
interpretation of relative levels of
serum immunoglobulins  regarding
health status and immunocompetence
in wild animals remains contentious

and requires a large comparative data
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base including populations of many
species under different environmental
conditions. Here, we aim only at
validating an easy ELISA protocol
which may aid researchers in collecting
relevant data which can aid in such an
interpretation.

The main problem with using
ELISA for estimating total serum
immunoglobulin concentration in wild
birds is the lack of commercial
antibodies for detecting
immunoglobulins from species other
than the domestic chicken or anti-wild
bird antibodies recently generated
using sera of four species (Bethyl
Laboratories, Montgomery, TX, USA;
Ebel et al. 2002). There are two
solutions for solving this problem: (i)
to develop a specific antibody against
the immunoglubulins from the species
of interest (Hasselquist et al. 1999;
Smits and Bortolotti 2001) or (ii) to use
an antibody developed for other species
such as domestic chicken (Phalen et al.
1995; Svensson et al. 1998), Agelaius
phoeniceus (Réberg et al. 2000;
Ilmonen et al. 2000, 2002) or using the
anti-wild bird immunoglobulins (Ebel
et al. 2002). The first solution is
laborious and economically costly. The
second solution may be more practical
because immunoglobulins in birds are

encoded by a limited number of genes

and sequences are more conserved than
in other organisms (Roitt et al. 1993),
although potential cross-reactivities
against immunoglobulins in general
and IgG in particular require validation.
Thus, using commercial antibodies
should be feasible, although the
following considerations should be
kept in mind: (a) What serum dilution
should be used? (b) Are the anti-
immunoglobulins binding to the right
protein?

In this study we present an easy
protocol to detect total
immunoglobulins by direct ELISA
from some wild bird species using a
commercial antichicken antibody. We
selected this antibody because of its
ease of acquisition through several
commercial companies. Additionally,
we validate the ELISA technique for
detecting immunoglobulins by means
of  other

electrophoretic  (sodium

dodecyl sulphate polyacrylamide gel

electrophoresis, = SDS-PAGE, and
native electrophoresis) and
immunological (Western blot)

methods. By using Western blot, we
detect those proteins that are
recognized by the antibody used
(antichicken) and we estimate their
molecular weight. Thus, we can

confirm if the secondary antibody

binds to the light and heavy chains of



Y41 CAPITULO 3

immunoglobulins or cross-reacts with
some other serum protein. A positive
correlation between the data obtained
by ELISA and those obtained with
Western blot would be the best control
to validate that the bond produced in
the ELISA plates is a specific one. On
the other hand, the correlation of the
data from the vy-globulin fraction
obtained with native electrophoresis
with data from ELISA would ensure
that the antibody is not binding non-
specifically to the albumin of the sera.
This control is important as albumin
has a similar molecular weight to the
heavy chains of immunoglobulins.
Another way of controlling for the
bond with albumin would be to
correlate the ELISA data with those
obtained with Western blot only for the
light chains. Given that one molecule
of IgG has two heavy and two light
chains, the immunoreactivities of the
same number of heavy and light chains
should be positively correlated. Finally,
the use of SDS-PAGE in reduced
conditions would simply validate the
ELISA

method with another

electrophoretic technique.

MATERIAL AND METHODS

Serum and antibodies

We used sera from 12 wild individuals
from each of the following bird
species: Pied Flycatcher Ficedula
hypoleuca Pallas (adults), Blue Tit
caeruleus L.

Parus (adults and

nestlings), Grey  Shrike  Lanius
meridionalis Temminck (adults), Red-
Backed Shrike Lanius collurio L.
(adults), Little Owl Athene noctua
Scopoli (adults) and European Kestrel
Falco tinnunculus L. (adults and
nestlings). The antibody to detect
above

rabbit

immunoglobulins from the
species was a polyclonal
antichicken IgG conjugated with
peroxidase (Sigma A-9046, St Louis,
MO, USA). This antibody recognizes

the whole molecule.

SDS-PAGE

SDS-PAGE was carried out under
denaturing conditions (2-B-
mercaptoethanol) using a discontinuous
buffer system (Laemmli 1970). Serum
proteins (3 pl of serum at 1/10 dilution)
were separated on polyacrylamide gels

containing a stacking gel of 4% and a

running gel of 10%. Electrophoretic



DETECCION DE INMUNOGLOBULINAS EN PLASMA [&§¢]

buffer (25 mM Tris, 196 mM glycine
and 0-1% SDS) and running conditions
were according to recommendations of
Bio-Rad (200 V; see Mini Protean III
instructions) (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Once we had finished the
electrophoresis, gels were covered with
a staining solution (Coomassie Brilliant
Blue R250 at 0-1% w/v in 40%
methanol plus 10% acetic acid) for 1 h
at room temperature on a shaker.
Destaining of gels was made with 40%
methanol plus 10% acetic acid on a
shaker until a good contrast was
obtained. Lastly, gels were scanned and
protein bands quantified using 1D
image analysis software (Scion Image
for Windows,

Frederick, MD, USA).

Scion  Corporation,

N-PAGE (Native PAGE)

Native electrophoresis was carried out
according to recommendations of Bio-
Rad (see Mini Protean III instructions).
Basically, the differences with SDS-
PAGE were the following: (i)
preparation of samples without 2-f-
mercaptoethanol and SDS (ii) use of
6% running gels without stacking gel

and (iii) electrophoretic buffer without

SDS. The process to stain and analyse

the polyacrylamide gels was the same

as in the SDS-PAGE.

Western blotting

Serum proteins were prepared for SDS-
PAGE under denaturing conditions.
Proteins (3 pul of serum at 1/10 dilution)
were separated on polyacrylamide gels
containing a stacking gel of 4% and a
running gel of 10% (Laemmli 1970)
Immobilon-P

(PVDF)

and transferred to
(polyvinylidene difluoride
millipore) membranes (transfer buffer:
12:5 mM Tris, 98 mM glycine and 10%
methanol; transfer conditions: 150 V
for 1-5 h at 4 °C). Unstained markers
for molecular weight from Sigma
(references SDS-7 and SDS-6H) were
included in all gels. After transference
the PVDF membrane was stained with
Red Ponceau 0-1% (diluted in 0-1%
acetic acid) with the aim of separating
the lanes containing the molecular
weight  markers. Then, transfer
membranes without molecular weights
were washed with 150 mM phosphate-
buffered saline, pH 7-2 plus 0-05%
Tween 20 (PBS-Tw) and incubated in
blocking buffer (PBS-Tw plus 5% non-
Nestlé,

fat dry milk; Vevey,

Switzerland).  Later, blots were

incubated with  antichicken IgG
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conjugated with peroxidase (1/5000
dilution) diluted in PBS-Tw. Positive
bands were detected by incubation with
a developer solution (0-06% 3,3'-
diaminobenzidine plus H,O, at 1/1000
dilution). The incubation period for
blocking buffer and antichicken
antibodies was 1 h and 2 h at room
temperature,  respectively.  Three
washes (5 min) with PBS-Tw were
performed after each step. Once the
process was finished, blots were dried
and the markers were once again bound
to the membrane containing the
immunoreactive bands in order to
determine the apparent molecular
weight of the bands. As the colour of
the markers is usually very light, we
painted the base of each marker before
scanning the membrane. Later, we
substituted the painted markers with
lines. This procedure is nowadays a
standard one. Lastly, blots were dried
and immediately scanned. Protein
bands were quantified using 1D image
analysis software (Scion Image for
Windows, Scion Corporation).
Immunoreactivity was measured as
optical density X area of the peaks (see

Fig. 1¢).

ELISA

ELISA plates
Rochester, NY, USA) were coated with

(Maxi-sorp, Nunc,
serial dilutions of serum (100 pl) in
carbonate—bicarbonate buffer (0-1 M,
pH = 9:6, overnight at 4 °C) in order to
determine the linear range of the
sigmoid curve (Table 1). Later, the
plates were blocked with defatted milk
diluted in PBS-Tw buffer for 1 h at 37
°C (200 pl). Antichicken conjugate was
added at 1/250 dilution in PBS-Tw and
incubated for 2 h at 37 °C (100 pl). The
dilution of antichicken antibody was
selected after a previous study to
achieve both the maximum slope in the
linear range and the minimum cost. In
addition, antichicken antibodies were
diluted without any protein (i.e. BSA,
gelatine, defatted milk, etc.) which
binding. The

avoids  unspecific

specificity for binding with
immunoglobulins  of  antichicken
antibodies was previously tested by

Western blot. After incubation with a

substrate comprising ABTS (2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)) and concentrated

hydrogen peroxide diluted to 1/1000
for 1 h at 37 °C, absorbances were
measured using a plate

spectrophotometer at A = 405 nm. In
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these conditions, we achieved the
maximum values of absorbances. Once
the linear range of the sigmoidal curve
was achieved for each species, we
chose the data obtained using the serum
dilution nearest to the centre of the
linear range. In order to control for the
possible background of the technique,
we removed the antichicken antibody
step and confirmed that the

absorbances achieved were always

lower than 0-15. On the other hand, we

coated some ELISA wells with
ovoalbumin to control the binding of
the polyclonal antichicken to this
protein and absorbances were always
lower than 0-2. However, these controls
are not useful for detecting where the
antibody binds. For this purpose, it is
necessary to use the Western blot

technique which allows observation of

the bonding of the antibody.

A Heavy
a chains Light
O chains
Ic) B @
B .
) Y-Globulin
@)
5 . @
C Hfa_"y Light
o Ci'a'"s chains
O ~ ;-.L .-"‘$
/ \/ \L j \\._
] @

Fig. 1. (A) Example of an SDS-PAGE profile. (B) Example of a native
electrophoresis profile. (C) Example of a Western blot profile.
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RESULTS

Twelve samples of each species were
analysed by ELISA, Western blot,
SDS-PAGE and native electrophoresis.
Owing to the lack of sufficient serum
in individuals from Ficedula hypoleuca
and nestlings of Parus caeruleus,
native electrophoresis could not be
carried out. ELISA data were achieved
using a certain optimum dilution of
serum (Table 2). SDS-PAGE data were
obtained by marking out the area
corresponding to heavy and light
immunoglobulin  chains, but this
procedure was very difficult to perform
because

for some species

immunoglobulin chains and other
proteins overlapped (i.e. Fig. 1a).
Native electrophoresis data were
obtained marking out the area
corresponding to the y-globulin fraction
(i.e. Fig. 1b). Marking out this fraction
is subjective and even impossible to do
for some species. Validation of
antichicken antibodies was made by
Western blot. This antibody detected
proteins corresponding to the apparent
molecular weight of heavy and light
immunoglobulin chains from different
species (Fig. 2a) and also from chicken
(Fig. 2b). As can be seen, the molecular

weight of heavy chains is more variable

among species than the molecular
weight of light chains. On the other
hand, ELISA results and data obtained
exclusively from light chains by
Western blot were also positively
correlated. This result is a good control
to  determine  that  antichicken
antibodies did not bind to albumin,
which has a molecular weight similar
to heavy chains.

Quantification of heavy and light
immunoglobulin chains on blots was
carried out as in SDS-PAGE or native
electrophoresis (i.e. Fig. 1c¢). Once we
had obtained results from the four
methods, we performed correlation
analyses (Table 2). ELISA results from
all species were significantly correlated
with Western blot data. However, data
achieved by N-PAGE were only
significantly correlated with ELISA
when the y-globulin fraction was easily
marked out (i.e. genus Lanius and
Athene). SDS-PAGE data were
significantly correlated with results
from ELISA in all species except
Ficedula hypoleuca and nestlings of
Parus caeruleus. In addition, ELISA
data were correlated only with data
obtained from light chains for some
species (Athene noctua and adults of

Falco tinnunculus).
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Table 1: Total and linear range of absorbances and dilutions of serum.

Species

Range of absorbances®

Linear range

Absorbances in the
linear range

Ficedula hypoleuca
Parus caeruleus
Parus caeruleus®
Lanius meridionalis
Lanius collurio
Athene noctua
Falco tinnunculus

Falco tinnunculus®

1.00 (0.05) - 0.33 (0.02)
0.79 (0.24) - 0.22 (0.04)
0.35 (0.12) - 0.16 (0.02)
1.75 (0.45) - 0.50 (0.29)
1.28 (0.45) - 0.35 (0.16)
1.35 (0.60) - 0.35 (0.15)
0.98 (0.28) - 0.27 (0.05)

0.55 (0.10) - 0.20 (0.02)

1/4000 - 1/32000

1/2000 - 1/8000

1/1000 - 1/4000

1/4000 - 1/64000

1/4000 - 1/32000

1/4000 - 1/32000

1/4000 - 1/32000

1/4000 - 1/32000

0.90 (0.03) - 0.46 (0.04)
0.67 (0.22) - 0.43 (0.13)
0.32 (0.09) - 0.26 (0.08)
1.43 (0.51) - 0.50 (0.29)
1.02 (0.46) - 0.54 (0.29)
1.22 (0.52) - 0.57 (0.30)
0.84 (0.27) - 0.35 (0.10)

0.46 (0.10) - 0.20 (0.02)

# Nestlings.

b Range of absorbances at minimum dilution (1/500) and maximum dilution
(1/64000). Data represent mean values + standard deviation (deviation data in

parentheses).

Table 2. Correlation (+%) between immunoglobulin data achieved by four methods.

Species ELISA vs Western blot ELISA vs SDS-PAGE ELISA vs N-PAGE
gif;(;lgéc)zchypoleuca 0 8g*** 0.0l ns® e
ﬁ%ﬁ)(c);lce ruleus 0.85% %+ 0.72%%+ 0.08 ns
g%il)sog;lce rules® 0.93% T
fla/gizugorg)ecridionalis 0.75%%* 0.95% %% 0.97%%*
(Ll“/’ll%”(focoo)ﬁl””'o 0.9 %+ 0.8 1%+ 0.81%%*
flt/hleé’(fo’(’)‘)’ft”" 0.8+ 0.90% 0.38*
ﬁiécgog;nunculus 0.76%** 0.54%*> 0.05 ns
Falco tinnunculus® 0.50%% 0.45% 0.20 ns

(1/3000)°

% Nestlings.

® Correlation achieved using only data from immunoglobulin light chains.
¢ Optimum dilution of serum in ELISA.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; ns, not significant.
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A

Pc Pc An Lm Lc Ft Ft

205kDa

116kDa
97.4kDa

66kDa

45kDa
36kDa

29kDa
24kDa

14kDa

B

Chicken

205kDa

116kDa
97.4kDa

66kDa

Heavy chains eyl

(83-55 kDa)
45kDa
36kDa

29kDa -
24kDa

14kDa

Light chains
(28-21 kDa)

Fig. 2. (A) Study of specifity of antichicken antibodies by means of Western blot in
all selected species (Left to right: molecular weights; Pc (left column) = adults of
Parus caeruleus; Pc (right column) = nestlings of Parus caeruleus; An = Athene
noctua; Lm = Lanius meridionalis; Lc = Lanius collurio; Ft (left column) = adults of
Falco tinnunculus; Ft (right column) = nestlings of Falco tinnunculus). (B) Western
blot using different dilutions of chicken serum (Left to right: molecular weights,
serum dilutions 1/2560, 1280, 640, 320, 160, 80).

DISCUSSION

Detection of serum immunoglobulins
from wild birds by means of ELISA
using a non-specific antibody such as
an antichicken antibody is possible, but
some considerations should be made.
Firstly, detection of total
immunoglobulins needs a previous
study to determine the sigmoidal curve
and choice of a serum dilution included

in the linear range (optimum dilution).

This procedure should be made for all

species because the affinity of the
antichicken antibody could be different
in each species. Later, the ELISA data
must be validated by detecting
immunoglobulins from the same sera
by other methods. In this sense,
Western blot is the best technique to
validate the data obtained with ELISA
because we can visualize the protein
band recognized by antichicken

antibodies. A positive correlation
between ELISA and Western blot data

confirms the validity of our results (see
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Table 2).
methods to validate ELISA data is

To wuse electrophoretic

possible, but there are some problems.
Native electrophoresis is a useful
method to detect the vy-globulin
fraction, but defining this fraction on
densitometric profiles is very difficult
in some species. For this reason,
ELISA results were correlated with N-
PAGE data only in three species. On
the other hand, SDS-PAGE has a clear
disadvantage when defining both heavy
and light immunoglobulin chains,
owing to overlap with other proteins of
similar molecular weight. In this sense,
only in species with low overlap did
SDS-PAGE results correlate well with
ELISA data (Parus caeruleus, Lanius
meridionalis, Lanius collurio and
nestlings of Falco tinnunculus). In
some species it was impossible to
separate the different immunoglobulin
chains, and SDS-PAGE data did not
correlate with ELISA results. On the
other hand, in some species (Athene
noctua and adults of  Falco
tinnunculus) the heavy chains were
difficult to mark but the light chains
were not. In these cases, although SDS-
PAGE data (heavy and light chains) did
not correlate well with ELISA results,
SDS-PAGE

results achieved

exclusively from light chains (easier to

mark out) correlated well with ELISA
data (Table 2).

Secondly, studies performed to
detect specific antibodies (antibodies
produced against particular antigens)

by ELISA require two control steps: (i)

validate antichicken antibody
specificity using Western blot (as
described above) and (ii) check
whether antichicken antibodies

recognize the coated antigen on ELISA
plates (non-specific reaction). Several
studies have used indirect ELISA to
detect specific antibodies produced
against certain antigens, and have used
different protocols to comply with step
(i1). Thus, Svensson et al. (1998) used a
rabbit antichicken conjugated antibody
to measure antigen-specific antibodies.
Fair et al. (1999) and Fair and Myers
(2002) used a competitive ELISA
where the plates were coated with
Newcastle disease virus (NDV)
antigen. Serum from test birds was
added, and then a conjugated
monoclonal chicken antibody against
NDV was added in excess to bind to
the remaining NDV antigen. In
Hasselquist et al. (1999) and Ilmonen
et al. (2000, 2002), the set-up was an
indirect ELISA based on coating with
the antigen, adding the test plasma
where antigen-specific antibodies bind

to the antigen, then adding a rabbit
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anti-Redwinged Blackbird IgG
antibody that binds to the passerine
antibodies in the plasma, and finally
adding an anti-rabbit IgG conjugated
antibody to induce a colour reaction
that estimates the amount of antigen
specific passerine antibodies that have
bound to the antigen. Only in one case
was the specificity of the secondary
antibody validated by Western blot
(Phalen et al. 1995). However, to our
knowledge no other study has validated
ELISA data with other immunological
or electrophoretic techniques, thus
fulfilling step (i).

To conclude, we have shown: (i) by
means of ELISA, detection of serum
immunoglobulins from wild birds
using antichicken antibodies is possible
because our results show a significant
correlation with Western blot data in all
selected species and (i1) electrophoretic
methods to detect immunoglobulins

have some problems in defining the
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Niveles de proteinas de estrés e infeccion por
parasitos sanguineos en el herrerillo comun
(Parus caeruleus): un experimento de
medicacion en condiciones naturales

GUSTAVO TOMAS, SANTIAGO MERINO, JAVIER MARTINEZ, JUAN MORENO, JUAN

JOSE SANZ

RESUMEN

Se ha sugerido que los parésitos sanguineos podrian causar estrés fisiologico a las
aves hospedadoras en la naturaleza. En este estudio aportamos la primera evidencia
experimental que relaciona la infeccidon por pardsitos sanguineos con una respuesta al
estrés fisiologico en una poblacion de aves silvestres. Disminuimos mediante
medicacion la intensidad de infeccion por Haemoproteus majoris y la prevalencia de
infeccion por Leucocytozoon majoris en la mitad de una muestra de hembras de
herrerillo comin (Parus caeruleus). Los resultados muestran que (i) las hembras
control tuvieron mayores niveles finales de la proteina del estrés HSP60 que las
hembras medicadas, (ii) el nivel inicial de inmunoglobulinas estuvo negativamente
correlacionado con el nivel final de HSP60, (iii) las hembras control tuvieron un
menor peso corporal final que las hembras medicadas, estando el peso corporal
negativamente correlacionado con el nimero de pupas de moscas de Protocalliphora
sp. presentes en el nido solo en el caso de hembras control, y (iv) el peso final de la
hembra estuvo positivamente correlacionado con la longitud del tarso de los
polluelos solo para las hembras control, que produjeron polluelos con un tarso mas

corto que las hembras medicadas. Las respuestas de las HSPs al parasitismo, y las
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asociaciones con aspectos de la funcion inmune y de la condicion corporal, sugieren
que la respuesta al estrés puede permitir a los herrerillos comunes mantener a los

parasitos sanguineos bajo control durante el estrés reproductivo.
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Stress protein levels and blood parasite
infection in Dblue tits (Parus caeruleus): a
medication field experiment

ABSTRACT

It has been suggested that blood parasites are a source of physiological stress for
avian hosts in the wild. We report the first experimental evidence relating blood
parasite infection to the physiological stress response in a wild avian population. We
reduced through medication the intensity of infection by Haemoproteus majoris and
the prevalence of infection by Leucocytozoon majoris in half of a sample of female
blue tits (Parus caeruleus). Results show that (i) control females had a higher final
level of the stress protein HSP60 than medicated ones, (ii) the initial immunoglobulin
level was negatively correlated with final HSP60 level, (iii) control females had a
lower final body mass than medicated ones, body mass being negatively correlated
with the number of blowfly pupae in the nest only for control females, and (iv) final
female body mass was positively correlated with nestling tarsus length only for
control females, which produced nestlings with shorter tarsi than medicated females.
Responses of HSPs to parasitism, and associations with aspects of immune function
and condition, suggest that the stress response may allow blue tits to maintain blood
parasites under control during reproductive stress.

chronic infections. In any case,

INTRODUCTION

parasites impose undoubtedly a drain

Effects of parasites on their hosts have
been frequently reported and a vast
literature  exists on host—parasite
interactions in birds (Loye and Zuk
1991; Clayton and Moore 1997).
However, it is still not well established

what kind of costs and trade-offs are

induced in hosts which maintain

of resources upon their hosts, thereby
forcing them to evolve abilities to
reduce these costs by mounting
effective  immune and/or  stress
responses. Blood parasites could cause
physiological stress to the host by
means of cell destruction and

haemoglobin consumption (Kirkpatrick
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and Suthers 1988; Atkinson and Van
Riper 1991). More recently, it has been
suggested that parasites may induce
heat shock protein expression in the
host (Merino et al. 1998, 2002).

Heat shock proteins (HSPs)
represent one of the main molecular
barriers against cellular homeostasis
alteration, and are involved in many
different  functions like  protein
synthesis, folding and transport, and
degradation of misfolded, non-
functional proteins (Morimoto 1991).
Ecological and evolutionary concerns
about the HSP-mediated stress
response have received attention only
in recent years (Krebs and Loeschcke
1994a; Merino et al. 1998; Feder 1999;
Feder and Hofmann 1999; Buchanan
2000; Serensen et al. 2003). In
addition, measures of the stress
response, while relatively routine in
areas such as poultry or veterinary
sciences, have not been normally
employed in field studies on wild
species (Feder 1996). The need to
sacrifice animals to perform protein
analyses (e.g. Eeva et al. 2000;
Zatsepina et al. 2000) may be one
cause for low interest in the role played
by the so-called stress or heat shock
proteins. Both ethical and research
reasons in field studies make it

desirable to avoid animal sacrifice if at

all possible (ASAB Ethical committee
and ABS Animal Care committee
2003). Therefore, the non-destructive
assessment of the HSP-mediated stress
response from blood cells has been
shown to be an accurate and reliable
method for evaluating physiological or
environmental stress of birds in vivo
(Merino et al. 1998; Moreno et al.
2002; Tomas et al. 2004, Chapter 2). It
has been found that HSPs respond to a
wide array of stressors, including heat
(Gehring and Wehner 1995), toxins
(Marifio et al. 1999), oxidant
compounds (Martinez et al. 1999a),
cold (Martinez et al. 2001) and
parasites (Martinez et al. 1999Db).
Furthermore, each one of the several
types of existing HSPs could respond
in a different way to each particular
stressor, including absence of response
(Garbe 1992). For example, Merino et
al. (2002) found a parasite-induced
HSP60 response, but no effect was
detected on HSP70 levels.

Evolutionary ecologists started to
pay more attention to immunology
since the idea became widespread that
parasitism may drive selection on most
aspects of animal ecology (Folstad and
Karter 1992; Sheldon and Verhulst
1996; Zuk et al. 1996; Schmid-Hempel
2003; Schmid-Hempel and Ebert
2003). Given the great ubiquity and
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diversity of parasites, a similar

diversity of antiparasite defences
should have evolved in hosts. Such
defences may comprise behavioural,
physiological and  immunological
mechanisms. Immunological responses
against parasite infection, changes in
white blood cell profiles (e.g. Graczyk
et al. 1994; Massey et al. 1996; Ots and
Horak 1998), total serum proteins (e.g.
de Lope et al. 1998; Ots and Horak
1998), and antibody titres in serum
(e.g. Isobe and Suzuki 1987; Ots and
Horak 1998; Atkinson et al. 2001a)
have been emphasised in studies of
diverse host—parasite systems.
Measures of humoral immune response
are becoming widely used in many
ecological studies dealing with host—
parasite interactions (Norris and Evans
2000), and the development of
immunological procedures to evaluate
immune responses against specific
antigens (Isobe and Suzuki 1987;
Graczyk et al. 1993) have been crucial
in the approach called ecological
immunology. Immunoglobulins play an
important role in the specific humoral
immune response of vertebrates, being
responsible for antigen recognition
(Roitt et al. 1996). Isobe and Suzuki
(1987) documented for the first time an
IgM and IgG antibody response in

chickens experimentally infected with

Leucocytozoon  caulleryi.  Specific
antibody responses against malarial
infections were also reported by
Atkinson et al. (2001a, 2001b). Thus,
haemoparasite infection may exert a
cost on hosts by increasing their
immune response. To date, few studies
have explored relationships between
parasite infections and immunoglobulin
levels in wild birds, and to our
knowledge, no antibody mediated
response in avian hosts infected with
Haemoproteus  or  Leucocytozoon
species in the wild has been reported.
Recent data indicate that certain HSPs
play key roles in the modulation of the
immune system (Feder and Hofmann
1999). The evaluation of humoral
immunity in conjunction with the stress
response has the potential to shed light
mechanisms

on the physiological

underlying host defences against
parasite infections.

Our aim in this study was to
determine  experimentally  whether
there exists a relationship between
blood parasitism and HSP60, HSP70
and immunoglobulin levels in host
peripheral blood, using as a model
system a wild population of blue tits
(Parus caeruleus L.) infected by
several blood parasite species. We
medicated half of a sample of females

with Primaquine, an antimalarial drug,
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and derived three predictions regarding
effects of the experimental
manipulation:

1. Medication with Primaquine
should reduce the intensity of infection
by Haemoproteus majoris and the
prevalence of infection by
Leucocytozoon majoris (see Merino et
al. 2000).

2. The HSP-mediated stress
response against parasites should differ
between experimental groups. In
particular, we predicted an increase in
HSP60 levels in the course of the brood
rearing period for control females (see
Merino et al. 1998, 2002).

3. Fitness costs should be higher in
the control group as compared with the
medicated group due to the higher
parasitaemias and/or the induced
HSP60 response. Thus, we predicted
that control females should lose more
weight during the brood rearing period,
and/or produce fewer nestlings of

poorer quality than medicated females.

MATERIAL AND METHODS

Study population

The study was carried out in a
Pyrenean oak (Quercus pyrenaica)
deciduous forest located in Valsain
(Segovia, 40°54'N,
4°01'W, 1200 m a.s.l.). A population

central  Spain,
of blue tits breeding in nest boxes in
this area has been studied since 1991
(Sanz 1995). Every year, nest boxes
were periodically inspected in order to
determine reproductive parameters.
The high prevalence of infection by
blood parasites in this population
(Fargallo and Merino 1999) allowed us
to test for the effect of reduction of

parasitemia on host stress and immune

responses.

Experimental treatment

During the breeding season of 2001,
nests were paired according to clutch
size and laying date (day 1 = 1 April),
and randomly assigned to one of the
following experimental treatments.
Females were trapped at nest boxes
when their nestlings were 3 days old
(hatching date = age 0), and injected
subcutaneously with either 0.1 mg of

Primaquine (Sigma, St Louis, MO,
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USA) diluted in 0.1 ml of saline
solution (medicated females; approx.
9.25 mg kg'), or alternatively, the
same volume of saline solution (control
females). Primaquine is an antimalarial
chemical compound which has been
successfully employed to reduce blood
parasitization in the species under
study (Merino et al.  2000).
Immediately after capture and before
the injection, we obtained blood (80—
100 pl) from the brachial vein with the
aid of a capillary tube (initial sample).
One drop of this blood was smeared on
a slide for detection of blood parasites
and the rest of the blood was
centrifuged (2000 x g, 5 min) with a
portable centrifuge (Labnet, Mini
Centrifuge, Cat. N° 1201-220V,
Woodbridge, NJ, USA). Serum and cell
fractions  were separated  and
maintained in a cool box below 15 °C
before being frozen for later analysis.
Time elapsed since collection until
freezing did not exceed eight hours. It
has been previously shown that this
storing procedure leads to no alteration
in HSP levels (Tomas et al. 2004,
Chapter 2). At this capture, females
were weighed to the nearest 0.05 g with
a Pesola (Baar, Switzerland) spring
balance and banded individually with

numbered metal rings when necessary.

When nestlings were 13 days old,
we attempted to recapture as many of
the females as possible to obtain a
second blood sample (final sample).
This allowed us to determine post-
treatment HSP levels, immunoglobulin
levels and parasitaemia. Females were
reweighed and female tarsus length
was measured with a digital calliper
(accuracy 0.01 mm) at this time. Tarsus
length of all nestlings was measured at
13 days of age, wing length was
measured with a rule to the nearest 0.5
mm and nestling mass recorded to the

nearest 0.05 g.

Parasite quantification

Blood smears were immediately air-
dried and later fixed with ethanol
(96%) and stained with Giemsa (1/10
v/v) for 45 min. Half of the
symmetrical smear was scanned at
200x magnification in search of large
blood parasites such as Trypanosoma
or Leucocytozoon, whereas small intra-
erythrocytic ~ parasites  such  as
Haemoproteus were detected using
1000x magnification (Merino and Potti
1995a; Merino et al. 1997). Intensity of
infection by Haemoproteus parasites

was estimated as the number of

infected cells per 2000 erythrocytes
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(Godfrey et al. 1987). We use

presence/absence indexes for
Trypanosoma  and  Leucocytozoon
parasites due to their low intensities of
infection. Larvae of the fly

Protocalliphora  azurea  (Diptera:
Calliphoridae) are common blood
sucking ectoparasites of Holarctic birds
(Bennett and Whitworth 1992). In our
study population, Protocalliphora are
probably the most harmful
ectoparasites for nestlings, as in other
blue tit populations at similar latitudes
(Hurtrez-Bousses et al. 1997). After the
nestlings had fledged, nests were
removed and nest material was
carefully dismantled over a white piece
of paper in order to count P. azurea

pupae (Merino and Potti 1995b).

HSP determination

We determined HSP levels from the
blood cellular fraction by means of the
widely employed Western blot
technique (e.g. Lyashko et al. 1994;
Gehring and Wehner 1995; Merino et
al. 1999; Tomas et al. 2004, Chapter 2).
In brief, blood cells were homogenised
in approximately 0.2 ml of distilled
water by a sonicator. The homogenate
was then centrifuged (14 000 x g, 20

min) at 4 °C and the supernatant

collected. The total protein
concentration was determined using the
Bio-Rad Protein Assay. Samples of
soluble proteins (70 pg/well) were
separated by SDS-PAGE. The total
protein value has been found to be in
the linear range of the antibody—
antigen response for the species and
antibodies studied. Stacking gels
containing 4% and separating gels with
10% acrylamide were used.
Electrophoresis was carried out at 200
V. Electroblot transfer from the
polyacrylamide gels was performed as
described by Towbin et al. (1979). The
polyvinylidene fluoride (PVDF) blots
were washed in phosphate buffered
saline (PBS) containing 0.05% Tween-
20 (PBS-Tw), and incubated with 5%
non-fat powdered milk in PBS-Tw for
1 h. After incubation, blots were tested
with  antiserum. The  primary
monoclonal antibodies (Sigma) were
anti-HSP70 (clone BRM22) and anti-
HSP60 (clone LK2) diluted 1/5000 and
1/1000 in PBS-Tw. These antibodies
react specifically with HSP70 and
HSP60 respectively, as shown by the
immunoreactive bands of appropriate
molecular weights.

A peroxidase-conjugated secondary
antibody (Sigma) was used at 1/6000

dilution. This dilution was chosen

because it allows clear detection of
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HSPs without unspecific binding.
Positive bands were detected using 50
mM Tris buffer containing 0.06%
diaminobenzidine and 0.1% hydrogen
peroxide. Primary and secondary
antibodies were incubated overnight at
4 °C and for 2 h at room temperature
respectively. Three washes with PBS-
Tw were performed after each step.
Finally, protein bands were quantified
using image analysis software for

Windows

Frederick, MD, USA). HSP levels were

(Scion  Corporation™,
expressed in arbitrary units as area per
mean density of the bands. In previous
blotting  experiments the  same
monoclonal antibodies used here were
found to produce linear response
curves to HSP70 and HSP60 (+* >

0.95).

Immunoglobulin determination

We determined immunoglobulin levels
from the blood serum fraction by
means of a direct ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay)
technique. The antibody used to detect
immunoglobulins was rabbit anti-
chicken IgG  conjugated  with
peroxidase (Sigma). A previous study
has shown that this commercial

antibody recognizes by cross-reactivity

immunoglobulins  from blue tits
(Martinez et al. 2003, Chapter 3). The
linear range of the sigmoidal curve for
this antibody—antigen response, as well
as the optimal dilution have been
determined previously and we have
shown that this procedure is reliable
and accurate for determining total
immunoglobulins of blood serum
fractions from blue tits (Martinez et al.
2003, Chapter 3). ELISA plates (Maxi-
sorp, Nunc) were coated with serums
(100 pl) diluted at 1/4000 in
carbonate—bicarbonate buffer (0.1 M,
pH = 9.6, overnight at 4 °C). Later, the
plates were blocked with 5% defatted
milk diluted in PBS-Tw buffer for 1 h
at 37 °C (200 pl). Anti-chicken
conjugate was added at 1/250 dilution
in PBS-Tw and incubated for 2 h at 37
°C (100 ul). After incubation with a
substrate comprising ABTS (2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)) and concentrated
hydrogen peroxide diluted to 1/1000
for 1 h at 37 °C, absorbance was
measured using a plate
spectrophotometer at A = 405 nm. In
these conditions, we achieved the
maximum values of absorbance.

There were no significant plate-to-
plate differences in immunoglobulin
levels.

Given the important role

immunoglobulins may play in
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mediating HSP responses to parasitism,
we have included in the present study
only those females for which both
initial and final serum and cellular
fraction of the blood could be analysed.
Serum samples were initially processed
by means of electrophoretic techniques,
which were afterwards found to be
unreliable. As a consequence, several
samples were not available for ELISA
analyses and experimental groups have

unequal sample sizes.

Statistical analysis

Parametric statistics were used when
variables fitted normal distributions.
Otherwise, nonparametric tests were
employed. To examine differences in
changes of  Trypanosoma  and
Leucocytozoon infection status in
medicated and control females across
the experiment (birds changing
infection status and birds maintaining
infection status), we used McNemar y*
tests. Fledging success was subjected
to arcsine square-root transformation
before using parametric statistical tests.
Haemoproteus infection intensities
were logarithmically transformed to fit
normal distributions. GRM models
(StatSoft  2001) were Dbuilt by

introducing final value of the variable

(when nestlings were 13 days old) as
the dependent variable, and treatment
as the categorical predictor. Initial
value of the variable (when analysing
variables with pre-treatment value),
initial and final immunoglobulin,
HSP70 and HSP60 levels, and number
of Protocalliphora pupae in the nest
were introduced as  continuous
predictors. Non significant variables
were backward stepwise removed.
Differences between blots were tested
only when comparing HSP levels
between groups, as initial and final
samples of each individual were always
processed in the same blot. To explore
relationships between parasite infection
and HSP and immunoglobulin levels,
we have analysed individual changes in
HSP60, HSP70 and immunoglobulin
levels (i.e. value at day 13 of nestling
age — value at day 3 of nestling age)
against  individual = changes in
Haemoproteus infection intensity and

classes of change of infection status by

Leucocytozoon. All tests are two-tailed.
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RESULTS

Treatment and infection

A total of 36 experimental individuals
were included in the analyses (21
control and 15 medicated). Thirty four
out of 36 females were infected by
blood parasites at the beginning of the
nestling period. The most common
blood

parasite detected was

Haemoproteus  majoris,  infecting
72.2% of the birds, followed by
Leucocytozoon majoris (63.9%) and
Trypanosoma avium (33.3%). Before
treatment, there were no differences in
intensity of Haemoproteus infection
between experimental groups (p >
0.05). The same was true in the cases
of Leucocytozoon and Trypanosoma
parasites (x*1: p > 0.05 in both cases).
In accordance with prediction 1, we
found that medicated females had
lower final Haemoproteus infection
intensity than control females (Table 1;
ANCOVA: treatment: Fj33 = 5.85, p =

0.021; covariate: initial Haemoproteus

intensity: Fi33 = 196.65, p < 0.001).

Moreover, final prevalence of infection
by L. majoris was significantly
different between treatments (le =
6.22, p = 0.013; 20.0% for medicated
females, 61.9% for controls), and there
was a tendency towards more birds
recovering  from  infection by
Leucocytozoon than acquiring it in the
medicated group (McNemar y*; = 3.13,
p = 0.077). No such tendency appeared
in the control group (McNemar y*; =
0.00, p = 1.000). There were no
significant differences when comparing
the number of birds maintaining the
uninfected status with the number of
birds maintaining the infected status by
Leucocytozoon in any group (McNemar
Y1 p > 0.10 in both cases).
Nevertheless, we did not find any
apparent effect of medication with
Primaquine on the prevalence of
infection by 7. avium (McNemar »°: p
> 0.18 for birds changing infection
status in both groups and p > 0.72 for
birds maintaining infection status in
both groups). Thus, the experimental
treatment had the expected effect on

infection by the two most common

blood parasites.
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Table 1. Average intensity of infection by Haemoproteus majoris, HSP60, HSP70
and immunoglobulin levels, and female body mass at 3 (initial) and 13 (final) days of
nestling age for medicated (n = 15) and control (n = 21) female blue tits. Numbers in

parenthesis are standard errors.

Medicated Control
Initial Initial Final
Haemoproteus 12.60 (3.57) 7.21(2.22) 12.14 (4.26) 11.05 (2.96)
HSP60 22488.42 (800.15)  22422.68 (865.67)  21313.99(882.32)  22963.43 (900.89)
HSP70 29780.19 (1661.98)  30182.05 (1925.49)  29713.63 (1446.78)  29054.61 (1451.64)
Immunoglobulins 0.66 (0.05) 0.64 (0.06) 0.80 (0.05) 0.80 (0.05)
Female mass (g) 10.88 (0.12) 10.39 (0.13) 10.66 (0.11) 10.01 (0.12)
Blood parasites and 0.020; Fig. 1). When treatment and

physiological host responses

Before treatment, there were no
significant differences either in HSP70,
HSP60 or immunoglobulin levels
between females subsequently injected
with Primaquine and those injected
with the placebo (p > 0.05 in all cases).
In accordance with prediction 2, there
was a significant difference in final
HSP60 level between treatments, due
to its increase in control females (Table
1), when both initial HSP60 and
immunoglobulin levels were controlled
for (ANCOVA: F3, =6.58, p = 0.015;
covariates: initial HSP60 level: F 3, =
56.20, p < 0.001; initial

immunoglobulin level: F 3, =5.95,p =

initial HSP60 level were controlled for,
it appeared that initial immunoglobulin
level was negatively and significantly
associated with final HSP60 level (» =
—0.36, p = 0.029; Fig. 2). There were
no significant differences in final
HSP70 levels between treatments, after
controlling for initial HSP70 level
(ANCOVA: Fi33 = 1.19, p = 0.284;
covariate: initial HSP70 level: Fj33 =
166.79, p < 0.001; Table 1). Final
immunoglobulin  level did not
significantly differ between medicated
and control females, after controlling
for initial immunoglobulin level
(ANCOVA: Fi33 = 1.34, p = 0.255;
covariate: initial immunoglobulin level:

Fi33=20.87, p <0.001; Table 1).
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Fig. 1. Least square means (+ SE) of final HSP60 level in medicated and control
female blue tits.
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female blue tits. HSP60 values are residuals after controlling for treatment and initial
HSP60 level.
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values) and individual change in the same period in (a) HSP60 level, and (b)
immunoglobulin level, in female blue tits.

Individual change in Haemoproteus significant positive correlation with
intensity (final intensity — initial individual change in HSP60 levels (r =

intensity) showed a  marginally 0.32, p = 0.061: Fig. 3a), and a
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significant and positive correlation with
individual change in immunoglobulin
levels (r = 0.38, p = 0.021; Fig. 3b).
Individual change in Haemoproteus
intensity was not correlated with
individual change in HSP70 level (» =
—0.26, p = 0.123). There were no
significant differences in the change in
HSP60, HSP70 or immunoglobulin
levels between birds that either
remained uninfected by Leucocytozoon,
infected,

remained acquired the

infection or recovered from it

(ANOVA: all p > 0.19).

Effects on parental and

offspring body measurements

There were no significant differences
between groups in laying date, clutch
size, brood size or parental tarsus
length and mass before the experiment
(one-way ANOVA: p > 0.05 in all
cases). In accordance with prediction 3,
control females had lower final body
mass than medicated ones (Table 1 and
Fig. 4), when correcting for initial body

mass and the negative effect of number

of blow fly pupae in the nest
(ANCOVA: Fi3 = 5.01, p = 0.032;
covariates: initial body mass: Fj3 =
42.88, p < 0.001; blow fly pupae: F 3,
= 6.85, p = 0.013). To confirm whether
or not the relationship between female
mass and blow fly infestation differed
between treatment groups, we included
in the analysis the interaction between
treatment and number of blow fly
pupae, which proved significant (£ 3,
= 5.44, p = 0.026). Final body mass of
control females was negatively and
significantly correlated with number of
Protocalliphora pupae, while this was
not the case for medicated females
(Fig. 5). By including this interaction
term, the treatment factor was no
longer significant. Moreover, there was
a tendency for female body mass
change (i.e. female mass loss = final
body mass — initial body mass) to
correlate positively with number of
blow fly pupae in the nest (» = 0.29, p
= 0.084). This tendency turns
significant when excluding nests
lacking blow flies (» = 0.43, p <0.05, n
=21).
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Fig. 4. Least square means (+ SE) of final body mass in medicated and control
female blue tits.
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Fig. 5. Relationship between female body mass and number of Protocalliphora
pupae in blue tit nests (r = — 0.16, p = 0.582 for medicated females; r = — 0.66, p =
0.001 for control females) at the time nestlings were 13 days old.

Contrary to our expectations, there measurements on day 13 (nestling
were no significant differences between mass: F34 = 0.10, p = 0.760; nestling
groups in fledging success (Fi3a = tarsus length: Fi34 = 0.53, p = 0.473;

0.17, p = 0.681), or nestling nestling wing length: F 34 = 0.20, p =
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0.654). Nevertheless, nestling tarsus
length and nestling mass were
significantly and positively correlated
with female final body mass (nestling
tarsus length: » = 0.45, p = 0.006;
nestling mass: » = 0.45, p = 0.006). To
confirm whether the relationships
between nestling size and final female
body mass differed between treatments,
we carried out ANCOVAs with
treatment and final female body mass
as factors and nestling tarsus length or
nestling mass as the dependent
variable. Both treatment (nestlings of
control females having shorter tarsi),
and final female body mass (nestlings
with shorter tarsi were attended by
females with lower mass), had a

significant effect on nestling tarsus

18.0¢
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16.5}
160 == ===
15.5¢}
15.0§
14.5}

Nestling tarsus length (mm)

length (treatment: Fi3, = 4.96, p =
0.033; final female mass: Fi3; = 4.31,
p = 0.046). In addition, we found a
significant interaction between
treatment and final female body mass
(F132 = 5.02, p = 0.032). Only tarsus
lengths of nestlings reared by control
females were positively and
significantly correlated with final
female body mass, while this was not
the case for nestlings reared by
medicated females (Fig. 6). Nestling
body mass was significantly affected
by female final body mass (Fi3 =
6.83, p = 0.014), but not by treatment

or the interaction between treatment

and final female body mass (both p >
0.5).
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Fig. 6. Relationship between female body mass and mean nestling tarsus length
when the nestlings were 13 days old (» =—0.03, p = 0.920 for medicated females; » =

0.64, p = 0.002 for control females).
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DISCUSSION

The role of stress responses in the life
histories of wild animals is receiving
increasing attention by ecologists.
Study of stress responses is stimulating
as integrated knowledge of a wide
range of behavioural, ecological and
evolutionary processes are still not
fully understood (Feder 1999; Feder
and Hofmann 1999; Buchanan 2000;
Serensen et al. 2003). The function of
HSPs in response to stress in almost all
organisms so far studied could turn this
group of proteins into one of the best
candidates for acting as bioindicators in
wild animal populations (Buchanan
2000). Despite the vast literature on
host—parasite interactions, the relation
between parasitism and HSP levels in
hosts has not been examined in wild
populations until recent years (Merino
et al. 1998, 2002; Feder and Hofmann
1999).

Our experimental manipulation
produced a reduction in intensity of
infection by H. majoris and in
prevalence of infection by L. majoris in
female blue tits as expected (Merino et
al. 2000). We also found experimental
evidence for a parasite-induced stress
response in the host: final HSP60

levels were significantly higher in

control females, whose parasite
infection intensity was not
experimentally reduced through

medication (prediction 2, Fig. 1). Our
data show that when parasitism is
experimentally reduced, HSP60 levels
show little variation, but in control
females which maintain  similar
infection intensities throughout the
nestling stage, a physiological response
mediated by HSP60 levels is triggered.
The tendency for individual change in
Haemoproteus infection intensity to
correlate positively with individual
change in HSP60 level (Fig. 3a) adds
support to the hypothesis that parasites
are the stressors that cause the increase
in HSP60 values in blue tits.

Some previous studies on birds, all
dealing with hirundines, suggest a role
for HSP60 in the response to
parasitism. Merino et al. (1998) found
higher levels of this protein in nestling
house martins (Delichon urbica)
infected by Trypanosoma sp. In another
study with adult barn swallows
(Hirundo rustica), Merino et al. (2002)
linked parasite infection with higher
levels of HSP60 by comparing
uninfected birds with those infected by
different species of blood parasites.
However, to our knowledge, this is the
first study reporting experimental

evidence of a positive association
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between parasite infection and HSP
expression in a wild avian population.
The mechanistic basis underlying this
process will require further research.
Parasites may cause increases in
HSP60 by at least three different, non
mutually exclusive mechanisms: (i) it
could be a response to the fever
occasioned by the infection, i.e. HSP60
could be increased in response to a heat
shock (Garbe 1992); (ii) the increase in
HSP60 could be due to a pathogen-
induced necrosis (Matzinger and Fuchs
1996; Moseley 2000); and (iii)
secretion/excretion

products  from

parasites  could induce  protein
expression (Martinez et al. 1999b).

In stressful conditions such as those
produced by parasite infections, an
increase in HSP60 expression by the

host could be adaptive in order to

maintain  appropriate  levels  of
erythrocyte functionality.
Intraerythrocytic ~ parasites  could

probably cause physiological stress to
their hosts by means of cell destruction
and haemoglobin consumption
(Kirkpatrick and  Suthers  1988S;
Atkinson and Van Riper 1991). In
addition, parasites may obtain some
benefit from the maintenance and
correct functioning of cell machinery.
It has been demonstrated that certain

HSPs, such as HSP70 and HSP65, play

key roles in inhibiting apoptotic death
of cells infected by intracellular
(Heussler et al. 2001;
2001). This could be

parasites
Kroemer
beneficial both for the parasite and for
the host, because if HSP synthesis is
induced in infected cells, the apoptotic
machinery  would be inhibited,
resulting in mild disease. However, if
HSP expression is suppressed, infected
cells would be destroyed rapidly, and
severe disease will follow (Hisaeda et
al. 1997). Whether one mechanism or
the other is favoured could depend on
the virulence of the parasite strain
(Hisaeda et al. 1997).

As previously found (Merino et al.
2002), blood HSP70 is not apparently
associated with a host response against
infection by blood parasites in birds.
The exact function of this protein in the
blood cells of birds remains unknown,
and it is likely that HSP70 responds in
a different manner, or in response to
different stressors, than HSP60 does
(Krebs and Loeschcke 1994b).

Trade-offs between physiological
antiparasite defences and reproductive
performance have been frequently
suggested in birds (Svensson et al.
1998; Ilmonen et al. 1999, 2000;
Hasselquist et al. 2001). Merino et al.
(1998) showed that HSP60 could be

costly to produce in growing birds,
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since they found a negative relationship
between HSP and wing length that may
be due to a trade-off between energy
allocations. In addition, it is important
to indicate that the induction of HSPs
has been shown to be deleterious in the
absence of stress (Feder 1996). Further
evidence that HSP expression is costly
in ecological terms has been reported
by Silbermann and Tatar (2000). In the
present study, some of the costs
imposed directly by parasites and/or
indirectly through HSP60 expression
were paid for by female blue tits in
terms of post-breeding condition (in
accordance with prediction 3; Fig. 4).
In a similar experiment, Merino et al.
(2000) showed that final body mass in
non-medicated female blue tits was
negatively related to final infection
intensity by Haemoproteus.

Medicated females seemed to obtain
some advantage from the reduction in
blood parasitaemia, as they did not lose
mass differentially in response to the
degree of blow fly infestation suffered
by their brood. We should expect
condition-dependent survival prospects
in female blue tits, especially in control
females (Brown et al. 1995; Richner
and Tripet 1999). In contrast to Merino
et al. (2000), who found that broods
attended by control females had lower

fledging success than those of

medicated females, we found no short-
term detrimental effects of parasites on
fledging success, maybe because
Haemoproteus infection intensities —
as well as sample sizes — were lower
in this study than in Merino et al.
(2000).  Nevertheless, we found
significant effects of treatment, final
female mass and their interaction on
nestling tarsus length, in addition to a
significant positive relationship
between final female body mass and
nestling tarsus length observed only for
control females (Fig. 6). These results
are in accordance with prediction 3,
showing that control females produced
nestlings of poorer quality than
medicated females.

On the other hand, the fact that the
initial  immunoglobulin  level is
significantly related to final HSP60
level (Fig. 2), suggests that the initial
health condition of birds plays an
important role and must be taken into
account to properly reveal relationships
underlying host stress responses to
blood

parasites. ~ The  positive

association between intensity of

infection by Haemoproteus and
immunoglobulin levels (Fig. 3b) also
points out the role of immunoglobulins
in managing parasite infections in wild

birds. These results offer a new insight

into how parasitism, stress response
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Capitulo

Ajuste de los niveles de inmunoglobulinas y el
esfuerzo reproductor en relacion a la infeccion
por parasitos sanguineos: un experimento de
medicacion con un paseriforme silvestre

GusTAVO TOMAS, SANTIAGO MERINO, JUAN MORENO, JUDITH MORALES, JOSUE

MARTINEZ-DE LA PUENTE

RESUMEN

El propoésito de este trabajo es estudiar el compromiso postulado entre esfuerzo
reproductor ¢ inmunidad manipulando experimentalmente las parasitosis sanguineas
en un ave silvestre y evaluando los cambios producidos en funcién inmune y
esfuerzo parental. Al inicio de la fase de alimentacion de los polluelos, se medico a
las hembras de herrerillo comun Parus caeruleus L. con una dosis alta (DA) o baja
(DB) del compuesto antimalarico primaquina, o con solucion salina (control), a fin
de causar una reduccion gradual en las parasitosis sanguineas en funcion del
tratamiento. Se observo que los niveles de inmunoglobulinas disminuyeron a lo largo
del experimento en las hembras del grupo DA, mientras que aumentaron en las
controles. Solo las hembras del grupo DA aumentaron significativamente su tasa de
cebas a los polluelos. La tasa de cebas totales (macho + hembra) aumento
significativamente en los grupos DA y DB, pero no en el grupo control. Los
polluelos criados por hembras control sufrieron una mayor infestacion por
ectoparasitos. Se concluye que la medicacion y la reduccion asociada de los niveles
de inmunoglobulinas permiten a las hembras destinar mas recursos hacia el cuidado

parental, resultando en beneficios para los polluelos. Este estudio apoya la existencia
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del compromiso entre esfuerzo reproductor y defensa inmune en un sistema

hospedador-parédsito natural, y ayuda a entender el significado evolutivo de la

conexion entre el parasitismo, la respuesta inmune, las decisiones de estrategias

vitales y la eficacia biologica.

INTRODUCCION

El parasitismo esta siendo
gradualmente aceptado como una de
las mayores fuerzas de seleccion que
afectan a las estrategias vitales de las
aves (Price 1980; Loye y Zuk 1991;
1997). Las

Clayton y Moore

investigaciones centradas en los
mecanismos fisioldgicos que subyacen
a las estrategias de los parasitos y los
hospedadores se han revelado como
una herramienta esencial en los campos
de la  ecologia evolutiva vy
comportamental (Sheldon y Verhulst
1996; Wakelin 1997; Zuk y Stoehr
2002). Las respuestas inmunoldgicas
de los hospedadores frente a los
parésitos han sido estudiadas tanto en
aves domésticas (Isobe y Suzuki 1987;
Atkinson et al. 1988) como en
poblaciones naturales de aves (Ots y
Horak 1998; Garvin et al. 2003;
Morales et al. 2004; Tomas et al. 2005;
Capitulo 4). En estudios de diversos

sistemas hospedador-parasito se han

encontrado relaciones de la infeccion

por parésitos sanguineos con los
perfiles leucocitarios (p.ej. Graczyk et
al. 1994; Massey et al. 1996; Ots y
Horak 1998), las proteinas totales del
plasma (p.ej. Ots y Horak 1998; Garvin
et al. 2003) o los niveles de
inmunoglobulinas (p.ej. Ots y Horak
1998; Atkinson et al. 2001; Morales et
al. 2004; Tomas et al. 2005, Capitulo
4).

La asi llamada inmunologia
ecologica ha abierto un fascinante
campo de investigacion, donde la
mayor parte del trabajo probablemente
aun esté por hacer (Sheldon y Verhulst
1996; Owens y Wilson 1999; Adamo
2004). Las correlaciones entre algunas
medidas de capacidad inmune y
medidas de infeccion o de rasgos
relacionados con la eficacia biologica
tienen dificil interpretacién, ya que
pueden reflejar bien
inmunocompetencia o bien presencia
de infeccion (Sheldon y Verhulst 1996;
Norris y Evans 2000; Zuk y Stoehr
2002). Otro problema sefialado con

frecuencia tiene que ver con la

complejidad inherente del sistema
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inmune, cuyas diferentes ramas pueden
actuar de modo distinto o incluso
contrario en respuesta a un mismo
patogeno (Norris y Evans 2000; Mallon
et al. 2003; Schmid-Hempel 2003;
Adamo 2004). Por consiguiente, es
necesario un mayor nimero de estudios
empiricos en poblaciones naturales
para comprender mejor el papel que los
parasitos juegan en la modulacion de
las estrategias vitales de las aves
(Sheldon y Verhulst 1996; Norris y
Evans 2000; Zuk y Stoehr 2002;
Adamo 2004).

Se han documentado con frecuencia
ajustes en la inversion reproductora en
funcién de la infeccion por parasitos
sanguineos (p.ej. Korpimdki et al.
1993; Merino et al. 2000; Sanz et al.
2001; Marzal et al. 2005). Ademas,
diversas medidas de éxito reproductor
o condicion post-reproductora se han
encontrado afectadas negativamente
por las infecciones parasitarias o las
respuestas fisioldgicas frente a ellas en
varios estudios experimentales (Merino
et al. 2000; Marzal et al. 2005; Tomas
et al. 2005, Capitulo 4).

El compromiso postulado entre
esfuerzo reproductor e inmunidad
(Sheldon y Verhulst 1996) puede
ayudar a explicar los costes asociados
al parasitismo. Esta cuestion ha sido

frecuentemente estudiada manipulando

el esfuerzo reproductor (p.ej. Nordling
et al. 1998; Moreno et al. 1999; Saino
et al. 2002a) o bien los componentes
celular o humoral de la respuesta
inmune (p.ej. Williams et al. 1999;
Ilmonen et al. 2000; Réberg et al.
2000). En este ultimo caso, se simula la
infeccion de un patégeno inyectando a
las aves un antigeno
(fitohemaglutinina,  eritrocitos  de
cordero, vacuna contra la difteria y el
tétanos) o bien un patdégeno inerte (p.e;j.
virus de la enfermedad de Newcastle).
En el presente estudio, manipulamos
experimentalmente el nivel de
infeccion de pardsitos sanguineos
reales que infectan comiinmente a las
aves en la  naturaleza, una
aproximacioén muy util y poco valorada
cambios

que  permite  evaluar

significativos en aspectos de la
inmunidad y los cambios asociados en
reproductor  (Sheldon 'y
Verhulst 1996; Owens y Wilson 1999;
Norris y Evans 2000; Zuk y Stoehr

2002).

esfuerzo

Parece razonable predecir que los
costes del parasitismo y/o de las
respuestas  fisioldgicas  asociadas
deberian mostrar un ajuste gradual en
funcion de la intensidad de infeccion,
la virulencia de los parésitos, el estado
de salud de los hospedadores u otras

presiones ambientales. En el presente
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estudio, se medico6 a dos grupos de
hembras de herrerillo comun con dos
dosis diferentes de primaquina, un
compuesto antimalarico cuya eficacia
para reducir las parasitosis sanguineas
ya ha sido previamente demostrada
(Merino et al. 2000, 2004; Tomas et al.
2005; Capitulo 4). Un tercer grupo de
hembras se mantuvo como control. Se
cuantifico la variacion en los niveles de
inmunoglobulinas a partir de muestras
de sangre. Ademas, se midieron la
variacion en las tasas de cebas a los
polluelos y el rendimiento reproductor
final en funciéon del tratamiento
experimental. Se predice una reduccion
gradual de la parasitosis sanguinea en
las hembras de herrerillo comun, y una
reduccion paralela asociada de los
niveles de inmunoglobulinas totales. Se
predice ademas un cambio en la tasa de
cebas de las hembras acorde con el
tratamiento experimental, de tal modo
que las hembras deberian ser capaces
de invertir mas esfuerzo cuanto mas se
reduzca su parasitosis y su respuesta
inmune. En consecuencia, se esperan
diferencias en alguna medida del
rendimiento reproductor entre

tratamientos.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién de estudio

El estudio se llevo a cabo durante la
estacion reproductora de 2002 en un
bosque caducifolio de roble melojo
(Quercus pyrenaica Willd.) situado a
1200 m de altitud en Valsain, Segovia
(40°54°N, 4°01°0). La poblacion de
herrerillo comun que cria en cajas-nido
en esta zona ha sido estudiada desde
1991 (p.ej. Sanz 2002). Cada afio, las
cajas-nido son revisadas
periddicamente con el fin de
determinar los parametros

reproductores basicos.

Tratamiento experimental

Los nidos, ajustados por tamafio y
fecha de puesta (dia 1 = 1 de abril), se
asignaron aleatoriamente a uno de los
siguientes tres tratamientos
experimentales. Se captur6 a las
hembras en las cajas-nido a los 3 dias
de edad de los polluelos (dia de
eclosion = dia 0) y se les inyectd por
via subcutdanea 0.1 mg de primaquina
(Sigma, St Louis, MO, USA) diluida en
0.1 ml de solucion salina (medicadas a

dosis alta, DA), o alternativamente, se

les inyectd 0.05 mg de primaquina
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diluida en 0.1 ml de solucion salina
(medicadas a dosis baja, DB). Las
hembras de un tercer grupo de nidos
fueron inyectadas con el mismo
volumen de soluciéon salina como
controles. La primaquina es un
compuesto quimico antimaldrico que
ya ha sido empleado con éxito para
reducir las parasitosis sanguineas en la
especie estudiada (Merino et al. 2000,
2004; Tomas et al. 2005; Capitulo 4).
Inmediatamente tras la captura y antes
de la inyeccion, obtuvimos una muestra
de sangre de la vena braquial con la
ayuda de wun capilar heparinizado
(muestra inicial). En esta captura, se
pes6 a las hembras con una balanza
(Baar, Suiza) de precision 0.05 g y se
les midi6 el tarso con un calibre digital
de precision 0.01 mm. Se identifico a
las hembras con anillas metalicas
numeradas cuando fue necesario. Para
distinguir a los adultos en las
filmaciones (véase mas abajo), se anilld
a las hembras con anillas de colores o
se les pint6 el vientre con rotulador
rojo indeleble.

A los 13 dias de edad de los
polluelos, se recapturd a las hembras,
se les pesd y se obtuvo una segunda
muestra de sangre (muestra final) para
determinar los niveles de
inmunoglobulinas y las parasitosis tras

el tratamiento. Se midi6 el tarso de los

polluelos con un calibre digital y se les
pesé a los 13 dias de edad. Como
medida de condicion corporal de la
hembra y de los polluelos, hemos
empleado el cociente peso/longitud del
tarso. Las tasas de cebas a los polluelos
fueron registradas filmando las cajas-
nido durante una hora con una camara
de video dispuesta a varios metros de
distancia, a los 4 y 12 dias de edad de
los polluelos. Algunas filmaciones en
las que uno de los adultos no fue
observado cebando a los polluelos
fueron descartadas. Las tasas de cebas
de la hembra y las cebas totales (macho
+ hembra) no estuvieron relacionadas
con la hora de filmaciéon (p > 0.30 en
todos los casos). Esto fue cierto tanto
para las tasas de cebas iniciales como
para las finales. Después de que los
polluelos abandonaran el nido, éste fue
desmenuzado sobre una hoja de papel
blanca para contar las pupas del
ectoparasito  Protocalliphora azurea
(Fallén), de acuerdo con Merino y Potti

(1995a).

Analisis de las muestras de

sangre

Se extendi6 una gota de sangre sobre
un portaobjetos para la deteccion de

pardsitos sanguineos y el resto de la
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sangre fue centrifugada (2000 x g, 5
min) con una centrifuga portatil
(Labnet, Mini Centrifuge, Cat. N°
1201-220V, Woodbridge, NJ, USA).
Se separ6 el suero y se mantuvo en una
nevera portatil hasta ser congelado para
su andlisis posterior. Los frotis
sanguineos fueron dejados secar al aire
inmediatamente y después fijados con
etanol (96 %) y tefildos con Giemsa
(1/10 v/v) durante 45 minutos. Una de
las dos mitades simétricas de cada
frotis fue examinada al microscopio a
200 aumentos en busca de parasitos
sanguineos grandes como
Trypanosoma, Leucocytozoon 0
microfilaria, mientras que los parasitos
intracelulares mas pequefios como
Haemoproteus o Hepatozoon fueron
detectados en la otra mitad del frotis a
1000 aumentos (Merino y Potti 1995b;
Merino et al. 1997). La intensidad de
infeccion por Haemoproteus se estimd
en base al nimero de células infectadas
por cada 2000 eritrocitos (Godfrey et
al.  1987). Para  Trypanosoma,
Leucocytozoon y Hepatozoon se usaron
indices de presencia / ausencia debido a
sus bajas intensidades de infeccion.

Los niveles de inmunoglobulinas se
cuantificaron a partir de las muestras de
ELISA directo,

plasma mediante

usando un anticuerpo anti-gallina

conjugado con peroxidasa (Sigma, St.

Louis, MO, USA). Las absorbancias se
midieron en un espectrofotometro a A =
405 nm. Los detalles y la validacion de

este método han sido descritos por

Martinez et al. (2003, Capitulo 3).

Analisis estadisticos

Se empled estadistica paramétrica
cuando las variables cumplieron sus
requerimientos, y cuando no fue el
caso, se emplearon tests no
paramétricos. El éxito de volantones se
transformo6 con el arcoseno de la raiz
cuadrada antes de usar tests
paramétricos. La intensidad de
infeccion por Haemoproteus y el
numero de pupas de Protocalliphora se
transformaron logaritmicamente. Se
llevaron a cabo ANOVAs de medidas
repetidas con el tratamiento como
factor para explorar los cambios desde
la muestra inicial a la final en las
variables de los adultos. Se examiné
especificamente la interaccion entre el
tratamiento y el tiempo como factor de
medidas repetidas. Todos los tests
fueron de dos colas. Los valores
presentados son medias + error

estandar.
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RESULTADOS

Dos nidos (uno DA y uno control) que
compartieron un macho poliginico
fueron descartados de los analisis. Por
consiguiente, un total de 47 nidos
fueron incluidos en el estudio (17
medicados a DB, 15 medicados a DA y
15 controles). Los tamanos de muestra
difieren entre los distintos analisis
debido a que en un caso la baja calidad
de un frotis sanguineo no permitio su
examen, en dos casos el volumen de
muestra sanguinea fue insuficiente para
el andlisis de las inmunoglobulinas y
en dos casos las hembras escaparon
antes de que se obtuviera su peso
corporal. Las tasas de cebas inicial y
final pudieron ser registradas para 27
nidos (11 del grupo DB, 7 del grupo
DA y 9 del grupo control). Sin
embargo, en varios casos no fue
posible identificar el sexo de los
adultos en alguno de los dos videos, y
por tanto, al analizar de forma separada
las tasas de cebas de las hembras, los
tamafios muestrales se redujeron a 9
nidos para el grupo DB, 5 para el grupo
DA y 4 para el grupo control.

Tratamiento e infeccion

Los nidos asignados a los distintos
tratamientos no difirieron con respecto
a su fecha de puesta o eclosion, tamano
de puesta, o nimero de polluelos al
principio del experimento (p > 0.05 en
todos los casos). El 89.1 % de las
hembras estuvieron infectadas por
parésitos sanguineos al principio del
experimento, siendo Haemoproteus
majoris (Laveran) el mas frecuente
(76.1 %), seguido por Trypanosoma
avium  (Danilewsky) (39.1 %),
Leucocytozoon majoris (Laveran) (30.4
%) y Hepatozoon parus (Bennett y
Peirce) (21.7 %). So6lo una hembra
aparecio infectada por microfilarias.

No hubo diferencias iniciales entre
tratamientos en la intensidad de
infeccion de las hembras por
Haemoproteus ni en las prevalencias de
Leucocytozoon, Trypanosoma 0

Hepatozoon (p > 0.05 en todos los

casos).
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Fig. 1. Cambios en la intensidad de infeccion por Haemoproteus en hembras de
herrerillo asignadas a diferentes tratamientos experimentales. Las barras indican el

error estandar.

Como se esperaba, la intensidad de
infeccion por Haemoproteus disminuy6
diferencialmente entre tratamientos
(Fr43=4.67, p = 0.015, Fig. 1), de tal
modo que las hembras DA y DB
experimentaron una reducciéon en su
nivel de infeccidn, y no asi las hembras
control. No hubo diferencias entre
tratamientos en la prevalencia final de
infeccion  por  Leucocytozoon o
Trypanosoma (ambas p > 0.05). Sin
embargo, la prevalencia final de
Hepatozoon fue significativamente
menor en las hembras DA en

comparacion con las hembras control

(o =4.62, p=0.032).

Nivel de inmunoglobulinas

Antes del experimento, las hembras
asignadas a diferentes tratamientos no
diferian en  sus  niveles de
inmunoglobulinas (p > 0.05). Sin
embargo, encontramos una interaccion
significativa entre el tratamiento y el
tiempo sobre los niveles de
inmunoglobulinas de las hembras (£.4)
= 3.54, p = 0.038, Fig. 2), de tal modo
que los niveles de inmunoglobulinas
disminuyeron a lo largo del
experimento en las hembras DA y
aumentaron en las hembras control,
mientras que las hembras DB

mantuvieron niveles de
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inmunoglobulinas similares durante el

experimento.

137

1.2}

1.1}

1.0t

0.9}

Nivel de inmunoglobulinas

0.8}

-8~ DA (n = 13)
-B- DB (n=17)
A CONTROL (= 14)

0.7

Inicial

Final

Fig. 2. Cambios en los niveles de inmunoglobulinas en hembras de herrerillo
asignadas a diferentes tratamientos experimentales. Las barras indican el error

estandar.

Condicion de la hembra y tasas

de cebas

La submuestra de nidos para los que se
pudo registrar la tasa de cebas no
diferia en fecha de puesta o eclosion,
tamafio de puesta o numero de
polluelos al inicio del experimento (p >
0.10 en todos los casos).

La condiciébn corporal de las
hembras en la primera captura no
diferia entre tratamientos (p > 0.45), ni
tampoco las cebas iniciales de las
hembras ni las cebas totales (macho +
hembra) (p > 0.05). La condicion

corporal de las hembras de herrerillo

disminuyé a lo largo del periodo
experimental (F 4= 78.10, p < 0.001),
pero no de forma diferente entre
tratamientos (Fr42 = 1.38, p = 0.262).
La tasa de cebas totales aumentd
significativamente durante el
experimento (F24 = 20.62, p < 0.001),
y diferencialmente entre tratamientos
(interaccion tiempo X tratamiento: F5 o4
= 3.93, p = 0.033, Fig. 3). La tasa de
cebas totales aumento
significativamente durante el
experimento en los grupos DB y DA,
pero no en el grupo control. La tasa
final de cebas totales no difirid entre

tratamientos (p > 0.40).
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Fig. 3. Cambios en las tasas de cebas totales (macho + hembra) en relacion al
tratamiento experimental. Las barras indican el error estandar.

Se obtuvo un resultado similar al
analizar las tasas de cebas de las
hembras: encontramos una interaccion
significativa entre el tiempo y el
tratamiento (F14 = 4.45, p = 0.032)
tras controlar por el numero de pupas
de Protocalliphora presentes en el
nido. Las hembras del grupo DA
aumentaron  significativamente  sus
tasas de cebas a lo largo del
experimento, y no asi las hembras de
los grupos DB y control. Ademas,
aparecio una interaccion
marginalmente significativa entre el
tiempo y el numero de pupas de
Protocalliphora (Fi114 = 4.16, p =
0.061), de modo que las hembras

tendieron a incrementar mas su

esfuerzo cuanto mas abundantes fueron
las Protocalliphora. No obstante, las
tasas de cebas finales de las hembras
no difirieron entre tratamientos (p >
0.50). Los resultados de las tasas de
cebas no cambiaron cuando se incluyd

el nimero de polluelos en los andlisis.

Efectos sobre los polluelos

No hubo diferencias significativas entre
grupos en el éxito de volantones (F%44
=0.93, p=0.401) o la condicion de los
polluelos a los 13 dias de edad (F244 =
1.34, p = 0.273). Sin embargo, los
nidos de las hembras control
contuvieron mas larvas de

Protocalliphora que los nidos de las
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hembras DA o DB, tras controlar por el
nimero de polluelos presentes en el
nido a los 13 dias de edad (tratamiento:
Fr43=3.31, p = 0.046, Fig. 4; nimero
de polluelos: F; 43=6.76, p = 0.013). El

147
12}

10}

Numero de Protocalliphora

numero de larvas de Protocalliphora
estuvo positivamente relacionado con
el numero de polluelos en el nido (» =

0.35; p = 0.016).

DA

DB Control

Tratamiento experimental

Fig. 4. Abundancia de Protocalliphora en los nidos de herrerillo en relacion al
tratamiento experimental. Las barras indican el error estdndar. Los tamafios de

muestra se indican sobre las barras.

DISCUSION

Sheldon y Verhulst (1996) sefalaron
que para demostrar el papel del sistema
inmune como mediador de los costes
reproductivos se requeriria que la
funcién inmunitaria fuese manipulada
experimentalmente. Con este fin,
recalcaron que se podria medicar a los
hospedadores para controlar las

infecciones y de este modo reducir su

respuesta inmunitaria. Hasta donde

sabemos, s6lo un estudio (Tomas et al.
2005, Capitulo 4) ha llevado a cabo
este experimento y medido algun
aspecto del sistema inmune en aves
infectadas por parésitos sanguineos en
condiciones naturales. Hemos evaluado
un aspecto del sistema inmune
cuantificando los niveles totales de
inmunoglobulinas, una medida
empleada actualmente en numerosos
estudios ecologicos (p.ej. Ots y Horak

1998; Johnsen y Zuk 1999; Szép y
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Moller 1999; Morales et al. 2004;
Tomas et al. 2005, Capitulo 4). Se ha
encontrado una asociacidon entre las
infecciones por parasitos sanguineos y
los niveles de inmunoglobulinas (Isobe
y Suzuki 1987; Gustafsson et al. 1994;
Wakelin y Apanius 1997; Ots y Horak
1998; Roitt et al. 2001; Morales et al.
2004; Tomas et al. 2005, Capitulo 4).
Si bien no exento de controversia, los
niveles de inmunoglobulinas podrian
estar relacionados de alguna manera
con la capacidad de los individuos de
montar una respuesta inmunitaria
(Gustafsson et al. 1994). Por ejemplo,
se ha demostrado que los niveles
totales de inmunoglobulinas estan
correlacionados con la respuesta
inmune celular a la prueba de la
fitohemaglutinina

2005).

(Morales et al.

La medicacién experimental con
primaquina tuvo éxito reduciendo la
intensidad de infeccion por
Haemoproteus majoris en las hembras
de herrerillo de los grupos DA y DB en
comparacion con las hembras control, y
reduciendo la prevalencia de infeccion
por Hepatozoon parus en el grupo DA
en comparacion con el grupo control.
Sin embargo, no tuvo efecto sobre la

prevalencia de

diferencia de Merino et al. (2000) y

Leucocytozoon, a

Tomas et al. (2005, Capitulo 4), quiza

porque la prevalencia de este parasito
fue menor en nuestro estudio. Una
mayor prevalencia de infeccion por
Hepatozoon en este estudio permitié
detectar una reduccion asociada a la
medicacion con primaquina. Asi,
podemos asumir que el tratamiento
experimental tuvo el efecto deseado,
causando una reduccion gradual de la
parasitosis sanguinea de las hembras de
herrerillo en funciéon de la dosis de
primaquina administrada.

Hemos mostrado que los niveles de
inmunoglobulinas de las hembras
cambiaron diferencialmente a lo largo
del experimento en funcion del
tratamiento que recibieron las hembras.
Podemos asumir que este cambio
estuvo asociado con la reduccion
experimental de las  parasitosis
sanguineas, ya que se ha documentado
previamente la relacion existente entre
los niveles de inmunoglobulinas y los
parasitos sanguineos (Isobe y Suzuki
1987; Ots y Horak 1998; Morales et al.
2004; Tomas et al. 2005, Capitulo 4).
Por tanto, las hembras control
necesitaron incrementar sus niveles de
inmunoglobulinas, mientras que las
hembras del grupo DB mostraron
niveles similares durante el
experimento y las hembras del grupo
DA pudieron reducir sus niveles de

inmunoglobulinas. Probablemente las
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hembras control necesitaron aumentar
sus niveles de anticuerpos en sangre
para controlar la infecciéon y minimizar
asi sus efectos deletéreos. Por el
contrario, las hembras del grupo DA, al
ser parcialmente liberadas del dafio
infringido por los parasitos, pudieron
reducir los requerimientos energéticos
dedicados a la respuesta inmunitaria
(evaluada por los niveles de
inmunoglobulinas), un ahorro
importante ya que la expresion y
mantenimiento de la respuesta inmune
es costosa (Ilmonen et al. 2000;
Lochmiller y Deerenberg 2000; Moret
y Schmid-Hempel 2000; Raberg et al.
2000; Bonneaud et al. 2003; Hanssen et
al. 2004; Martinez et al. 2004). Este
compromiso puede verse
particularmente acentuado en los
periodos de mayor esfuerzo fisico, y la
reproduccion de las aves es
indudablemente una de las actividades
mas costosas que llevan a cabo durante
su vida.

Probablemente, la reduccion en la
carga de parasitos y en los niveles de
inmunoglobulinas permitié que las
hembras del grupo DA aumentaran su
esfuerzo durante la fase de crianza de
los polluelos, algo que las hembras de
los grupos DB y control no pudieron

permitirse. Un mayor tamafio muestral

para las cebas totales (macho -+

hembra) hizo posible detectar este
aumento también para el grupo DB. Si
bien las tasas de cebas totales no
difirieron  entre  grupos, hemos
mostrado que el grupo control no fue
capaz de incrementar su esfuerzo a lo
largo del experimento. Es importante
destacar que no hubo diferencias en la
variacion de la condicion corporal de la
hembra entre tratamientos. La
respuesta comportamental de los
individuos con altas parasitosis podria
ser adaptativa si les permitiera
sobrellevar la infeccion e incrementar
sus posibilidades de supervivencia
(Bonneaud et al. 2003). Se sabe que un
nivel de actividad reducido ayuda a
conservar energia y permite la
reparacion de los dafos causados por la
infeccion (Hart 1988). Este resultado
concuerda con la existencia de un
compromiso entre la energia destinada
al esfuerzo reproductor y al control de
los parésitos / inversion inmunologica
(Sheldon y Verhulst 1996).

No encontramos ningin efecto
directo de la parasitosis de la hembra
sobre el ¢éxito de volantones o la
condicion corporal de los polluelos en
relacion al tratamiento experimental.
No obstante, demostramos la existencia
de una conexion entre la carga de
parésitos de la hembra y el estado de

salud de los polluelos a través del nivel
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de infestacion por larvas de
Protocalliphora en los nidos. Los nidos
atendidos por hembras  control
contenian un mayor numero de larvas
que los atendidos por hembras de los
grupos DA y DB. Las larvas de la
mosca

Protocalliphora azurea

(Diptera: Calliphoridae) son
ectoparasitos hematofagos comunes en
las aves de la region Holartica (Bennett

1992). En nuestra

y  Whitworth
poblacion de estudio, las moscas del
género Protocalliphora son
probablemente los ectoparasitos mas
perjudiciales para los polluelos (Tomas
et al. 2005, Capitulo 4), como ocurre en
otras poblaciones de herrerillo en
latitudes similares (Hurtrez-Bousses et
al. 1997a). Cabe la posibilidad de que
otras medidas del estado de salud de
los polluelos no evaluadas en este
estudio si fueran afectadas por el
tratamiento, ya que se sabe que este
ectoparasito puede afectar de forma
severa a la condicion corporal de los
polluelos de herrerillo comin vy
presumiblemente a su supervivencia
tras abandonar el nido (Hurtrez-
Bousses et al. 1997a,b, 1998). La
diferencia observada entre tratamientos
puede haber estado mediada por la
inversion parental en las tasas de cebas

como causante de diferencias en la

susceptibilidad de los polluelos a la

infestacion por ectoparasitos (Hudson y
Dobson 1997) o por diferencias en el
tiempo destinado por los padres a
actividades de saneamiento del nido
(Hurtrez-Bousses et al. 2000). De
manera andloga, se ha documentado
que la inversidn materna afecta a la
prevalencia de tripanosomas en los
polluelos de otro paseriforme que anida
en cavidades (Merino et al. 1996). Esto
puede ser debido a que los polluelos
peor alimentados sean menos capaces
de montar una respuesta inmunitaria
eficiente (p.ej. Merino et al. 1996;
Hudson y Dobson 1997; Saino et al.
1997; Saino et al. 2002b), y el mismo
razonamiento  podria  aplicarse a
nuestros resultados: un aumento en las
tasas de «cebas de las hembras
permitiria que los polluelos adquiriesen
unas defensas mejores. De hecho, el
cambio en la intensidad de infeccion
por Haemoproteus (intensidad final -
intensidad inicial), el pardsito mas
frecuente en las hembras, se relaciond
negativamente y de forma significativa
con la condicién de los polluelos (r = -
0.44, p = 0.002) y de forma positiva y
marginalmente significativa con el
numero de pupas de Protocalliphora en
el nido (r = 0.25, p = 0.088). Esto
apoya la idea de que la parasitosis de la
hembra tiene efectos negativos sobre la

descendencia, lo que concuerda con
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otros estudios previos (Merino et al.
2000; Tomas et al. 2005, Capitulo 4).
En resumen, hemos demostrado por
vez primera que la reduccion
experimental de las  parasitosis
sanguineas permite a los herrerillos
ahorrar recursos destinados a la funcion
inmunitaria. Ambos hechos,
probablemente de forma conjunta,
permiten a las hembras asignar mas
recursos hacia el esfuerzo reproductor,
lo que redunda en beneficios para los
polluelos. El  compromiso entre

esfuerzo  reproductor 'y  defensa
inmunitaria (Sheldon y Verhulst 1996)
es apoyado en un sistema hospedador -
pardsito real. Creemos que los
resultados presentados en este estudio
ayudan a entender el significado
evolutivo de la conexion entre el
parasitismo, la defensa inmunitaria, las
decisiones de estrategias vitales y la
eficacia biologica (Norris y Evans
2000). La manipulacion experimental
conjunta de la carga de parasitos

sanguineos y la respuesta inmunitaria
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Efecto del esfuerzo parental sobre los niveles de
inmunoglobulinas y de la proteina de estrés
HSP60 en hembras de herrerillo comun: un
experimento de manipulacion del tamano de la
nidada

SANTIAGO MERINO, JUAN MORENO, GUSTAVO TOMAS, JAVIER MARTINEZ,

JUDITH MORALES, JOSUE MARTINEZ-DE LA PUENTE, JOSE LUIS OSORNO

RESUMEN

Se realiz6 una manipulacion experimental del tamafio de la nidada en una poblacion
de herrerillo comUn Parus caeruleus, para estudiar el efecto del esfuerzo parental
sobre los cambios en los niveles de la proteina de estrés HSP60 y de las
inmunoglobulinas plasmaticas. Los niveles de HSP60 se redujeron en las hembras
que atendieron nidadas reducidas, mientras que las hembras que atendieron nidadas
aumentadas experimentaron una reduccién en sus niveles de inmunoglobulinas.
Ademas, los cambios en los niveles de ambas proteinas estuvieron relacionados
positivamente. Al controlar por el cambio en los niveles de inmunoglobulinas, se
detectdé un incremento de la HSP60 de las hembras del grupo aumentado,
presumiblemente para compensar los efectos deletéreos derivados de un esfuerzo
incrementado. Asi, la reduccion en los niveles de inmunoglobulinas en estas hembras
fue mayor de lo esperado segin su asociacion con los cambios en la HSP60. Ni el
peso de los polluelos ni sus niveles de inmunoglobulinas y HSP60 difirieron entre los
grupos. Estos resultados indican que el estrés fisiologico podria ser un factor

limitante del esfuerzo parental durante la reproduccion de los herrerillos.
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INTRODUCCION

Los paseriformes de pequefio tamafo
suelen tener esperanzas de vida corta y
por lo tanto disponen de un numero
muy limitado de oportunidades para
reproducirse. Es por ello que podria
haber una seleccion hacia maximizar su
reproduccién actual, sin poner en
peligro la supervivencia de los padres
antes de la emancipacion de los
polluelos (Tuomi 1990; Moreno 1993).
En este escenario cabria esperar que las
aves con esperanzas de vida corta
estuvieran trabajando cerca de su limite
de esfuerzo, diferente para cada
individuo en cada estacion
reproductora (Peterson et al. 1990;
Potti et al. 1999). En este sentido,
varios estudios han mostrado las
dificultades que entrafia aumentar
experimentalmente el esfuerzo
reproductor en pequefios paseriformes
(Smith et al. 1988; Moreno et al. 1995;
Merino et al. 1998a; Moreno et al
1999a), y en general, su consecuencia
es que a los polluelos les va peor en
nidadas aumentadas (Lindén y Moeller
1989). La reticencia o la incapacidad
observada con frecuencia en los padres
a la hora de incrementar su nivel de

esfuerzo podria estar relacionada con el

riesgo que conllevaria sobrepasar unos

niveles de estrés fisioldgico ya de por
si elevados para su supervivencia
inmediata.

El esfuerzo parental comporta tasas
metabolicas elevadas (Drent y Daan
1980), y se sabe que un nivel intenso
de actividad fisica incrementa la
produccion de metabolitos como
radicales libres de oxigeno, que son
nocivos a nivel celular (Alonso-
Alvarez et al. 2004; Wiersma et al
2004), y en respuesta a los cuales se
desencadenan una serie de respuestas
en los organismos. Entre las respuestas
mas  basicas y  evolutivamente
conservadas  para  mantener la
homeostasis celular se encuentra la
produccion de las proteinas de choque
térmico (HSPs). [Estas proteinas
intracelulares, hoy en dia denominadas
genéricamente proteinas de estrés,
juegan un importante papel en el
correcto ensamblaje de las proteinas de
nueva sintesis necesarias en la
respuesta frente a agentes estresantes
externos, manteniendo por tanto el
funcionamiento celular durante
periodos de estrés (Morimoto 1991).
Las HSPs son capaces de responder
frente a infinidad de agentes
estresantes, desde contaminantes a
parasitos (véase revision en Serensen et
al.  2003), vy

también  puede

incrementarse  su  expresion  en
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respuesta a requerimientos metabodlicos
de las células (Welch 1992; Merino et
al. 2004). Se ha demostrado que los
parasitos sanguineos inducen la sintesis
de proteinas de estrés (Tomds et al.
2005, Capitulo 4), hecho que ha de
tenerse en cuenta al analizar la
respuesta de estrés a la variacion del
esfuerzo parental. El significado
ecologico de estas proteinas todavia no
es bien conocido pero su importante
funciéon y su presencia en todos los
seres vivos estudiados indican que
tienen un papel muy importante en la
neutralizacion del estrés en la
naturaleza.
Asimismo, la actividad fisica
intensa puede inducir inmunosupresion
(Raberg et al. 1998; Pedersen vy
Hoffman-Goetz 2000), haciendo a los
individuos mas susceptibles a las
enfermedades. Ademas, se sabe que en
las aves diversas enfermedades como
por ejemplo las infecciones malaricas
pueden  acentuarse  durante la
reproduccion (Atkinson y Van Riper
1991). Varios estudios han mostrado
también que las defensas inmunitarias
se ven afectadas por el esfuerzo
reproductor (Moreno et al. 1999b;
Hasselquist et al. 2001; Saino et al.
2002), y que esta variacion puede

afectar a la resistencia frente a los

parasitos (Nordling et al. 1998) o

incluso a la supervivencia (Hanssen et
al. 2004). También es conocido que los
parésitos pueden inducir aumentos en
los niveles de inmunoglobulinas en
sangre (Isobe y Suzuki 1987; Morales
et al. 2004).

En este estudio se explora la
variacion en los niveles intracelulares
de HSP60 e inmunoglobulinas
plasmaticas en sangre periférica como
dos indicadores indirectos del coste del
esfuerzo reproductor actuando a
diferentes niveles. Esto se llevo a cabo
mediante la manipulacion experimental
del tamafio de la nidada en el herrerillo
comiun  (Parus  caeruleus), un
paseriforme poco longevo de pequeio
tamafio. Los herrerillos comunes son
unas de las aves mas fecundas que
existen, y podrian ser seleccionadas
hacia  maximizar su  esfuerzo
reproductor presente. Cabria esperar
que un aumento en el esfuerzo parental
tuviera un efecto inmunosupresor que
pudiera verse reflejado en los niveles
de inmunoglobulinas, tal como se ha
mostrado  con  otras  respuestas
inmunitarias especificas en estudios
previos (Deerenberg et al. 1997;
Nordling et al. 1998). También se
esperaria un incremento en la proteina
de estrés HSP60 en respuesta a una
mayor demanda metabdlica y a los
celular

costes asociados a nivel
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(Wiersma et al. 2004). Ademas, estos
dos tipos de proteinas pueden estar
relacionados  directamente por la
implicacion de las proteinas de estrés
en la produccién de inmunoglobulinas
(Moseley 2000), o indirectamente a
través de una limitacion de recursos
para la produccion de ambas. Por
consiguiente, se exploré ademas la
relacion entre los dos tipos de proteinas

y el efecto potencial de cada una sobre

la otra.

MATERIAL Y METODOS

Durante la primavera de 2003, se llevo
a cabo un experimento en una
poblacion de herrerillo comun que
nidifica en cajas-nido en Valsain
(Segovia). Mediante  inspecciones
periddicas de los nidos se monitoriz6 la
reproduccion de las aves. A los tres
dias de edad de los polluelos se captur6
a las hembras en sus nidos
(identificadas por la presencia de placa
incubatriz) y se les extrajo una muestra
de sangre de la vena braquial. Se les
identific6 individualmente con anillas
metalicas y se obtuvo su peso corporal
con una balanza (precision 0.05 g). Ese
mismo dia, se trasladaron dos polluelos

de un nido (nidos reducidos) a otro

(nidos aumentados), mientras que un

tercer nido con igual fecha de eclosion
fue mantenido como control, sacando a
los polluelos y volviendo a colocarlos
en el nido para equiparar las molestias
causadas por la manipulacion entre los
tres grupos. Cada trio de nidos tenia un
nimero original de polluelos similar (+
1 polluelo). Diez dias después se
recapturd a las hembras, se obtuvo su
peso corporal y se les extrajo una
segunda muestra de sangre. De igual
modo, se extrajo también una muestra
de sangre de cada polluelo y se obtuvo

su peso a los 13 dias de edad.

Analisis de la muestra

sanguinea

Una gota de cada muestra de sangre de
las hembras fue inmediatamente
extendida sobre un portaobjetos y
dejada secar al aire. Ya en el
laboratorio, los frotis fueron fijados con
etanol al 95 % y tefiidos durante 45 min
con Giemsa (1/10 v/v en tampoOn
fosfato). Los frotis fueron examinados
al microscopio en busca de parasitos
sanguineos como se describe en
Merino et al. (1997). Los parasitos
fueron cuantificados en base el nimero

de células infectadas por cada 2000

eritrocitos (Godfrey et al. 1987).
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El resto de la sangre fue
centrifugada y las fracciones celular y
plasmatica separadas y congeladas para
analisis posteriores. Las muestras de
fueron

plasma empleadas  para

cuantificar los niveles de
inmunoglobulinas mediante ELISA
directo, empleando un anticuerpo

policlonal  anti-IgG  de  gallina
conjugado con peroxidasa (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Las absorbancias se
midieron en un espectrofotometro a A =
405 nm. Los detalles y la validacion del
método han sido descritos por Martinez
et al. (2003, Capitulo 3). Mezclando
volumenes iguales de plasma de cada
uno de los polluelos del nido se obtuvo
el nivel medio de inmunoglobulinas de
los polluelos para cada nido.

La fraccion celular de la sangre fue
empleada para cuantificar la proteina
de estrés HSP60 mediante Western
blot, empleando anticuerpos
monoclonales anti-HSP60 (clon LK2,
Sigma, St. Louis, MO, USA), como se
describe en Merino et al. (1998a) y
Tomas et al. (2004, Capitulo 2). Estos
anticuerpos se unen de forma
especifica a la HSP60 y han sido
empleados en infinidad de vertebrados
incluyendo aves. Las bandas de
proteina fueron cuantificadas mediante

un programa de analisis de imagen para

entorno Windows (Scion Corporation).

La  inmunoreactividad  (unidades
arbitrarias) se obtuvo con la siguiente
formula: area x intensidad media de la
banda. Mezclando la misma cantidad
de proteina total de cada uno de los
polluelos del nido se obtuvo el nivel

medio de HSP60 de los polluelos para

cada nido.

Analisis estadisticos

La exploracion de los cambios entre los
niveles inicial y final de HSP60 y de
inmunogloblulinas de cada hembra en
cada tratamiento se llevo a cabo
ANOVAs de

mediante medidas

repetidas con el tratamiento
(manipulaciéon de la nidada) como
factor. Se examind especificamente la
interaccion entre el tratamiento y el
tiempo (cambio entre el valor inicial y
el final, como factor de medidas
repetidas). Asimismo, se exploraron los
posibles efectos de la infeccion (véase
Morales et al. 2004; Tomas et al. 2005,
Capitulo 4) sobre las variaciones en los
niveles de proteinas, incluyendo como
covariable la intensidad media de
infeccion por Haemoproteus
(intensidad final - intensidad inicial).
Puesto que la intensidad de infeccion

no cumplié los requerimientos de los

tests paramétricos, los datos se
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transformaron logaritmicamente.
También se examind el efecto de un
tipo de proteina sobre la otra
incluyendo el nivel medio de cada
proteina (nivel final - nivel inicial)
como covariable en el andlisis de
medidas repetidas de la otra. Las
medias se presentan con su error

estandar.

RESULTADOS

Se incluyeron 29 trios de nidos en el

experimento. Para cada andlisis se

utiliz6 el maximo tamafo de muestra
disponible, que varié debido a que no
se pudo recapturar a tres hembras de
cada tratamiento y a que la muestra de
plasma de otra hembra fue insuficiente
para el analisis de las
inmunoglobulinas. Ademas, en tres
nidos los polluelos murieron antes de
los 13 dias de edad y en otro nido no se
pudo obtener sangre de los polluelos.
Los tamafios de muestra para los

diferentes analisis se resumen en la

Tabla 1.

Tabla 1. Tamafios de muestra disponibles para los diferentes analisis llevados a

cabo.

Andlisis Hembras Polluelos
Inicial Final Final
HSP60 87 78 83
1IGGs 86 78 83

Los nidos asignados a los diferentes
tratamientos no difirieron en fecha de
eclosion o numero de polluelos al
principio del experimento (Fg4= 0.01,
p =09y Foga = 024, p = 0.78
respectivamente). Al final  del
experimento, el tamafio de la nidada si
difiri6  entre los

grupos  (nidos

reducidos: 6.04 + 0.30, nidos control:
7.39 + 0.35, nidos aumentados: 9.03 +
0.50; F>8=14.39, p <0.0001).

El parésito mas frecuente en la
poblacion fue Haemoproteus majoris,
infectando al 73.6 % de las hembras de
herrerillo. La intensidad de infeccion

media inicial fue de 18.52 + 2.59
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células infectadas por 2000 eritrocitos,
y la final fue de 14.65 + 2.34. La
intensidad de infeccion disminuy¢ a lo
largo del experimento (factor tiempo:
Fi7a = 6.17, p = 0.02), pero no de
forma diferencial entre los tratamientos

(interaccion tratamiento X tiempo: F5 74

= 1.20, p = 0.31). Ni los niveles de
infeccion iniciales ni finales difirieron
entre los grupos experimentales (F> g4 =
0.017,p=098y F»74=0.14, p = 0.87,

respectivamente).

Fp, 75= 3.21, p = 0.046

Final

F, 75= 5.91, p = 0.004
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Fig. 1. a) Cambios en los niveles de HSP60 de las hembras de herrerillo comin
asignadas a los distintos tratamientos experimentales. b) Cambios en los niveles de
HSP60 de las hembras de herrerillo comun asignadas a los distintos tratamientos
experimentales tras controlar por el cambio en los niveles de inmunoglobulinas
(nivel final - nivel inicial) como covariable en el anélisis. Las barras indican el error

estandar.
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Hubo una interaccion significativa
entre el tratamiento y el tiempo para los
niveles de HSP60 (F»75 = 3.21, p =
0.046, Fig. la), mostrando una
reduccion significativamente mayor de
los niveles de esta proteina en las
hembras que atendieron nidadas
reducidas en comparacion con las que
atendieron  nidadas  control o
aumentadas. Este resultado no vari6 al
incluir la intensidad de infeccién por
Haemoproteus como covariable (F573=
3.83, p = 0.026). Los niveles iniciales
de HSP60 de las hembras no diferian
entre los grupos (F2s4=0.16, p = 0.85),
pero los niveles finales tendieron a ser
menores en las hembras del grupo

reducido (F273=2.76, p = 0.07).

Para los niveles de
inmunoglobulinas, la interaccion entre
el tratamiento y el tiempo también fue
significativa (F»74 = 3.45, p = 0.037,
Fig.2a), mostrando una reduccion
durante el experimento en las hembras
que atendieron nidadas aumentadas en
comparacion con los otros dos
tratamientos. Este resultado no vario al
controlar por la intensidad de infeccion
por Haemoproteus (Fr72 = 3.29, p
=0.043). No obstante, ni los niveles
iniciales ni finales de inmunoglobulinas
difirieron entre los grupos
experimentales (Fr5,=0.17,p=0.84 y
F>73=0.94, p = 0.40 respectivamente).
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Fig. 2. a) Cambios en los niveles de inmunoglobulinas de las hembras de herrerillo
comun asignadas a los distintos tratamientos experimentales. b) Cambios en los
niveles de inmunoglobulinas de las hembras de herrerillo comun asignadas a los
distintos tratamientos experimentales tras controlar por el cambio en los niveles de
HSP60 (nivel final - nivel inicial) como covariable en el anélisis. Las barras indican
el error estandar.



(228 CAPITULO 6

Los niveles iniciales de
inmunoglobulinas y de HSP60 se
relacionaron marginalmente de forma
positiva (r = 0.21, p = 0.05), no asi los
niveles finales (» = 0.02, p = 0.87). Sin
embargo, la magnitud del cambio
(nivel final - nivel inicial) de cada tipo
de proteina estuvo directamente
relacionada con la magnitud del
cambio de la otra (» = 0.32, p = 0.005;
Fig. 3). Al incluir el cambio en los
niveles de inmunoglobulinas en el

analisis de medidas repetidas de la

1.2¢

0.9}

-0.9¢

Cambio en el nivel de inmunoglobulinas

HSP60, se detectd una disminucién en
los niveles de HSP60 en los grupos
control y reducido y un incremento en
el grupo aumentado (F»73 = 591, p =
0.004; Fig. 1b). A la inversa, al incluir
el cambio en los niveles de HSP60 en
el analisis de las inmunoglobulinas, se
detect6 un incremento en los niveles de
inmunoglobulinas en los grupos control
y reducido, y una marcada disminucion
en el grupo aumentado (F»73 = 6.22, p

= 0.003; Fig. 2b).

r=0.32, p = 0.005 o
o

-200 -150 -100
Cambio en el nivel de HSP60

0 50 100 150

Fig. 3. Relacién entre el cambio (nivel final - nivel inicial) en los niveles de
inmunoglobulinas y el cambio en los niveles de HSP60.

Las hembras perdieron peso
corporal durante el experimento (factor
tiempo: Fi70= 15442, p < 0.0001),
pero no de forma diferente entre los

tratamientos (interaccion tratamiento x

tiempo: F» 70 = 0.19, p = 0.82). El peso
medio de los polluelos tendi6 a diferir
entre los grupos (F>81=2.49, p = 0.09),
seflalando una tendencia hacia un

mayor peso corporal en los polluelos
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del grupo reducido con respecto a los
polluelos de los grupos control y
aumentado. Los niveles de HSP60 e
inmunoglobulinas de los polluelos no
difirieron entre tratamientos (Fag0 =
0.53,p=0.59y Frs30=0.34, p = 0.71,
respectivamente), y tampoco estuvieron
correlacionados entre si (» = 0.001, p =

0.99).

DISCUSION

Nuestro experimento evidencia por vez
primera que el esfuerzo parental afecta
al estrés fisiologico de las aves medido
con proteinas de estrés (pero véase
Saino et al. 2002 e IImonen et al. 2003
para medidas hormonales de estrés).
Las hembras que atendieron nidadas
reducidas experimentaron una
disminuciéon en sus niveles de la
proteina del estrés HSP60 en sangre a
lo largo del experimento, mientras que
las hembras de los nidos controles y
niveles

aumentados mantuvieron

constantes. Esta diferencia podria
implicar que las aves trabajan de forma
natural cerca de su nivel maximo de
estrés celular, y que so6lo una
disminucién en su tasa de esfuerzo les
permite reducir esta respuesta celular

de estrés. Basandonos en la conocida

funcion de la proteina de estrés HSP60

en otros organismos, que responde a
diferentes agentes estresantes a nivel
mitocondrial (Welch 1992; Hartman y
Gething 1996), podemos especular que
la reduccion del numero de polluelos
que estdn siendo criados conlleva una
reduccion de la actividad metabdlica de
la hembra, que en ultimo lugar se
expresa en la actividad de las
mitocondrias de las células sanguineas,
donde la HSP60 estd implicada en el
correcto ensamblaje de proteinas de
nueva sintesis (Voellmy 1996). A pesar
de que se ha demostrado que Ia
infeccion por Haemoproteus origina un
incremento de los niveles de HSP60 en
el herrerillo comtn (Tomas et al. 2005,
Capitulo 4), la disminucién de los
niveles de esta proteina de estrés se
mantiene aun controlando por el efecto
de la infeccion, lo que implicaria que
las consecuencias de la manipulacion
del tamafio de la nidada son mas
importantes que las de la infeccion a
este respecto. Es interesante sefialar
aqui que los niveles finales de HSP60
no difirieron significativamente entre
los grupos, lo que indicaria que los
limites para la reduccion de los niveles
de esta proteina son estrechos. El
requerimiento de un cierto nivel de
HSP60 para controlar los efectos de la
infeccion podria impedir que se

alcancen niveles mas bajos de esta
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proteina en las células (véase Tomas et
al. 2005, Capitulo 4), y al mismo
tiempo el incremento en la respuesta de
HSP60 podria estar limitado por los
costes de una sobre-expresion (Merino
et al. 1998a; Serensen et al. 2003).

Las diferentes funciones, modos de
actuacion y vias de regulacion de las
inmunoglobulinas con respecto a las
proteinas de estrés pueden explicar por
qué disminuyeron los niveles de
inmunoglobulinas en las hembras que
atendieron nidadas aumentadas y los
niveles de HSP60 en las hembras que
atendieron nidadas reducidas. Es bien
conocido que la actividad fisica intensa
causa una reduccion de los niveles de
inmunoglobulinas en una interaccion
mas o menos compleja con las
hormonas  liberadas  durante la
reproducciéon 'y otros periodos de
actividad  elevada  (Pedersen 'y
Hoffman-Goetz 2000). Sin embargo,
las proteinas de estrés estan
involucradas en la respuesta frente a
agentes estresantes muy diversos y se
esperaria que aumentase su expresion a
consecuencia de un esfuerzo adicional,
para tratar asi de contrarrestar los
efectos de un mayor nivel de estrés
oxidativo, y de la infeccion que
conllevaria una reduccion de los

niveles de inmunoglobulinas. Por otra

parte, la expresion de la HSP60 es un

compromiso entre costes y beneficios,
y como se ha indicado anteriormente,
el incremento de sus niveles podria
estar limitado por un potencial efecto
negativo sobre el crecimiento, el
desarrollo y la fertilidad asociado a su
sobre-expresion (Merino et al. 1998a,
2004; Serensen et al. 2003). En este
sentido, la produccion de un tipo de
proteina puede estar limitada por la
produccion de la otra, si ambas
compiten por los mismos metabolitos o
la energia disponibles, o si la sintesis
de una depende de la produccion de la
otra. Las proteinas de estrés estan
implicadas en la produccion y
ensamblaje de  otras  proteinas,
incluyendo inmunoglobulinas
(Martinez et al. 1999; Moseley 2000;
Wallin et al. 2002). La relacion
marginalmente significativa entre los
niveles iniciales de ambas proteinas y
la correlacion positiva entre la
magnitud de sus cambios podrian
representar la primera evidencia de
dicha asociacion en una poblacion
natural de vertebrados. No obstante, la
ausencia de asociacion entre los niveles
finales de ambas proteinas sefiala que
el tratamiento alterd esta relacion. De
hecho, al controlar estadisticamente el
efecto de los cambios en una proteina

sobre el cambio en la otra, encontramos

que la reducciéon en los niveles de
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inmunoglobulinas en el  grupo
aumentado es mayor de lo esperado en
funcién del cambio en la HSP60. La
HSP60 estd implicada en otras
funciones de mantenimiento de la
homeostasis celular, y su sintesis puede
activarse con  otros fines no
relacionados con la produccion de
inmunoglobulinas (Welch 1992). Por lo
tanto, cuando se controla por la
asociacion entre los cambios en los
niveles de HSP60 y de
inmunoglobulinas, se observa un
mayor incremento en el nivel de
HSP60 en respuesta al aumento de la
nidada. Esta relacién apoya en cierta
medida la  hipotesis de la
inmunosupresion mediada por las
limitaciones energéticas (Sheldon y
Verhulst 1996), si bien el hecho de que
la HSP60 pueda provocar respuestas
autoinmunes (Yang y Feige 1992)
podria conectar la disminucién en los
niveles de inmunoglobulinas con la
evitacion de patologias autoinmunes
(Raberg et al. 1998).

La interpretacién de los niveles de
inmunoglobulinas es controvertida, al
poder reflejar tanto wuna funcidon
inmunitaria  adecuada como la
presencia de infeccion. No obstante,
varios estudios han mostrado que

podrian ser un indicador de Ila

susceptibilidad al estrés y de las

infecciones parasitarias (Morales et al.
2004), e incluso de las perspectivas de
supervivencia (Christe et al. 2001). Se
ha demostrado que el esfuerzo
reproductor afecta negativamente a la
respuesta mediada por anticuerpos
frente a  antigenos  especificos
(Deerenberg et al. 1997; Nordling et al.
1998). Esto podria estar relacionado
con una depresion general de la
produccion de anticuerpos, como
sugiere nuestro resultado con los
niveles totales de inmunoglobulinas en
sangre. El mecanismo que subyace al
efecto negativo del esfuerzo sobre la
inmunocompetencia ain no esta claro,
si bien la competencia por los recursos
energéticos o los nutrientes (Sheldon y
Verhulst 1996) y la posibilidad de
evitar patologias autoinmunes (Raberg
et al. 1998) son en la actualidad las
explicaciones mas convincentes.

Se han evidenciado de forma
experimental incrementos en los
niveles de anticuerpos tras la infeccion
por diversos tipos de parasitos (Isobe y
Suzuki 1987; Atkinson et al. 2001).
También se ha documentado una
relacion entre la intensidad de
infeccion  por  Haemoproteus, el
esfuerzo reproductor e incrementos en
los niveles de
(Horak et al. 1998; Nordling et al.

1998; Morales et al. 2004). En el

inmunoglobulinas
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presente estudio, sin embargo, el efecto
de la manipulacion del tamafio de la
nidada se mantiene incluso controlando
por los efectos de la infeccion por
Haemoproteus, 'y no detectamos
ninguna influencia de la infeccion
sobre los cambios en los niveles de
inmunoglobulinas durante el
experimento. Esto puede ser debido a
una reducida variacion en los niveles
de inmunoglobulinas durante el periodo
reproductor (Morales et al. 2004), si
bien los patrones para las aves de los
distintos tratamientos si difirieron.

Tal como se ha mostrado
previamente (Nur 1984; Deerenberg et
al. 1996), asumimos que las aves que
atendieron nidadas aumentadas
incrementaron su esfuerzo reproductor
con respecto a las de los grupos control
y reducido. Aunque no detectamos un
efecto de la manipulaciéon sobre el
cambio en el peso corporal de las
hembras, los costes reproductivos
también pueden aparecer en términos
(Horak et al. 1998;
Wiersma et al. 2004; este estudio) o de

supervivencia (Nur 1984; Horak 1995).

fisiologicos

Las nidadas aumentadas produjeron
mas polluelos que las controles, y los
polluelos  tuvieron  niveles de
inmunoglobulinas y HSP60 similares.
Por lo tanto, un supuesto incremento en

el esfuerzo reproductor es

aparentemente capaz de compensar la
mayor demanda de la nidada, en lo que
respecta a la condicion de los polluelos.

La habilidad para contrarrestar el
estrés mediante respuestas fisioldgicas
puede permitir a los individuos
sobrellevar los intensos requerimientos
energéticos y el esfuerzo inherentes a la
reproduccién. Varios estudios han
demostrado la existencia de
restricciones  sobre el  esfuerzo
reproductivo en paseriformes de
pequeio tamano (Smith et al. 1988;
Moreno et al. 1995, 1999a; Merino et
al. 1998b), indicando que los padres
trabajan normalmente cerca de su
limite de esfuerzo. Hemos mostrado
que las aves obligadas a sacar adelante
a dos polluelos extra son reticentes o
incapaces de incrementar sus niveles de
HSP60 como medida de respuesta al
estrés, y cuando llevan a cabo este
incremento, es a costa de la
disminuciéon de los niveles de otras
proteinas. Cualquier reduccion en la
demanda de la nidada se traduce en una
reduccion de la sintesis de proteinas de
estrés, debido probablemente a que es
costoso producir y mantener estas
proteinas en respuesta al estrés (Merino
et al. 1998a; Svensson et al. 1998;
Serensen et al. 2003; Martinez et al.

2004), y las aves deben reducir sus

niveles siempre que les sea posible. La
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manipulacion experimental de los del Ministerio de Ciencia y Tecnologia. J.

) ) , . Morales 'y G. Tomas estuvieron
niveles de proteinas de estrés podria respaldados por becas FPI del MCYT vy la
CAM respectivamente. Agradecemos a
Tonantzin Calvo y Consuelo Corral su
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ayudar a esclarecer los mecanismos

niveles de inmunoglobulinas.
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Capitulo

Consecuencias del parasitismo y la reutilizacion
de los nidos para las hembras de herrerillo
comun (Parus caeruleus)

GuUSTAVO TOMAS, SANTIAGO MERINO, JUAN MORENO, JUDITH MORALES

RESUMEN

Exploramos las consecuencias de la reutilizaciéon de los nidos ofreciendo a los
herrerillos tres tipos de cajas-nido para anidar: cajas-nido con un nido viejo (N),
cajas vacias (V) y cajas-nido con un nido viejo fumigado con insecticida (F). Los
grupos experimentales difirieron en la abundancia de ectoparasitos; las cajas-nido N
tuvieron la mayor abundancia de ectoparasitos y las cajas-nido F la menor. Nuestros
resultados muestran que los herrerillos que reutilizan cavidades que contienen nidos
viejos de la estaciébn anterior pagan un coste causado por la presencia de
ectoparasitos. Este coste surgido en términos de un menor éxito reproductor y un
menor peso corporal de las hembras tras la reproduccion. Curiosamente, aparecié un
coste adicional en forma de mayor infeccion por parasitos sanguineos en las hembras
cuanto mayor fue la abundancia de ectoparasitos. Los costes de reutilizacion de los
nidos podrian verse reducidos en aquellas areas y/o afios con baja incidencia del
ectoparasitismo, como demuestran los resultados obtenidos para el grupo con nidos

viejos fumigados.
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INTRODUCCION

Los parésitos son unos de los
organismos mas comunes y Son, por
definicion, perjudiciales para sus
hospedadores, representando por lo
tanto una importante fuerza de
seleccion para los animales en la
naturaleza (Price 1980; Loye y Zuk
1991; Clayton y Moore 1997). En las
ultimas décadas, los ecologos han
prestado mayor atencion a las presiones
directas e indirectas que los parasitos
pueden infringir en la modulacién de
las  estrategias  vitales de sus
hospedadores (Meller 1997). En este
sentido, las asociaciones entre aves y
ectoparasitos son uno de los sistemas
modelo mas fructiferos para afrontar
esta cuestion, habiendo proporcionado
numerosos ejemplos influyentes sobre
ecologia y evolucion mediadas por
parasitos (Meller et al. 1990; Mpgller
1991a; Richner 1998; Proctor y Owens
2000).
Varios  artrépodos, incluyendo
pulgas, adultos y larvas de dipteros,
dcaros y garrapatas se alimentan de la
sangre de las aves adultas y sus
polluelos durante su estancia en el nido
(p-ej. Moller et al. 1990; Loye y Zuk
1991 y referencias alli citadas).

Numerosos estudios observacionales y

experimentales han demostrado que
estos  ectopardsitos pueden tener
impactos negativos severos sobre la
condiciéon de los hospedadores, su
rendimiento  reproductor 'y  su
supervivencia (revisado en Loye y Zuk
1991; Lehmann 1993; Clayton y Moore
1997). La mayoria de estos estudios se
ha llevado a cabo en sistemas modelo
en los que interviene una unica especie
de ectoparasito (o dos con menos
frecuencia) (véase Martin et al. 2001),
si bien una plétora de especies con
diferentes  ciclos  bioldgicos y
caracteristicas ecologicas pueden estar
habitando simultdneamente el nido de
un hospedador dado. De hecho, en lo
que respecta a las especies de aves que
anidan en cavidades, que son
estudiadas normalmente en cajas-nido,
parece probable que este escenario se
podria ajustar mejor a las cavidades

naturales donde las aves y los

ectoparasitos del nido han
evolucionado (Meller 1989). Sin
embargo, apenas existen datos

disponibles en este sentido (pero véase
Wesolowski y Stanska 2001). Por otra
parte, la mayoria de los estudios se ha
llevado a cabo con aves coloniales, y la
informacion  disponible sobre los

efectos de los ectoparasitos en especies

solitarias es comparativamente mas
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escasa (Loye y Carroll 1998; Merino et
al. 2001).

Ademas de tener efectos directos

sobre los hospedadores, los
ectoparasitos  hematofagos pueden
transmitir enfermedades (virus,

protozoos,...) entre las aves (Macfie y
Thomson 1929; Price 1980; Marshall
1981). Sin embargo, poco se conoce
sobre el papel real de los ectoparasitos
como vectores de enfermedades en
poblaciones  silvestres de  aves
(Allander y Bennett 1994; Proctor y
Owens 2000; Votypka et al. 2002), y
por lo tanto, se necesita claramente mas
informacion para comprender mejor
sus implicaciones ecoldgicas,
comportamentales y evolutivas en el
contexto de las interacciones entre
hospedadores y parasitos.

Para establecer el efecto de los
parasitos sobre la eficacia biologica de
sus  hospedadores es  necesario
manipular la abundancia de parasitos
dentro del rango natural de infestacion
y en condiciones naturales (Lehmann
1993; Proctor y Owens 2000). La
validez de los avances en ecologia de
aves usando poblaciones que nidifican
en cajas-nido fue cuestionada por
Moller (1989, 1992). Mgller argumentd
que la practica extendida entre los

investigadores de eliminar cada afio los

nidos de la temporada anterior de las

cajas-nido podria sesgar los resultados
de muchos de estos estudios, en parte
debido a que las abundancias de
ectoparasitos podrian verse reducidas y
por tanto sus dindmicas poblacionales
alteradas.

artificialmente Despugés,

muchos estudios han encontrado
evidencias en favor de la critica
planteada por Mgller (p.ej. Thompson
y Neill 1991; Oppliger et al. 1994;
Merino y Potti 1995a; pero véase
Mappes et al. 1994; Wesotowski 2000).
Por otra parte, Wesolowski y Stanska
(2001) han mostrado recientemente que
las abundancias de ectoparasitos
podrian ser artificialmente elevadas en
las cajas-nido en comparacioén con las
cavidades naturales. Por lo tanto, la
controversia acerca de si (y en qué
medida) la eliminaciéon de los nidos
viejos puede afectar a las poblaciones
de ectoparésitos, y en sentido mas
amplio, sobre qué tal simulan los
estudios con cajas-nido las condiciones
naturales esta aun lejos de ser resuelta.

En el presente estudio
experimental, ofrecimos tres tipos de
cajas-nido a los herrerillos comunes
(Parus caeruleus) para nidificar: 1)
Cajas-nido con un nido viejo que
simula la situacidon natural en que las
cavidades son reutilizadas en afios
naturales  de

sucesivos  (niveles

ectoparasitismo). ii) Cajas-nido vacias
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que reflejan la practica comun entre los
investigadores en que el material del
nido es eliminado tras cada época
reproductora, eliminando por lo tanto la
mayoria de los ectoparasitos (Meller
1989). ii1) Cajas-nido con un nido viejo
fumigado con insecticida, que
representa la situacion natural pero sin
ectoparasitos.

Predecimos que las cajas-nido con
nidos viejos deberian albergar un
mayor nimero de ectoparasitos que las
cajas-nido vacias, puesto que parte de
sus poblaciones pueden pasar el
invierno en el material del nido,
esperando a nuevos hospedadores a los
que parasitar en la primavera siguiente
(Burtt et al. 1991; Harper et al. 1992;
Moller 1992; pero véase Mappes et al.
1994). Obviamente, las cajas-nido
fumigadas deberian presentar las
abundancias mas bajas de
ectoparasitos. Nuestras predicciones
son 1) las cajas-nido con mayor
infestacion ~ deberian  ser  menos
preferidas por los herrerillos (revisado
en Loye y Carroll 1998; pero véase
Mappes et al. 1994; Olsson y Allander
1995); 2) deberia haber un retraso en la
fecha de puesta en los nidos mas
infestados (p.ej. Oppliger et al. 1994;
pero véase Mpller 1990); 3) deberia
haber efectos negativos de los

ectoparasitos sobre el éxito de eclosion

(p-ej. Moller et al. 1990; Oppliger et al.
1994; pero véase Richner et al. 1993),
el éxito reproductor (p.ej. Meller 1990;
Fitze et al. 2004), el peso corporal de la
hembra tras la reproduccion (p.ej.
Christe et al. 2002; pero véase Tripet y
Richner 1997a) y el tamafio y peso de
los polluelos (p.ej. Merino y Potti
1995b; Hurtrez-Boussés et al. 1998); y
4) como los parésitos sanguineos son a
menudo transmitidos por ectoparasitos
(Price 1980;  Marshall 1981),
predecimos que las intensidades y
prevalencias de infeccidon por parésitos
sanguineos de las hembras deberian ser
mayores a medida que aumenta el
ectoparasitismo. Curiosamente, esta
ultima prediccion rara vez ha sido
probada en el contexto de las
interacciones entre hospedadores y
parasitos a este nivel de escala entre
nidos (pero véase Christe et al. 2002).
Hay evidencias de que el tamafio
optimo de la puesta varia en funcion de
si los ectoparasitos tienen ciclos de
vida largo o corto (véase Richner y
Heeb 1995 y referencias alli citadas).
Sin embargo, dado que nuestra
poblacion padece infestaciones tanto
por ectoparasitos con ciclo de vida
largo (pulgas y moscas del género
Protocalliphora) como con ciclo de

vida corto (&caros), no tenemos una

prediccion a priori sobre como podria
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diferir el tamafio de puesta entre los

grupos experimentales.

MATERIAL Y METODOS

Area y especies de estudio

El estudio se llevo a cabo durante la
estacion reproductora de 2002 en un
bosque caducifolio de roble melojo
(Quercus pyrenaica) cerca de La
Granja, provincia de Segovia (40°54°N,
4°01°0, 1200 m s.n.m.). Las cajas-nido
han estado disponibles para las aves en
el area de estudio desde 1991 (p.ej.
Sanz 2002). Los nidos viejos son
eliminados cada afio tras la
reproduccion, excepto en determinadas
ocasiones. El herrerillo comin es un
paseriforme pequefio (10 - 12 g)
bastante comuin en los bosques
caducifolios y mixtos de la region
Paleartica Occidental (Cramp y Perrins
1998). Nidifica en cavidades y se
adapta perfectamente a criar en cajas-
nido. En la poblacién estudiada, las
hembras realizan una unica puesta cada
afio (con un promedio de 9.14 huevos),
que comienza  generalmente a
principios de mayo (Sanz 2002).

La pulga Ceratophyllus gallinae
(Siphonaptera: Ceratophyllidae) es un

ectoparasito comun de las aves y

particularmente abundante en los nidos
de paridos, siendo el herrerillo comtn
su principal hospedador (Harper et al.
1992; Tripet y Richner 1997b). Los
adultos se alimentan regularmente de la
sangre de las aves adultas y sus
polluelos, y suelen completar una o dos
generaciones durante el periodo de
estancia de los polluelos en el nido
(Tripet y Richner 1999a,b). En el
analisis de los Berlese (véase mas
abajo) distinguimos también estadios
larvarios, que crecen en el material del
nido y se alimentan de desechos y
heces excretadas por los adultos (p.ej.

Lehane 1991).

La larva de la  mosca
Protocalliphora  azurea  (Diptera:
Calliphoridae) es un ectoparasito

comin de las aves en la region
Holartica (Bennett y Whitworth 1991,
1992). Los adultos, de vida libre,
depositan sus huevos en el material del
nido tras el nacimiento de los polluelos.
Los tres estadios larvarios viven en el
nido y se alimentan de la sangre de los
polluelos, completando una unica
generacion durante el periodo de
estancia de los polluelos en el nido.

El acaro Dermanyssus gallinoides
(Acari: Dermanyssidae) es un acaro de
movimiento rapido en el que tanto los

adultos como algunos estadios ninfales

son hematofagos. Este acaro tiene un
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ciclo vital breve y puede constituir
poblaciones enormes muy rapidamente
(Richner y Heeb 1995; Proctor y
Owens 2000).

Protocolo experimental

Un total de 99 cajas-nido dispuestas en
una cuadricula con 25 m entre cajas
adyacentes fueron asignadas
alternativamente a uno de los
siguientes tratamientos dos semanas
antes del inicio de la reproduccion de
los herrerillos: 1) Cajas-nido vacias (V),
donde todo el material del nido viejo
fue cuidadosamente eliminado. 1ii)
Cajas-nido con un nido viejo (N); para
crear este grupo se utilizaron nidos de
parido que no habian sido retirados en
la primavera anterior, y que fueron
transportados en bolsas de plastico
precintadas. iii) Cajas-nido con nido
fumigado (F); se emplearon nidos
viejos como en el grupo N, pero
aplicando un insecticida (Stockade ©,
Fort Dodge Veterinaria, S.A., Vall de
Bianya, Girona) con permetrina al 0.5
% y butéxido de piperonilo al 1 %
durante el transporte en las bolsas (ca.
15 min). Algunos ectopardsitos pasan
el invierno entre el material del nido y

se vuelven activos por estimulacion

mecanica (p.ej. las pulgas, Humpries

1968). Por tanto, para minimizar la
emigracion o muerte de los parasitos
debida a una emergencia o activacion
demasiado temprana, se intentd iniciar
el experimento lo mas proximo posible
al inicio de la reproduccion de los
herrerillos, pero antes de que éstos
hubieran seleccionado las cajas-nido.

Se consideraron como nidos
ocupados aquellos donde se inici6 la
puesta. Mediante inspecciones
periddicas, se determiné el tamafio de
puesta y las fechas de puesta y eclosion
para cada uno de los nidos ocupados.
Los nidos pertenecientes al grupo F
fueron refumigados a los 7 dias de edad
de los polluelos (fecha de eclosion =
dia 0), retirando los polluelos del nido
durante unos instantes y
devolviéndolos tras la fumigacion. Los
otros nidos fueron manipulados de la
misma manera en esa fecha,
pulverizando agua en lugar de
insecticida. De esta manera eliminamos
las posibles diferencias de humedad
entre los grupos, que de otro modo
podrian  haber afectado a las
poblaciones de ectoparasitos (Bennett y
Whitworth 1991; Chilton et al. 2000;
Heeb et al. 2000), asi como las posibles
diferencias debidas a la manipulacion
de los polluelos.

Se captur6 a las hembras de

herrerillo en las cajas-nido a los 13 dias
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de edad de los polluelos, se dataron
como juveniles o adultas (de mas de un
afio) segun Svensson (1992) y se les
anillé con anillas metalicas numeradas
cuando fue necesario. Se registro el
peso corporal de las hembras con una
balanza (Baar, Suiza) de precision 0.05
g, y se les midi6 la longitud del tarso
con un calibre digital de precision 0.01
mm y la longitud del ala con una regla
de precision 0.5 mm. Se extrajo una
muestra de sangre de la vena braquial
de las hembras con la ayuda de un
capilar y se extendi6 sobre un
portaobjetos. Los frotis sanguineos
fueron dejados secar al aire y después
fijados con etanol (96 %) y tefiidos con
Giemsa (1/10 v/v) durante 45 minutos.
Una de las dos mitades simétricas del
frotis fue examinada a 200 aumentos en
busca de parésitos sanguineos grandes
como Trypanosoma, Leucocytozoon o
microfilaria, mientras que los parasitos
intracelulares mas pequefos como
Haemoproteus o Hepatozoon fueron
detectados en la otra mitad del frotis a
1000 aumentos (Merino y Potti 1995c;
Merino et al. 1997). La intensidad de
infeccion (abundancia) de
Haemoproteus se estim6 en base al
nimero de células infectadas por cada
2000 eritrocitos (Godfrey et al. 1987).
Para Trypanosoma y Leucocytozoon se

utilizaron indices de presencia/ausencia

debido a sus bajas intensidades de
infeccion. Hepatozoon y microfilaria
no fueron analizados en relacion al
tratamiento debido al reducido numero
de aves infectadas, pero fueron
considerados para el andlisis del
nimero de especies de parasitos
sanguineos que aparecieron infectando
a las hembras.

El peso y la longitud del tarso de
todos los polluelos fueron registrados a
los 13 dias de edad de igual modo que
para las hembras. Una vez los polluelos
hubieron abandonado el nido, es decir
20 dias después de la eclosion, los
nidos fueron recogidos en bolsas de
plastico precintadas y etiquetadas
individualmente.  Los  nidos  se
almacenaron a 4 °C, y antes de que
pasara un mes desde su recoleccion,
fueron dispuestos en embudos de
Berlese para ser examinados en busca
de ectoparasitos. Esto se llevo a cabo
durante 48 h, bajo condiciones de
temperatura e iluminaciéon constantes
proporcionadas por ldmparas de 60 w
colocadas a 20 cm sobre los nidos. Se
colocé una tela fina precintando la
parte superior de los embudos a fin de
evitar posibles escapes de
ectoparasitos. Este método es uno de
los mas rigurosos para cuantificar

algunos ectoparasitos de los nidos

como los dacaros (Proctor y Owens
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2000). De este modo, los ectoparasitos
pequefios (acaros y adultos y larvas de
pulga) fueron recolectados en viales
con etanol al 70 % y cuantificados
gracias a una lupa binocular. Los nidos
fueron desmenuzados cuidadosamente
en busca de pupas o larvas de mosca
asi como 4acaros, pulgas u otros
ectoparasitos no obtenidos por este
método (véase Merino y Potti 1995b).
Las bolsas en las que se recolectaron
también

los nidos fueron

inspeccionadas.

Analisis estadisticos

Los tamanos de muestra difirieron
entre los distintos andlisis (Tabla 1)
debido a que los datos pertenecientes a
tres nidos abandonados solo fueron
incluidos hasta la fecha de abandono y
a que algunas hembras no se capturaron
a causa del mal tiempo. Las

abundancias de parésitos fueron
transformadas logaritmicamente. El
éxito de eclosion (proporcion de
huevos que eclosionan) y el éxito
reproductor (proporcion de huevos que
resultan en  volantones)  fueron
transformados con el arcoseno de la
raiz cuadrada antes de los analisis. Ya
que no teniamos una prediccidon previa

sobre como podria variar el tamafio de

puesta en relacion al tratamiento, se
empled un ANOVA para explorar las
diferencias entre grupos. Hay una
hipotesis direccional clara segun la cual
la abundancia de ectoparasitos en los
nidos deberia aumentar en el orden
grupo F < grupo V < grupo N, y que
los efectos de los ectoparasitos
deberian operar consecuentemente en
el mismo sentido. Por lo tanto, se
derivan  predicciones  direccionales
obvias segun las cuales la eleccion de
caja-nido, el peso de la hembra tras la
reproduccion, el tamafio corporal de los
polluelos, el éxito de eclosion y el éxito
reproductor deberian aumentar en el
orden contrario (grupo F > grupo V >
grupo N). Asimismo, esperamos que la
fecha de puesta difiera entre grupos en
el orden grupo F < grupo V < grupo N.
Véase la introduccion para el
razonamiento de estas predicciones.
Por consiguiente, los efectos de los tres
analizados

tratamientos fueron

mediante regresiones isotonicas
(Gaines y Rice 1990). Cuando no se
pudo aplicar la regresion isotonica
(variables con una respuesta binomial,
p.ej. prevalencias), empleamos tests de
heterogeneidad ordenada (tests OH)
siguiendo las recomendaciones de Rice
y Gaines (1994a). Todos los tests OH
fueron de una cola porque tenemos

predicciones direccionales claras sobre
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el efecto del tratamiento. No obstante,
el empleo de tests de dos colas no
cambia los resultados principales del
trabajo. Los tests de heterogeneidad
subyacentes a los tests OH fueron
ANOVAs con errores binomiales y una
Tanto la

funcion logit. regresion

isotonica como el test OH

proporcionan una ganancia importante
de potencia estadistica (es decir,
reducen los errores de tipo II) al
analizar ~ predicciones ordenadas
(Gaines y Rice 1990; Rice y Gaines

1994a,b,c).

Tabla 1. Tamafios de muestra disponibles de cada variable analizada para cada
tratamiento experimental. Grupo F: cajas-nido con un nido fumigado; grupo V:
cajas-nido vacias; grupo N: cajas-nido con un nido viejo.

Grupo F Grupo V Grupo N
Fecha de puesta 12 15 9
Tamafio de puesta 12 15 9
Exito de eclosion 12 14 9
Medidas de polluelos 11 14 8
Exito reproductor 11 14 8
Ectoparasitos 11 14 8
Edad de la hembra 9 14 5
Medidas de la hembra * 9 11 5
Parasitos sanguineos de 9 11 5

la hembra

* Una hembra del grupo V escap6 antes de obtener su peso corporal, por lo que el
tamafio de muestra para el peso de la hembra fue n = 10.

Para explorar més en profundidad las
relaciones entre las abundancias de
ectoparasitos y las infecciones por
parésitos sanguineos de las hembras, se

llevaron a cabo modelos GRM (para la

intensidad de Haemoproteus) o GLZ
(para las prevalencias de Trypanosoma
y Leucocytozoon) (Statsoft 2001)
aplicando resolucion por pasos hacia

atras e incluyendo el numero de pulgas



(MGH CAPITULO 7

adultas, &caros y larvas de mosca como
variables explicativas. Incluyendo el
tratamiento como factor o aplicando
resolucion por pasos hacia delante no

se modificaron los resultados.

RESULTADOS

Tratamiento y abundancia de

ectoparasitos

En conjunto, 31 de los 33 nidos (93.9
%) en los que volaron polluelos
estuvieron infestados por algin
ectoparasito. Se encontraron tres
especies de ectoparasitos en los nidos
de herrerillo comin recogidos justo
después de que los polluelos volasen.
En concreto, hubo acaros en 27 nidos
(81.8 %), pulgas en 20 (60.6 %) y
larvas de mosca del género
Protocalliphora en 19 nidos (57.6 %).
El tratamiento tuvo éxito creando
diferencias en la infestacion de cada
uno de los ectoparasitos en la direccion
predicha (Tabla 2). Los nidos del grupo
F mantuvieron las abundancias mas

bajas de parasitos, mientras que los

nidos del grupo V  tuvieron
abundancias intermedias y los nidos del
tuvieron las

grupo N mayores

abundancias. Ademas, el numero
medio de especies de ectoparasitos
presentes  difirid6 significativamente
entre grupos en la misma direccion
predicha (Tabla 2). La naturaleza y
potencia de la regresion isotdnica
permitio detectar diferencias
significativas entre grupos en la
direccion predicha para la abundancia
de acaros, a pesar de que la media de
¢ésta fue menor en el grupo N que en el
grupo V. Las prevalencias de pulgas
adultas, de pulgas totales (adultos +
larvas) y de larvas de mosca difirieron
significativamente entre grupos en la
direccion predicha (tests OH, p =
0.028, 0.001, 0.010, respectivamente).
En todos los casos, el grupo F mostrd
la prevalencia mas baja y el grupo N la
mas alta. Las prevalencias de larvas de
pulga y de dcaros mostraron un patron
similar, si bien las diferencias entre
grupos en la direccion predicha no
fueron estadisticamente significativas

(tests OH, p > 0.20).
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Tabla 2. Numero de ectoparasitos (media (error estandar)) en los nidos de herrerillo
comun en relacion al tratamiento experimental. Grupo F: cajas-nido con un nido
fumigado; grupo V: cajas-nido vacias; grupo N: cajas-nido con un nido viejo.

Grupo F Grupo V Grupo N E% p?
Pulgas (adultos)  0.27 (0.19) 7.5 (6.15) 4175 (34.34)  0.19 0.013
Pulgas (larvas) 0.00 (0.00) 29543 (91.12)  546.00 (281.46) 0.44 <0.001
Pulgas (total) 0.27(0.19)  302.93(94.88)  587.75(276.40) 0.42 <0.001
Larvas de mosca  3.36 (2.07) 10.07 (2.48) 12.75 (4.51)  0.19 0.016
Acaros 14.55 (6.55) 1017.14 (432.08) 493.75 (344.84) 0.25 0.004
N° de especies 1.18 (0.23) 2.36(0.17) 2.50(0.19) 046 <0.001

® Valores de probabilidad de las regresiones isotonicas (E*, Gaines y Rice 1990)
analizando las predicciones direccionales segun las cuales las abundancias de
ectoparasitos y el numero de especies de ectopardsitos varian entre tratamientos
segun el orden grupo F < grupo V < grupo N. Los tests se han realizado sobre datos
transformados logaritmicamente, excepto para el numero de especies de

ectoparasitos.

Tratamiento y rendimiento

reproductor

No hubo diferencias significativas en la
tasa de ocupacion de las cajas-nido de
los diferentes tratamientos
experimentales por los herrerillos (OH
test, p = 0.22). Las hembras de
diferente edad (juveniles o adultas) no
ocuparon las cajas-nido
diferencialmente en relacion  al
tratamiento (Pearson »°, p > 0.50), y
tampoco hubo diferencias en Ia
longitud del ala y el tarso de las

hembras que ocuparon cajas-nido de

distintos tratamientos (ANOVA, ambos
p > 050). No se encontraron
diferencias significativas entre grupos
en la fecha de puesta en la direccion
predicha (regresion isotonica, p >
0.35). El tamafio de puesta no difirid
entre los  grupos

(ANOVA, p > 0.85). El ¢éxito de

experimentales

eclosion tendié a diferir entre los
grupos en la direccion grupo F > grupo
V> grupo N (regresién isotonica, E* =
0.11, p = 0.060). No se encontraron
diferencias  significativas en la

direccién predicha para las medidas

medias de los polluelos a dia 13
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(regresion isotonica, £ = 0.01, p =
0.42 para el peso corporal; E%; = 0.04,
p = 0.25 para la longitud del tarso). Sin
embargo, hubo un efecto del
tratamiento sobre el éxito reproductor
en la direcciéon predicha (regresion
isotonica, E* = 0.21, p = 0.010, Fig.

la), debida especialmente a un

reducido éxito del grupo N. Ademas,
hubo una diferencia significativa entre
los tres grupos en la misma direccion
predicha para el peso corporal de la
hembra al final del experimento
(regresion isoténica, E; = 0.32, p =

0.006, Fig. 1b).
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Fig. 1. Exito reproductor medio (a) y peso corporal medio de las hembras de
herrerillo comn a los 13 dias de edad de los polluelos (b) en relacién al tratamiento
experimental. Grupo F: cajas-nido con un nido fumigado; grupo V: cajas-nido
vacias; grupo N: cajas-nido con un nido viejo. Las barras indican el error estandar.
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Tratamiento y abundancia de

parasitos sanguineos

A los 13 dias de edad de los polluelos,
el 96 % (24 de 25) de las hembras
capturadas aparecieron infectadas por
parasitos sanguineos. El parasito mas
comun fue Haemoproteus majoris (68
%, n = 17), seguido por Leucocytozoon
majoris (56 %, n = 14), Trypanosoma
avium (40 %, n = 10) y Hepatozoon
parus 'y microfilaria (ambos 20 %, n =
5). Las prevalencias de Leucocytozoon
y Trypanosoma estuvieron afectadas
claramente por el tratamiento en la
direccion predicha: las hembras del
grupo F mostraron las prevalencias mas
bajas y las hembras del grupo N las
mas altas (tests OH; p = 0.036 para
Leucocytozoon, y p = 0.023 para
Trypanosoma; Fig. 2). La intensidad de

infeccion por Haemoproteus mostrod un

patron similar, aunque las diferencias
entre los grupos en la direccion
predicha no fueron significativas
(grupo F: 7.50 + 3.06, grupo V: 27.42
+ 11.48, grupo N: 2898 + 9.10,
regresion isoténica, E% = 0.11, p =
0.107). Asimismo, hubo diferencias
significativas entre los grupos en la
direccion predicha para el ntmero
medio de especies de pardsitos que
infectaban a las hembras (regresion
isoténica, E% = 0.20, p = 0.029, Fig. 3).
En promedio, las hembras del grupo F
estuvieron infectadas por el menor
nimero de especies de parasitos
sanguineos (1.56 + 0.24), mientras que
las hembras del grupo V estuvieron
infectadas por un numero intermedio
(2.09 + 0.28) y las hembras del grupo

N estuvieron infectadas por el mayor

numero de especies (2.80 + 0.58).
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Fig. 2. Prevalencias (%) de Trypanosoma y Leucocytozoon en las hembras de
herrerillo comtn a los 13 dias de edad de los polluelos en relacioén al tratamiento
experimental. Grupo F: cajas-nido con un nido fumigado; grupo V: cajas-nido
vacias; grupo N: cajas-nido con un nido viejo.
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Fig. 3. Numero medio (+ error estandar) de especies de parasitos sanguineos que
aparecieron infectando a las hembras de herrerillo comun a los 13 dias de edad de los
polluelos en relacion al tratamiento experimental. Grupo F: cajas-nido con un nido
fumigado; grupo V: cajas-nido vacias; grupo N: cajas-nido con un nido viejo.
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La prevalencia de Leucocytozoon
no estuvo relacionada con ninguna
especie de ectoparasito (todas p >
0.05). Sin embargo, la prevalencia de
Trypanosoma estuvo
significativamente relacionada con la

abundancia de larvas de

(Estadistico de Wald = 3.90, p =

mosca

0.048). La intensidad de infeccion por
Haemoproteus estuvo
significativamente relacionada con la
abundancia de pulgas adultas (Fj; =

7.71, p=0.011).

DISCUSION

Tratamiento y abundancia de

ectoparasitos

Nuestro tratamiento experimental tuvo
éxito creando diferencias en cada una
de las especies de ectopardsitos que
fueron registradas infestando los nidos
de los herrerillos. Los nidos del grupo
F tuvieron las menores abundancias de
ectoparasitos, mientras que el grupo V
tuvo abundancias intermedias y el
grupo N tuvo las mayores abundancias.
Aunque no evaluamos de forma directa
la posible extracciéon de material del
nido viejo por los herrerillos,
encontramos nidos viejos mas o menos

intactos bajo los nuevos materiales,

sugiriendo que los herrerillos en
nuestra poblaciébn no removieron el
material del nido viejo de forma
sustancial. El hecho de que la
prevalencia y abundancia de larvas de
mosca fuese mayor en el grupo N que
en el grupo V es un resultado bastante
sorprendente, ya que se supone que las
moscas del género Protocalliphora no
pasan el invierno, o raramente lo hacen,
entre el material del nido (Bennett y
Whitworth  1991). Alternativamente,
podria argumentarse que las sefiales
olorosas mas intensas en las cajas-nido
con nidos viejos podrian facilitar su
deteccion por parte de las moscas
adultas. En cualquier caso, queda
abierta la posibilidad de que Ia
eliminacion de los nidos viejos llevada
a cabo con frecuencia por los
investigadores pueda afectar a las
poblaciones de moscas del género
Protocalliphora de modo similar al
mostrado para las pulgas (Rendell y
Verbeek 1996a, este estudio) y los
acaros (este estudio), parasitos para los
que es mejor conocido que parte de sus
poblaciones pueden pasar el invierno
en las cajas-nido (Burtt et al. 1991;
Harper et al. 1992).
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Tratamiento y rendimiento

reproductor

Los herrerillos en nuestra poblacion de
estudio no parecieron evitar las
cavidades con un mayor nivel de
ectoparasitismo, lo que concuerda con
resultados previos para esta especie
(Olsson y Allander 1995). Otras
especies de aves tampoco evitan las
cavidades infestadas por ectoparasitos
(Olsson y Allander 1995) o las que
contienen nidos viejos (Thompson y
Neill 1991; Johnson 1996), pudiendo
incluso preferir las cavidades con nidos
viejos (Orell et al. 1993; Davis et al.
1994; Mappes et al. 1994; Olsson y
Allander 1995; Pacejka y Thompson
1996). Sin embargo, numerosos
estudios han mostrado que las aves
pueden  evitar  activamente las
cavidades infestadas por ectoparasitos
para reproducirse (Oppliger et al. 1994;
Merino y Potti 1995a; Rendell y
Verbeek 1996b; Rytkonen et al. 1998;
véase también Loye y Carroll 1998) y
para pasar la noche (Christe et al. 1994;
Merild 'y Allander 1995). Estas
discrepancias podrian responder a
caracteristicas  especificas de las
estrategias vitales de los hospedadores

o de la presion de los ectoparasitos

(Orell et al. 1993; Merino y Potti

1995a). Nuestros resultados sugieren

que los herrerillos podrian ser
incapaces de evaluar y predecir la
abundancia de ectoparasitos antes de la
reproduccion, de modo similar a lo que
se ha propuesto para las golondrinas
(Moller 1991b, 1993).
Alternativamente, seleccionar una caja-
nido que contenga un nido viejo puede
ser ventajoso si ello reduce el esfuerzo
de construccion del nido (Collias y
Collias 1984; Mpgller 1990; Hansell
2000). Esto seria mas probable que
ocurriera en zonas con escasos efectos
negativos de los ectoparasitos (p.ej.
Orell et al. 1993) o en aquellos afios en
que se espere una abundancia baja de
ectoparasitos. Por lo tanto, las aves
pueden experimentar un compromiso
entre ahorrar energia y tiempo
destinados a la construccion del nido y
padecer los efectos negativos del
ectoparasitismo. Esto podria explicar la
ausencia de preferencia observada entre
las distintas cajas-nido ofrecidas a los
herrerillos para reproducirse. Por otra
parte, cabe indicar que nuestro disefo
experimental puede no haber permitido
que todas las parejas pudieran elegir
entre los tres tipos de cajas-nido, ya
que los  herrerillos son aves
territoriales, y a menudo defienden

territorios pequefios (Cramp y Perrins

1998).



(578 CAPITULO 7

Se ha documentado un retraso en la
fecha de puesta en carboneros comunes
(Parus major) como una respuesta para
evitar a los ectoparasitos (Oppliger et
al. 1994). El razonamiento se basa en
que algunos ectoparasitos, por ejemplo
las pulgas (Humphries 1968; Tripet et
al. 2002a), comienzan a abandonar la
caja-nido si ésta no es ocupada a
medida que avanza la estacion
reproductora. Por ello, los
hospedadores podrian experimentar un
compromiso entre la reduccion del
éxito reproductor causada por un
retraso en la fecha de puesta (p.ej.
Barba et al. 1995) y el coste de
reproducirse mas temprano con una
abundancia mayor de ectoparasitos
(Oppliger et al. 1994; Richner 1998).
Sin embargo, otros ectoparasitos
pueden ser mas perjudiciales para las
aves a medida que avanza la estacion
(p-ej. Protocalliphora, Merino y Potti
1995b). La necesidad de sopesar las
diferentes presiones infringidas por los
diferentes ectoparasitos, junto con otros
factores como la  disminucion
estacional en la disponibilidad de
alimento, podria explicar por qué no se
detectaron diferencias en la fecha de
puesta entre los grupos experimentales.

No se encontraron diferencias

significativas en el tamafio de puesta

entre grupos. Como hemos sugerido

previamente, esto podria indicar que las
hembras de herrerillo son incapaces de
ajustar el tamafio de la puesta a una
impredecible abundancia de
ectoparasitos, lo que estaria de acuerdo
con otros estudios previos (Moller
1991b, 1993). Por otra parte, Richner y
Heeb (1995) propusieron que el tamano
de puesta Optimo seria diferente segliin
el tipo de ectoparasito, de modo que las
aves pondrian puestas mayores en
presencia de ectoparasitos de ciclo
largo que en presencia de ectoparasitos
de ciclo corto. Dado que nuestra
poblacion de herrerillos estd infestada
por ectoparasitos tanto de ciclo largo
(pulgas 'y moscas del género
Protocalliphora) como corto (4caros),
esto podria constituir una explicacion
alternativa, no excluyente, al hecho de
que no hubiera diferencias en el tamano
de puesta entre los  grupos
experimentales.

Los ectoparasitos pueden afectar a
la eficacia de los padres para incubar
los huevos, causando una reduccion del
éxito de eclosion (p.ej. Moller et al.
1990; De Lope et al. 1993; Oppliger et
al. 1994). Nuestros resultados muestran
que el éxito de eclosion tendio a
disminuir a medida que aumenté la
abundancia de ectopardsitos, si bien

esta tendencia no fue estadisticamente

significativa.
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Este estudio muestra que los
ectoparasitos pueden tener efectos
negativos dramadticos sobre el éxito
reproductor de los herrerillos, en
consonancia con estudios previos en
¢sta (Banbura et al. 2004) y otras
especies (p.ej. Moller 1990, 1993; De
Lope et al. 1993; Merino y Potti 1995b;
Fitze et al. 2004). Hurtrez-Bouss¢s et
al. (1997a,b) no encontraron un efecto
de los ectoparasitos sobre el éxito
reproductor de los herrerillos, si bien
detectaron efectos deletéreos sobre el
peso y el tamafio corporal de los
polluelos. En  nuestro  estudio,
probablemente el esfuerzo de los
padres consigui6 contrarrestar los
efectos negativos de los ectoparasitos
sobre los polluelos, ya que no
encontramos diferencias en el peso ni
en el tamafio corporal de los mismos
entre tratamientos, si bien tuvo que
ocurrir una reduccion de nidada
diferencial para que los polluelos de los
distintos  tratamientos  alcanzaran
tamanos corporales similares (De Lope
et al. 1993; Merino y Potti 1995b;
Richner y Heeb 1995).

En cualquier caso, es conocido que
determinados ectoparasitos aumentan
los requerimientos energéticos de los
polluelos, que de hecho demandan mas

alimento (Tripet y Richner 1997a) y

reciben mas cebas por parte de los

adultos (Tripet y Richner 1997a;
Hurtrez-Boussés et al. 1998). Merino et
al. (1998) mostraron que las hembras
de Papamocas Cerrojillo Ficedula
hypoleuca incrementan su  gasto
energético para compensar los efectos
negativos del ectoparasitismo sobre sus
polluelos, pero solo hasta un cierto
nivel mas alld del cual las hembras
podrian verse afectadas sin conseguir
compensar el efecto sobre los
polluelos. Por lo tanto, las hembras
pueden haber compensado a su costa el
efecto de los ectoparasitos sobre los
polluelos. Asi, ademds de verse
reducido su éxito reproductor, las
hembras de herrerillo pagaron costes
adicionales en términos de un menor
peso corporal tras la reproduccion y
una mayor infeccidbn por parasitos
sanguineos.

Las diferencias observadas entre
tratamientos en el peso corporal de las
hembras al final del periodo de crianza
de los polluelos pueden deberse a que
las hembras se esforzaron mas en los
nidos mas infestados, incrementando
sus tasas de cebas (Hurtrez-Bousses et
al. 1998; Tripet et al. 2002b) o sus
actividades de saneamiento del nido
(Tripet et al. 2002b; véase también
Merino et al. 1998). No obstante, estas

diferencias podrian atribuirse también a

un efecto directo de los ectoparasitos
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sobre su peso corporal (Christe et al.
2002), o al dafio infringido por los
parésitos sanguineos (Merino et al.

2000; Tomas et al. 2005, Capitulo 4).

Tratamiento y abundancia de

parasitos sanguineos

A escalas ecologicas y geograficas
reducidas la prevalencia de parasitos
sanguineos se asocia con la abundancia
de sus ectoparasitos vectores (p.ej. Van
Riper et al. 1986; Garvin y Remsen
1997; Apanius et al. 2000; Sol et al.
2000). Hemos mostrado que a medida
que aumenta el ectoparasitismo, las
hembras estan infectadas con mayor
probabilidad por Trypanosoma 'y
Leucocytozoon, y albergan un mayor
nimero de especies de parasitos
sanguineos. La intensidad de infeccion
por Haemoproteus mostrd un patrén
semejante, si bien las diferencias no
fueron estadisticamente significativas.
En un experimento similar, Christe et
al. (2002) no encontraron un efecto del
ectoparasitismo sobre la prevalencia y
la intensidad de infeccidon por parasitos
sanguineos en aviones comunes
(Delichon urbica) adultos, aunque sélo
una especie de Haemoproteus aparecio
infectando a las aves. Los periodos de

prepatencia de  Trypanosoma 'y

Leucocytozoon (24-48 h, Bennett 1970;
y 5-6 dias, Desser y Bennett 1993,
respectivamente) son lo bastante breves
para detectar nuevas infecciones
durante el curso del experimento. En
comparacion, el periodo entre la
infeccion inicial y la liberaciéon de
gametocitos en sangre para
Haemoproteus es de unos 12-13 dias
(Fallis y Bennett 1961; datos propios
no publicados), y este periodo de
prepatencia mayor puede enmascarar
los resultados concernientes a este
parasito.

Alternativamente, las diferencias
encontradas en las  parasitosis
sanguineas entre grupos pueden estar
relacionadas no so6lo con diferencias en
la abundancia de ectopardsitos sino
también con diferencias en el esfuerzo
reproductor (Norris et al. 1994; Richner
et al. 1995; Oppliger et al. 1996;
Fargallo y Merino 1999) o incluso con
ambos factores a la vez. La idea de que
las diferencias en las parasitosis
sanguineas son una consecuencia
directa de las diferencias en abundancia
de ectoparésitos es apoyada por las
relaciones  encontradas entre la
abundancia de larvas de mosca y la
prevalencia de Trypanosoma y entre la
abundancia de pulgas y la intensidad de
Haemoproteus. Por lo tanto, nuestros

resultados sugeririan que algunos de
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los ectoparasitos aqui estudiados
podrian actuar como vectores de los
parésitos sanguineos detectados (véase
Macfie y Thompson 1929). No
obstante, debemos senalar que el
método empleado para la
cuantificacion de ectopardsitos no
permite detectar otros insectos como
los jejenes (Diptera, Ceratopogonidace),
que son conocidos vectores de
parasitos sanguineos (Fallis y Wood
1957; Votypka et al. 2002) y comunes
en nuestra zona de estudio (datos
propios no publicados). Sin embargo,
es posible que el tratamiento afectase a
los jejenes de manera similar al resto
de ectoparasitos, en cuyo caso las
relaciones  observadas entre los
ectoparasitos y los parasitos sanguineos
podrian deberse no a las abundancias
de pulgas, larvas de mosca y dacaros,
sino a la abundancia de jejenes que
estaria correlacionada con éstas. En
cualquier caso, nuestros resultados
muestran que las infecciones por
parasitos sanguineos de las hembras
estan relacionadas con la infestacion
por ectoparasitos del nido, implicando
un coste adicional indirecto de Ia
reutilizacion de los nidos.

Podria argumentarse que las
diferencias  observadas en  éxito
reproductor, peso corporal y parasitosis

sanguinea de las hembras tras la

reproduccion estuviesen originadas por
diferencias en la calidad o Ia
dominancia de las aves que anidaron en
las cajas-nido de los distintos
tratamientos. En el herrerillo, el tamafio
corporal o la edad pueden reflejar
medidas de calidad individual
(Kempenaers et al. 1992) o dominancia
social (Braillet et al. 2002). La
comparacion de las longitudes de tarso
y ala de las hembras entre tratamientos
no mostrd diferencia alguna, y tampoco
se encontraron diferencias en la edad
de las hembras entre tratamientos. Por
lo tanto, es improbable que las
diferencias observadas tengan su origen
en factores relacionados con las
diferencias fenotipicas de las aves
(véase Oppliger et al. 1994).

Nuestros resultados corroboran la
suposicion segun la cual la eliminacion
de los nidos viejos de las cajas-nido
puede alterar las poblaciones de
ectoparasitos, y subrayan que las
poblaciones de parasitos sanguineos
pueden ser alteradas también, como
Moller (1989) sugirid. De esta manera,
si las poblaciones de ectoparasitos son
artificialmente elevadas en las cajas-
nido en comparacion con las cavidades
naturales tal como = mostraron
Wesotowski y Stanska (2001), y las

infecciones por pardsitos sanguineos

estan relacionadas con la abundancia
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de ectopardsitos en el nido (este
estudio), entonces las poblaciones de
aves que nidifican en cajas-nido
podrian estar expuestas a unos niveles
de parasitismo sanguineo
artificialmente elevados. Este hecho
implicaria que los estudios con cajas-
nido representan una oportunidad
excepcional para probar predicciones
sobre la interaccion pardsito sanguineo
- hospedador, y por otra parte, que las
extrapolaciones a las condiciones

naturales deberian hacerse con cierta

cautela.

Conclusiones

Los herrerillos comunes que reutilizan
cavidades que contienen nidos viejos
del afo anterior pagan costes a
diferentes niveles causados por la
presencia de ectoparasitos del nido.
Estos costes incluyen un menor éxito
reproductor y una mayor pérdida de
peso corporal y una mayor infeccion
por parasitos sanguineos en las
hembras tras la reproduccion, lo que
sugiere que Ssu supervivencia |y
reproduccion futuras pueden verse
también  afectadas  negativamente
(Brown et al. 1995; Richner et al. 1995;
Richner y Tripet 1999; pero véase Fitze

et al. 2004). Estos costes de Ila

reutilizacion de nidos podrian ser
menores en zonas y/o aios con menor
incidencia del ectoparasitismo, como
demuestran los resultados obtenidos
para el grupo con nidos viejos
fumigados.

Nuestro conocimiento sobre el
impacto de los ectopardsitos como
vectores o inductores de enfermedades
en las aves en condiciones naturales es
todavia escaso (Proctor y Owens 2000;
Votypka et al. 2002), y se deberia
profundizar en su estudio para dilucidar
la importancia de este efecto indirecto
del  ectoparasitismo  sobre  los
hospedadores. Los estudios futuros en
esta direccion ayudaran a comprender
mejor las implicaciones ecoldgicas y
evolutivas de la interaccion entre los
parésitos sanguineos, los ectoparasitos

y sus hospedadores aviares.

AGRADECIMIENTOS

Javier Donés (Montes de Valsain)
concedio los permisos necesarios para
trabajar en el area de estudio, mientras que
la Junta de Castilla y Ledn autorizo el
anillamiento y la manipulacion de las aves.
Este estudio se financid con los proyectos
BOS2000-1125 y B0OS2003-05724 del
Ministerio de Ciencia y Tecnologia (SM) y
BOS2001-0587 (J. Moreno). Agradecemos
a Tonantzin Calvo, Laszl6 Z. Garamszegi,
José Llama, Javier Martinez e Inma
Nogueras por su ayuda, y a Diego Gil por
sugerir el test OH. J. Morales disfrut6 de
una beca FPI del Ministerio de Ciencia y
Tecnologia. GT disfrutd6 de una beca FPI



PARASITISMO Y REUTILIZACION DE LOS NIDOS [¥i51¢)

de la Comunidad de Madrid y parcialmente una contribucion a la investigacion
de una beca de alojamiento en la desarrollada en la estacion de campo de
Residencia de Estudiantes del “El Ventorrillo”.

Ayuntamiento de Madrid. Este estudio es

REFERENCIAS

ALLANDER K, BENNETT GF. 1994. Prevalence and intensity of haematozoan infection in a

population of great tits Parus major from Gotland, Sweden. Journal of Avian
Biology 25: 69-74.

APANIUS V, YORINKS N, BERMINGHAM E, RICKLEFS RE. 2000. Island and taxon effects in
parasitism and resistance of Lesser Antillean birds. Ecology 81: 1959—1969.

BANBURA J, PERRET P, BLONDEL J, THOMAS DW, CARTAN-SON M, LAMBRECHTS MM.
2004. Effects of Protocalliphora parasites on nestling food composition in Corsican

Blue Tits Parus caeruleus: consequences for nestling performance. Acta
Ornithologica 39: 93—103.

BARBA E, GIL-DELGADO JA, MONROS JS. 1995. The costs of being late: consequences of

delaying great tit Parus major first clutches. Journal of Animal Ecology 64: 642—
651.

BENNETT GF, WHITWORTH TL. 1991. Studies on the life-history of some species of
Protocalliphora (Diptera, Calliphoridae). Canadian Journal of Zoology 69: 2048—
2058.

BENNETT GF, WHITWORTH TL. 1992. Host, nest, and ecological relationships of species of
Protocalliphora (Diptera, Calliphoridae) Canadian Journal of Zoology 70: 51-61.

BENNETT GF. 1970. Trypanosoma avium Danilewsky in the avian host. Canadian Journal of
Zoology 48: 803-807.

BRAILLET C, CHARMANTIER A, ARCHAUX F, DOS SANTOS A, PERRET P, LAMBRECHTS MM.
2002. Two blue tit Parus caeruleus populations from Corsica differ in social
dominance. Journal of Avian Biology 33: 444—450.

BROWN CR, BROWN MB, RANNALA B. 1995. Ectoparasites reduce long—term survival of
their avian host. Proceedings of the Royal Society of London B 262: 313-319.

BURTT EH JR, CHOW W, BABBITT GA. 1991. Ocurrence and demography of mites of Tree
Swallow, House Wren, and Eastern Bluebird nests. En: Loye JE, Zuk M (eds.), Bird-
parasite interactions. Ecology, evolution and behaviour. Oxford University Press,
pp. 104-122.

CHILTON NB, ANDREWS RH, BULL CM. 2000. Influence of temperature and relative
humidity on the moulting success of Amblyomma limbatum and Aponomma
hydrosauri (Acari: Ixodidae) larvae and nymphs. [International Journal of
Parasitology 30: 973-979.

CHRISTE P, MGLLER AP, GONZALEZ G, DE LOPE F. 2002. Intraseasonal variation in immune
defence, body mass and hematocrit in adult house martins Delichon urbica. Journal
of Avian Biology 33: 321-325.

CHRISTE P, OPPLIGER A, RICHNER H. 1994. Ectoparasite affects choice and use of roost sites
in the great tit, Parus major. Animal Behaviour 47: 895—898.

CLAYTON DH, MOORE J. 1997. Host-parasite evolution: general principles and avian
models. Oxford University Press.



(5108 cAPITULO 7

COLLIAS NE, COLLIAS EC. 1984. Nest Building and Bird Behaviour. Princeton Univ. Press.

CRAMP S, PERRINS CM. 1998. The Complete Birds of the Western Palearctic on CD-ROM.
Version 1.0 for PC. Oxford University Press.

DAvis WH, KALISz PJ, WELLS RJ. 1994. Eastern bluebirds prefer boxes containing old
nests. Journal of Field Ornithology 65: 250-253.

DE LOPE F, GONZALEZ G, PEREZ JJ, M@LLER AP. 1993. Increased detrimental effects of

ectoparasites on their bird hosts during adverse environmental conditions. Oecologia
95: 234-240.

DESSER SS, BENNETT GF. 1993. The genera Leucocytozoon, Haemoproteus and
Hepatocystis. En: Kreier JP (ed.). Parasitic Protozoa. Academic Press, pp. 273-307.

FALLIS AM, BENNETT GF. 1961. Sporogony of Leucocytozoon and Haemoproteus in
simuliids and ceratopogonids and a revised classification of the Haemosporidiida.
Canadian Journal of Zoology 39: 215-228.

FALLIS AM, WooD DM. 1957. Biting midges (Diptera: Ceratopogonidae) as intermediate
hosts for Haemoproteus of ducks. Canadian Journal of Zoology 35: 425-435.

FARGALLO JA, MERINO S. 1999. Brood size manipulation modifies the intensity of infection
by haematozoa in female blue tits Parus caeruleus. Ardea 87: 261-268.

FITZE PS, TSCHIRREN B, RICHNER H. 2004. Life history and fitness consequences of
ectoparasites. Journal of Animal Ecology 73: 216-226.

GAINES SD, RICE WR. 1990. Analysis of biological data when there are ordered
expectations. American Naturalist 135: 310-317.

GARVIN MC, REMSEN JVIJ. 1997. An alternative hypothesis for heavier parasite loads of
brightly colored birds: exposure at the nest. Auk 114: 179-191.

GODFREY RD JR, FEDYNICH AM, PENCE DB. 1987. Quantification of hematozoa in blood
smears. Journal of Wildlife Diseases 23: 558—565.

HANSELL M. 2000. Bird Nests and Construction Behaviour. Cambridge University Press.

HARPER GH, MARCHANT A, BODDINGTON DG. 1992. The ecology of the hen flea
Ceratophyllus gallinae and the moorhen flea Dasypsyllus gallinulae in nestboxes.
Journal of Animal Ecology 61: 317-327.

HEEB P, KOLLIKER M, RICHNER H. 2000. Bird-ectoparasite interactions, nest humidity and
ectoparasite community structure. Ecology 81: 958-968.

HUMPRIES DA. 1968. The host-finding behaviour of the hen flea, Ceratophyllus gallinae
(Schrank). Parasitology 58: 403—414.

HURTREZ-BOUSSES S, BLONDEL J, PERRET P, FABREGUETTES J, RENAUD FR. 1998. Chick
parasitism by blowflies affects feeding rates in a Mediterranean population of blue
tits. Ecology Letters 1: 17-20.

HURTREZ-BOUSSES S, PERRET P, RENAUD F, BLONDEL J. 1997a. High blowfly parasitic

loads affect breeding success in a Mediterranean population of blue tits. Oecologia
112: 514-517.

HURTREZ-BOUSSES S, BLONDEL J, PERRET P, RENAUD F. 1997b. Relationship between
intensity of blowfly infestation and reproductive success in a Corsican population of
Blue Tits. Journal of Avian Biology 28: 267-270.

JOHNSON LS. 1996. Removal of old nest material from the nesting sites of House wrens:
effects on nest site attractiveness and ectoparasite loads. Journal of Field
Ornithology 67: 212-221.



PARASITISMO Y REUTILIZACION DE LOS NIDOS 6Kk

KEMPENAERS B, VERHEYEN GR, VAN DEN BROEK M, BURKE T, VANBROECKHOVEN C,
DHONDT AA. 1992. Extrapair paternity results from female preference for high
quality males in the blue tit (Parus caeruleus). Nature 537: 494—-496.

LEHANE MI. 1991. Biology of blood sucking insects. Harper Collins Academic, Londres.
LEHMANN T. 1993. Ectoparasites: direct impact on host fitness. Parasitology Today 9: 8—13.

LOYE JE, CARROLL SP. 1998. Ectoparasite behavior and its effects on avian nest site
selection. Annals of the Entomological Society of America 91: 159-163.

LOYE JE, ZUK M. 1991. Bird-parasite interactions. Ecology, evolution and behaviour.
Oxford University Press.

MACFIE JWS, THOMSON JG. 1929. A trypanosome of the canary (Serinus canarius Koch).
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene 14: 231-234.

MAPPES T, MAPPES J, KOTIAHO J. 1994. Ectoparasites, nest site choice and breeding success
in the pied flycatcher. Oecologia 98: 147-149.

MARSHALL AG. 1981. The ecology of ectoparasitic insects. Academic Press.

MARTIN TE, M@LLER AP, MERINO S, CLOBERT J. 2001. Does clutch size evolve in response
to parasites and immunocompetence? Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 98: 2071-2076.

MERILA J, ALLANDER K. 1995. Do great tits (Parus major) prefer ectoparasite-free roost
sites? - an experiment. Ethology 99: 53-60.

MERINO S, MARTINEZ J, MOLLER AP, BARBOSA A, DE LOPE F, RODRIGUEZ-CAABEIRO F.
2001. Physiological and haematological consequences of a novel parasite on the red-
rumped swallow Hirundo daurica. International Journal of Parasitology 31: 1187—
1193.

MERINO S, MORENO J, POTTI J, DE LEON A, RODRIGUEZ R. 1998. Nest ectoparasites and
maternal effort in Pied Flycatchers. Biologia e Conservazione della Fauna 102:
200-205.

MERINO S, MORENO J, SANZ JJ, ARRIERO E. 2000. Are avian blood parasites pathogenic in
the wild? A medication experiment in blue tits (Parus caeruleus). Proceedings of the
Royal Society of London B 267: 2507-2510.

MERINO S, POTTIJ. 1995a. Pied flycatchers prefer to nest in clean nest boxes in an area with
detrimental nest ectoparasites. Condor 97: 828—831.

MERINO S, POTTI J. 1995b. Mites and blowflies decrease growth and survival in nestling
pied flycatchers. Oikos 73: 95-103.

MERINO S, POTTIJ. 1995¢. High prevalence of hematozoa in nestlings of a passerine species,
the pied flycatcher (Ficedula hypoleuca). Auk 112: 1041-1043.

MERINO S, POTTI J, FARGALLO JA. 1997. Blood parasites of some passerine birds from
central Spain. Journal of Wildlife Diseases 33: 638—641.

M@LLER AP. 1989. Parasites, predators and nest boxes: facts and artefacts in nest box
studies of birds? Oikos 56: 421-423.

M@LLER AP. 1990. Effects of parasitism by a hematophagous mite on reproduction in the
barn swallow. Ecology 71: 2345-2357.

MO@LLER AP. 1991a. Parasites, sexual ornaments, and mate choice in the barn swallow. En:
Loye JE, Zuk M (eds.), Bird-parasite interactions. Ecology, evolution and
behaviour. Oxford University Press, pp. 328-343.



(5724 CAPITULO 7

M@LLER AP. 1991b. Ectoparasite loads affect optimal clutch size in swallows. Functional
Ecology 5: 351-359.

M@LLER AP. 1992. Nest boxes and the scientific rigour of experimental studies. Oikos 63:
309-311.

M@LLER AP. 1993. Ectoparasites increase the cost of reproduction in their hosts. Journal of
Animal Ecology 62: 309-322.

M@LLER AP. 1997. Parasitism and the evolution of host life history. En: Clayton DH, Moore
J (eds.) Host-parasite evolution: general principles and avian models. Oxford
University Press, pp. 105-127.

M@LLER AP, ALLANDER K, DUFVA R. 1990. Fitness effects of parasites on passerine birds:
A review. En: Blondel J, Gosler A, Lebreton J, McCleery RH (eds.) Population
biology of passerine birds. Springer-Verlag, pp. 269-280.

NORRIS K, ANWAR M, READ AF. 1994. Reproductive effort influences the prevalence of
haematozoan parasites in great tits. Journal of Animal Ecology 63: 601-610.

OLSSON K, ALLANDER K. 1995. Do fleas, and/or old nest material, influence nest-site
preference in hole-nesting passerines? Ethology 101: 160-170.

OPPLIGER A, CHRISTE P, RICHNER H. 1996. Clutch size and malaria resistance. Nature 381:
565.

OPPLIGER A, RICHNER H, CHRISTE P. 1994. Effect of an ectoparasite on lay date, nest-site
choice, desertion, and hatching success in the great tit (Parus major). Behavioral
Ecology 5: 130-134.

ORELL M, RYTKONEN S, ILOMAKI K. 1993. Do pied flycatchers prefer nest boxes with old
nest material? Annales Zoologici Fennici 30: 313-316.

PACEIKA AJ, THOMPSON CF. 1996. Does removal of old nests from nestboxes by researchers
affect mite populations in subsequent nests of House wrens? Journal of Field
Ornithology 67: 558-564.

PRICE PW. 1980. Evolutionary biology of parasites. Princeton Univ. Press.

PROCTOR H, OWENS 1. 2000. Mites and birds: diversity, parasitism and coevolution. Trends
in Ecology and Evolution 15: 358-364.

RENDELL WB, VERBEEK NAM. 1996a. Are avian ectoparasites more numerous in nest boxes
with old nest material? Canadian Journal of Zoology 74: 1819—1825.

RENDELL WB, VERBEEK NAM. 1996b. Old nest material in nest boxes of tree swallows:
Effects on nest-site choice and nest building. Auk 113: 319-328.

RICE WR, GAINES SD. 1994a. Extending nondirectional heterogeneity tests to evaluate
simply ordered alternative hypotheses. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 91: 225-226.

RICE WR, GAINES SD. 1994b. The ordered-heterogeneity family of tests. Biometrics 50:
746-752.

RICE WR, GAINES SD. 1994c. Heads I win, tails you lose - testing directional alternative
hypotheses in ecological and evolutionary research. Trends in Ecology and
Evolution 9: 235-237.

RICHNER H. 1998. Host-ectoparasite interactions and life-history evolution. Zoology 101:
333-344.

RICHNER H, CHRISTE P, OPPLIGER A. 1995. Paternal investment affects prevalence of
malaria. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 92: 1192-1194.



PARASITISMO Y REUTILIZACION DE LOS NIDOS [H{65]

RICHNER H, HEEB P. 1995. Are clutch and brood size patterns in birds shaped by
ectoparasites? Oikos 73: 435-431.

RICHNER H, OPPLIGER A, CHRISTE P. 1993. Effect of an ectoparasite on reproduction in
great tits. Journal of Animal Ecology 62: 703-710.

RICHNER H, TRIPET F. 1999. Ectoparasitism and the trade-off between current and future
reproduction. Oikos 86: 535-538.

RYTKONEN S, LEHTONEN R, ORELL M. 1998. Breeding Great Tits Parus major avoid
nestboxes infested with fleas. 7bis 140: 687-690.

SANz JJ. 2002. Climate change and breeding parameters of great and blue tits throughout the
Western Palaearctic. Global Change Biology 8: 409-422.

SoL D, JOVANI R, TORRES J. 2000. Geographical variation in blood parasites in feral
pigeons: the role of vectors. Ecography 23: 307-314.

STATSOFT, INC. 2001. STATISTICA (data analysis software system), version 6.
www.statsoft.com.

SVENSSON L. 1992. Identification Guide to European Passerines. Lars Svensson.

THOMPSON CF, NEILL AJ. 1991. House wrens do not prefer clean nestboxes. Animal
Behaviour 42: 1022-1024.

TOMAS G, MERINO S, MARTINEZ J, MORENO J, SANZ JJ. 2005. Stress protein levels and
blood parasite infection in blue tits (Parus caeruleus): a medication field
experiment. Annales Zoologici Fennici 42: 45-56.

TRIPET F, JACOT A, RICHNER H. 2002a. Larval competition affects the life histories and
dispersal behavior of an avian ectoparasite. Ecology 83: 935-945.

TRIPET F, GLASER M, RICHNER H. 2002b. Behavioural responses to ectoparasites: time-

budget adjustments and what matters to Blue Tits Parus caeruleus infested by fleas.
Ibis 144: 461-4609.

TRIPET F, RICHNER H. 1997a. Host responses to ectoparasites: food compensation by parent
blue tits. Oikos 78: 557-561.

TRIPET F, RICHNER H. 1997b. The coevolutionary potential of a 'generalist' parasite, the hen
flea Ceratophyllus gallinae. Parasitology 115: 419-427.

TRIPET F, RICHNER H. 1999a. Dynamics of Hen Flea Ceratophyllus gallinae subpopulations
in Blue Tit nests. Journal of Insect Behaviour 12: 159—174.

TRIPET F, RICHNER H. 1999b. Density-dependent processes in the population dynamics of a
bird ectoparasite Ceratophyllus gallinae. Ecology 80: 1267-1277.

VAN RIPER III C, VAN RIPER SG, GOFF ML, LAIRD M. 1986. The epizootiology and
ecological significance of malaria in Hawaiian land birds. Ecological Monographs
56: 327-344.

VOTYPKA J, OBORNIK M, VOLF P, SVOBODOVA M, LUKES J. 2002. Trypanosoma avium of
raptors (Falconiformes): phylogeny and identification of vectors. Parasitology 125:
253-263.

WESOLOWSKI T. 2000. What happens to old nests in natural holes? Auk 117: 498-500.

WESOLOWSKI T, STANSKA M. 2001. High ectoparasite loads in hole-nesting birds - a
nestbox bias? Journal of Avian Biology 32: 281-285.






Capitulo

Peso del nido, eficiencia en la incubacion y
estado de salud de la hembra en el herrerillo
comun (Parus caeruleus)

GuUSTAVO TOMAS, SANTIAGO MERINO, JUAN MORENO, JUAN JOSE SANZ, JUDITH

MORALES, SONIA GARCIA-FRAILE

RESUMEN

En este trabajo se examinan dos de las varias hipotesis que se han propuesto para
explicar la variabilidad intraespecifica en el tamafo del nido. La hipodtesis de la
termorregulacion sugiere que el tamafio del nido se optimizaria para mantener la
temperatura de los huevos y minimizar las fluctuaciones de temperatura.
Recientemente, se ha sugerido que el tamafio del nido podria reflejar el estado de
salud o la calidad fenotipica de su constructor, actuando asi como un caracter sujeto a
seleccion sexual (hipotesis de la sefializacion sexual). Durante dos afios, se registro el
peso de los nidos de herrerillo comiin de una poblaciéon que nidifica en cajas-nido en
el centro de Espafia al inicio de la reproduccioén. Se registraron los parametros
reproductores y se midio a los adultos, obteniendo una muestra de sangre de las
hembras, a los tres dias de edad de los polluelos. Se detectd una relacion significativa
entre el peso del nido y el periodo de incubacidon, que apoyaria la hipotesis de la
termorregulacion. Las puestas eclosionaron antes en los nidos maés grandes en
comparacion con los pequenos. Asimismo, se encontrd una relacion positiva entre el
peso del nido y el éxito de eclosion en uno de los afios de estudio. Los niveles de
inmunoglobulinas de las hembras a los tres dias de edad de los polluelos se

relacionaron negativamente con el peso del nido, y las hembras no infectadas por
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Trypanosoma sp. construyeron nidos significativamente mas grandes que las
infectadas en uno de los afios de estudio. Un andlisis GRM controlando por las
posibles variables que pudieran afectar al peso del nido revel6 que la fecha de puesta
y el periodo de incubacidn estuvieron negativamente relacionados con el peso del
nido. Ademas, se detectd una interaccion significativa entre el afio y la prevalencia
de tripanosomas en las hembras, verificando el efecto de la infecciébn por
tripanosomas sobre el peso del nido en uno de los afios de estudio. Nuestros
resultados sugieren que el peso del nido en esta especie estd adaptado principalmente
a las necesidades de termorregulacion de la puesta, y que algunas medidas de la salud
de la hembra pueden estar involucradas en el esfuerzo destinado a la construccion del

nido en algunos afios, dependiendo probablemente de las condiciones ambientales.

INTRODUCCION intra- ¢ interespecifica en el tamafio del

nido (Hansell 2000), especialmente

. , ara especies con nidos abiertos. No
Los nidos son estructuras mas o menos p p

. . obstante, el tamafio del nido puede
complejas que son construidas por la

. . también ser importante para las
mayoria de las especies de aves con

. s especies que anidan en cavidades. Los
fines reproductivos. La construccion

. nidos construidos en cavidades estan
del nido puede acarrear costes

. s mas protegidos de las condiciones
evidentes en términos de gasto de proteg

. . Y externas, y no es probable que estén
tiempo y energia o exposicion a los

. expuestos a un riesgo de caida, pero
depredadores, y por esta razén, cabe p g - P

esperar que el tamafio del nido esté pueden sufrir inundaciones ocasionales

cuidadosamente ajustado en funcién de (Wesotowski et al. 2002). Puesto que

. . los nidos situados en cavidades no
las presiones de seleccion que operen

T o pueden ser observados desde fuera, no
en cada especie e individuo. Asimismo,

cabe esperar que las propiedades del es probable que el riesgo de deteccion

nido se ajusten apropiadamente a los por parte de depredadores visuales

L . . actue como fuerza selectiva importante
requerimientos de la incubacion y la

. sobre las caracteristicas del nido.
crianza de los polluelos.

Existe una extensa bibliografia Varias hipdtesis han tratado  de

dedicada al estudio de la variabilidad explicar la variabilidad intraespecifica

natural observada en el tamafo del nido
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de las aves, algunas de las cuales
pueden ser aplicadas tanto a nidos
abiertos como a nidos construidos en
cavidades. En este trabajo se examinan
dos de las hipotesis planteadas, que no
son mutuamente excluyentes. La
hipotesis de la termorregulacion
sugiere que el material del nido podria
ayudar a mantener la temperatura de
los huevos 'y minimizar las
fluctuaciones de temperatura (White y
Kinney 1974; Whittow y Berger 1977;
Kern 1984; Hoi et al. 1994), y por lo
tanto el peso del nido deberia estar
asociado a la longitud del periodo de
incubacion y al éxito de eclosion. Otra
hipdtesis mas reciente sugiere que el
tamafo del nido podria reflejar el
estado de salud o la calidad fenotipica
de su constructor (hipotesis de la
sefializacion sexual, Moreno et al.
1994; Soler et al. 1998a). En este
escenario, cabria  esperar  una
asociacion entre el peso del nido y
alguna medida de la calidad o la salud
del constructor.

El esfuerzo que invierte un ave en
la construccion del nido puede estar
mediado por su estado de salud o su
calidad fenotipica (Lens et al. 1994), ya
que los nidos mas grandes (Lens et al.
1994; Soler et al. 1998b) o los

construidos en menos tiempo (De Neve

y Soler 2002) estdn asociados a

individuos en mejor condicion. Para las
aves que anidan en cavidades, los
costes de construccion del nido se han
achacado principalmente al riesgo de
depredacion del adulto durante el
periodo de construccion (Collias y
Collias 1984) y al coste energético del
transporte del material en vuelo
(Slagsvold 1989a). En general, diversos
tipos de evidencias apoyan la idea de
que el esfuerzo de construccion del
nido ha sido tan importante en términos
de pérdida de tiempo y energia que la
seleccion ha favorecido su
minimizacion (Hansell 2000). Tamanos
de nido reducidos (p.ej. Snow 1978),
robo de materiales de los nidos de
conespecificos (p.ej. Carrascal et al.
1995; Moreno et al. 1995), o la
usurpacion de nidos dentro de y entre
especies (p.ej. Lindell 1996), son
algunos ejemplos que apoyan esta idea.
En el herrerillo capuchino (Parus
cristatus), que anida en cavidades, la
fecha de puesta puede adelantarse si el
macho ayuda a la hembra en la
construccion del nido, lo que redunda
en  mejores posibilidades de
supervivencia para los polluelos, y la
decision del macho de ayudar o no
depende de su condicion corporal
(Lens et al. 1994).

Los herrerillos comunes Parus

caeruleus nidifican en cavidades o
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agujeros ya excavados en arboles, y
aceptan de buen grado las cajas-nido
cuando se les  proporcionan.
Construyen un nido en forma de copa,
que consiste en una base de musgo, a
menudo mezclado con paja o hierba
seca, y un forro hecho de hierba fina
seca, pelo, lana o algunas plumas. En
algunos casos, se afladen al nido
algunos fragmentos de plantas verdes
que pudieran contener compuestos
secundarios con propiedades
antiparasitarias (Lambrechts y Dos
Santos 2000). El nido lo construye la
hembra sola (Cramp y Perrins 1998), si
bien se ha documentado que el macho
puede colaborar en determinados casos
(Lens et al. 1994). Siguiendo la
clasificacion de Hansell (2000), las
técnicas de construccion empleadas por
el herrerillo incluyen la acumulacion
del musgo, el entrelazado de los
fragmentos de paja y hierba seca, y
finalmente el enredado cuidadoso de
los materiales del cuenco.

Para las especies que anidan en
cavidades, hay una limitaciéon obvia
sobre el tamafio del nido inherente a las
dimensiones de la cavidad (p.ej.
Karlsson y Nilsson 1977; Slagsvold
1989a). Por ello, los estudios en cajas-
nido representan un escenario ideal
para estudiar la variacion en el tamafio

del nido en una especie que nidifica en

cavidades, puesto que todas las parejas
reproductoras comienzan la
construccion en una cavidad de
dimensiones conocidas e idénticas. Por
otra parte, la mayoria de los estudios
sobre caracteristicas de los nidos estan
basados en medidas del nido obtenidas
después de que los polluelos hayan
volado, a pesar de que la incubacién y
la crianza de los polluelos pueden
provocar  perturbaciones en las
caracteristicas del nido (p.ej. Palomino
et al. 1998). Los nidos de algunas
especies que anidan en cavidades
poseen una estructura delicada que no
puede manipularse sin ser dafiada. En
cambio, los nidos de herrerillo comtn
permiten la manipulacion, ya que son
una estructura compacta que puede
sacarse con facilidad y devolverse a la
caja-nido tras su exploracion.

En nuestra poblacion de estudio, los
nidos de herrerillo muestran una gran
variabilidad de tamafos, por lo que el
propoésito de este estudio es explorar
los factores que determinan dicha
variabilidad, a la luz de dos de las
hipotesis planteadas. Si los
requerimientos de termorregulacion
son primordiales, predecimos una
asociacion negativa del peso del nido
con la fecha de puesta y la duracion del

periodo de incubacion, y positiva con

el éxito de eclosion. Si el tamafnio del
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nido o su construcciéon actian como
una sefial de la condicion corporal de la
hembra, predecimos una asociacion
positiva del peso del nido con alguna

medida indicadora de su salud.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio y medidas de

los nidos

El estudio se llevé a cabo en un bosque
caducifolio de roble melojo (Quercus
pyrenaica)  situado en  Valsain
(Segovia, 40°54’N, 4°01°0, 1200 m
sm.m.). La poblaciéon de herrerillo
comun (Parus caeruleus) que nidifica
en cajas-nido en esta area ha sido
estudiada desde 1991 (Sanz 2002).
Cada ano, las cajas nido (4rea interna
de la base: 125 x 117 mm) son
inspeccionadas periddicamente para
determinar los parametros
reproductores, y son vaciadas al final
de la estacion reproductora. Se estimd
el periodo de incubacion como el
tiempo transcurrido desde la puesta del
pentltimo huevo hasta la fecha de
eclosion. Como estimador del tamafno
del nido y el esfuerzo de construccion,
se registrd el peso del nido. En 2001, se

retiraron cuidadosamente los huevos

durante la puesta y se sacaron los nidos

de la caja-nido para obtener su peso
con una balanza portatil de precision
0.1 g (Pocket-240; Gram Precision,
SL., Barcelona). En 2002, se obtuvo el
peso de los nidos a los tres dias de edad
de los polluelos, a fin de evitar la
manipulacion de los huevos. En 2004,
se registrd el peso de varios nidos de
herrerillo en estos dos momentos,
mostrando que ambas medidas estan
fuertemente correlacionadas (> = 0.90,
p = 0015, n = 5), como se ha
demostrado en otros estudios (p.ej. Hoi
et al. 1996). En 2005, se obtuvo el peso
y se midi6 la altura (desde el fondo de
la caja hasta el borde del cuenco) de
varios nidos durante la incubacion, para
probar que el peso del nido es un buen
estimador de su tamafio (> = 0.88, p <

0.001, n = 14).

Medidas de los adultos

A los tres dias de edad de los polluelos
(fecha de eclosion = dia 0), se capturd a
los adultos mientras alimentaban a los
polluelos en las cajas-nido. Machos y
hembras fueron datados como juveniles
0o de mas de un afo segiin Svensson
(1992), y se obtuvo su peso corporal
con una balanza de precision 0.05 g.
Inmediatamente tras la captura, se

extrajo sangre de la vena braquial de
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las hembras con la ayuda de un capilar
heparinizado. Una gota de sangre fue
extendida sobre un portaobjetos para la
deteccion de parasitos sanguineos, y el
resto fue centrifugada (2000 x g, 5 min)
con una centrifuga portatil (Labnet,
Mini Centrifuge, Cat. N° 1201-220V,
Woodbridge, NJ, USA). Las fracciones
plasmaticas  fueron separadas 'y
congeladas para su posterior analisis.
Los frotis sanguineos se dejaron secar
al aire inmediatamente y después se
fijaron con etanol (96 %) y se tifieron
con Giemsa (1/10 v/v) durante 45 min.
Una de las dos mitades simétricas de
examinada al

cada frotis fue

microscopio a 200 aumentos en busca

de parasitos grandes como
Trypanosoma 0 Leucocytozoon,
mientras que los parasitos

intracelulares mas pequefos como
Haemoproteus fueron detectados a
1000 aumentos (Merino y Potti 1995;
Merino et al. 1997). A partir de la
muestra de plasma, se determinaron los
niveles de inmunoglobulinas mediante
ELISA  directo  empleando  un
anticuerpo anti-gallina conjugado con
peroxidasa (Sigma), segun Martinez et

al. (2003, Capitulo 3).

Analisis estadisticos

Para evitar la pseudorreplicacion, los
datos de las hembras que criaron en
ambos afios se emplearon solo una vez
(2001 6 2002), segin una seleccion
aleatoria, en aquellos andlisis en que se
juntaron los dos afios. Se llevaron a
cabo correlaciones o ANOVA para
examinar las relaciones entre el peso
del nido y cada variable
individualmente. Se realizd6 un modelo
de regresion general (GRM, Statsoft
2001) aplicando resolucidon por pasos
hacia atras para identificar los factores
significativos que determinaron el peso
del nido. El peso del nido se introdujo
como variable dependiente, con el afno
y la prevalencia de Trypanosoma de la
hembra como variables categoricas y la
fecha de puesta, el tamafio de puesta, el
periodo de incubacion y el éxito de
eclosion como variables continuas.
Asimismo, se  exploraron  las
interacciones entre afio y prevalencia
de Trypanosoma, ano y periodo de
incubacion, y afio y éxito de eclosion.
Los parasitos sanguineos para los que
no se detectdé ningun efecto sobre el
peso del nido en ninguno de los dos
afios de estudio no fueron incluidos en
el GRM. En los analisis que incluyen el

periodo de incubacién, se descartaron
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los nidos con periodos de incubacion
estimados superiores a una desviacion
tipica sobre la media de la poblacion.
El éxito de eclosion (proporcion de
huevos que eclosionan) se transformo
con el arcoseno de la raiz cuadrada
antes de emplear tests paramétricos.
Los niveles de inmunoglobulinas en los
analisis son los residuos una vez
controlado el efecto de la variabilidad
que existe entre placas. No fue posible
comparar los niveles de
inmunoglobulinas entre afios, ya que
los andlisis de laboratorio se realizaron
en anos distintos con lotes de
anticuerpo distintos, y no se incluyeron
controles en las placas de ELISA. La
repetibilidad del peso del nido de la
hembra entre afios se estimo calculando
el coeficiente de correlacion intraclase.
Los componentes de la varianza se
estimaron con un ANOVA de una via
(Lessels y Boag 1987; Sokal y Rohlf
1995). Todos los anélisis son de dos

colas. Los wvalores mostrados son

medias + error estandar.

RESULTADOS

Inicialmente, se incluyeron en el
estudio un total de 162 nidos (103 en
2001 y 59 en 2002). ElI peso de los

nidos construidos por los herrerillos en

nuestra poblacion de estudio oscild
entre 13.3 gy 38.5 g, con una media de
246 + 044 g (n = 135). La
repetibilidad (R) entre afnos del peso
del nido construido por las mismas
hembras fue significativa (R = 0.33;
Fr27 = 2.00; p = 0.040; n = 27). El
peso del nido no difirié entre afios (¢ =
0.75; gl = 133; p = 0.456), y tampoco
el tamafio de puesta (test de la U de
Mann-Whitney: Z = -0.49; p = 0.622).
Las fechas de puesta (¢ = -4.04; gl =
133; p < 0.001) y de eclosion (¢ = -
2.02; gl = 130; p = 0.045) fueron mas
tempranas en 2001 que en 2002. El
periodo de incubacion fue mas largo en
2001 que en 2002 (t=2.77; gl =103; p
= 0.007). El ¢éxito de eclosion fue
mayor en 2002 que en 2001 (¢ = -3.00;
gl=130; p=10.003).

El peso del nido no estuvo
correlacionado con la fecha ni el
tamafio de puesta en ninguno de los dos
afios (p > 0.50), pero se correlaciond
negativamente con la fecha de eclosion
(F1128 = 4.56; p = 0.034; afio: F 128 =
1.95; p = 0.165; afio x fecha de
eclosion: Fi 123 = 2.02; p = 0.157), de
modo que las puestas eclosionaron
antes en los nidos mas grandes. El
periodo de incubacion fue
significativamente mas corto en los
nidos mas grandes (Fig. la; peso del

nido: Fi 101 = 4.73; p = 0.032; ano:
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Fii01 = 424; p = 0.042; fecha de
puesta: F 101 = 26.77; p < 0.001). Las
puestas mas tempranas tuvieron
periodos de incubacion mas largos que
las puestas mas tardias (Fig. 1b).
Solamente en 2002, los nidos mas
grandes mostraron un mayor éxito de
eclosion (rs9 = 0.27, p = 0.035; Fig. 2).

Sin embargo, el peso del nido estuvo

solo marginalmente correlacionado con
el éxito de eclosion cuando se controld
por el afio y la fecha de puesta (peso
del nido: F 127 = 3.55; p = 0.062; afio:
Fi127 = 2.10; p = 0.149; fecha de
puesta: F 127 = 11.38; p = 0.001; peso
del nido x afio: Fii27 = 3.66; p =
0.058).
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Fig. 1. (a) Relacion entre el peso del nido de los herrerillos comunes y el periodo de
incubacién. (b) Relacion entre la fecha de puesta (1 de abril = 1) y el periodo de
incubacion para los nidos de herrerillo comun.
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Fig. 2. Relacion entre el peso del nido de los herrerillos comunes y el éxito de

eclosion en 2002.

Las hembras que construyeron
nidos mayores mostraron niveles mas
bajos de inmunoglobulinas al comienzo
de la fase de crianza de los polluelos en
2001 (r36=-0.35; p = 0.034; Fig. 3). El
mismo resultado se obtuvo al controlar
por la fecha de puesta (nivel de
inmunoglobulinas: Fj33 = 4.70; p =
0.038; fecha de puesta: F';33=0.02; p =
0.891). Sin embargo, esta relaciéon no
apareci6 en 2002 (p > 0.35). La
intensidad de infeccion por
Haemoproteus majoris y la prevalencia
de infeccion por Leucocytozoon

majoris de la hembra no estuvieron

relacionadas con el peso del nido en

ninguno de los dos afos de estudio (p >
0.05). Solamente en el primer afio
(2001), las hembras infectadas por
Trypanosoma  avium  construyeron
nidos mas pequeios que las no
infectadas (F13 = 6.04; p = 0.016;
hembras infectadas: 23.0 + 0.72 g,
hembras no infectadas: 25.8 + 0.78 g;
Fig. 4). Cuando se juntaron los dos
afios, esta relaciéon fue marginalmente
significativa (F 110 = 3.83; p = 0.053;
afio: Fi 110 = 0.46; p = 0.499). El peso
corporal o la edad (juveniles o adultos)
de machos y hembras no estuvieron

relacionados con el peso del nido (p >

0.05).
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inmunoglobulinas de la hembra a los tres dias de edad de los polluelos en 2001. Los
valores de inmunoglobulinas son residuos tras controlar por la variabilidad entre

placas.

El analisis GRM mostré que, al
controlar por otras variables (véase
Material y métodos), la fecha de puesta
(F187=4.79; p =0.031) y el periodo de
incubacion (F; g7=6.18; p = 0.015; Fig.
la) estuvieron relacionados
significativamente de forma negativa

con el peso del nido. Asimismo, se

encontrd una interaccion significativa

entre el afio y la prevalencia de
Trypanosoma de la hembra (Fg7 =
5.03; p = 0.028). Las hembras
infectadas por Trypanosoma
construyeron nidos mas pequefios que
las no infectadas en 2001 (test LSD de
Fisher: p = 0.025; Fig. 4), pero no en

2002 (test LSD de Fisher: p = 0.865).
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Fig. 4. Medias + error estandar del peso del nido construido por las hembras de
herrerillo comun infectadas o no por Trypanosoma avium en 2001.

DISCUSION

El nido y los comportamientos
asociados a su construccién son rasgos
mostrados por los individuos de la
mayoria de las especies de aves, pues el
nido tiene la importante funcion de
proporcionar  proteccion para los
huevos y los polluelos. La construccion
del nido implica complejos
comportamientos, desde la seleccion de
un lugar adecuado para nidificar hasta
la decoraciéon del nido que exhiben
algunas especies. Las investigaciones
sobre la reproduccién de las aves se

han centrado fundamentalmente en el

intervalo que va desde la copula (p.ej.
estudios sobre paternidad) hasta Ia
emancipacion de los  polluelos,
mientras que el proceso de
construccion del nido ha recibido
menos atencion en la literatura sobre
las estrategias vitales de las aves
(Hansell 2000). Esta falta de atencion
ha estado originada por la suposicion
de que los costes de construccion del
nido son despreciables en comparacion
a los costes de la incubacion y la
crianza de los polluelos.

En nuestro estudio, el peso de los
nidos construidos por las hembras de

herrerillo  fue significativamente
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repetible entre afos. Hasta donde
sabemos, ningin otro estudio ha
documentado estimaciones de
repetibilidad  para  un  caracter
directamente relacionado con el tamafo
del nido.

Para especies que construyen nidos
abiertos, se han  documentado
relaciones entre el tamafio del nido y el
tamafio de la puesta en estudios
descriptivos (p.ej. Moller 1982) vy
experimentales (p.ej. Soler et al. 2001).
Hasta donde sabemos, el tinico estudio
que ha explorado esta relacion en una
especie que nidifica en cavidades ha
sido llevado a cabo en una poblacién
de carbonero comun (Parus major) que
cria en cajas-nido (Alabrudzinska et al.
2003), donde se encontré que el peso
del nido estaba negativamente
correlacionado con el tamafio de la
puesta. En nuestro estudio no se
encontr6 ninguna relacion entre el
tamafio del nido y el tamafio de la
puesta. El tamafio de puesta puede estar
positivamente asociado con otras
caracteristicas del nido como el
didmetro interno o el volumen del
cuenco (Slagsvold 1989b), lo que
supone la base de otra hipdtesis
propuesta para explicar la variacion en
el tamafio del nido, pero cuya

exploracion no es el objetivo de este

estudio.

Encontramos una relacion entre el
peso del nido y la fecha de eclosion, de
tal modo que las puestas eclosionaron
antes en los nidos mas grandes. Esta
diferencia se debi6 a que los nidos mas
grandes  tuvieron  periodos  de
incubacién mas cortos que los nidos
mas pequefios. Este resultado apoya la
hipotesis de la termorregulacion,
puesto que indicaria que los nidos mas
grandes son mas capaces de mantener
la temperatura de los huevos vy
minimizar las  fluctuaciones de
temperatura (White y Kinney 1974;
Whittow y Berger 1977; Kern 1984;
Hoi et al. 1994). En este sentido,
Lombardo et al. (1995) mostraron que
el aislamiento del nido afecta al
rendimiento  reproductor de la
golondrina canadiense (7achycineta
bicolor), ya que los nidos donde se
elimind experimentalmente el forro de
plumas  tuvieron  periodos  de
incubacion mas largos que los nidos
control. Asimismo, se ha demostrado
que la densidad del nido o el grosor de
su pared afectan al flujo de calor y la
conductancia térmica (Whittow y
Berger 1977; Skowron y Kern 1980).
De la misma manera, Hoi et al. (1994)
mostraron que los nidos mas grandes
del péjaro moscon (Remiz pendulinus)
podrian mantener la temperatura de los

huevos durante aproximadamente cinco
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minutos mas que los nidos mas

pequefios, cuando las  hembras
abandonaran el nido para alimentarse.
Ademas, encontramos que las puestas
mas tempranas tuvieron periodos de
incubacién mas largos que las puestas
mas tardias. Esto podria explicarse en
base a que los herrerillos que se
reproducen antes en la estacion se
tienen que enfrentar a  unas
temperaturas ambientales mas frias que
los mas tardios, lo que probablemente
complica el proceso de incubacion. El
aislamiento térmico del nido deberia
ser mds importante cuando sea mas
probable que el estrés térmico afecte al
éxito reproductor (Wiebe 2001). Asi,
construir un nido mas grande puede ser
mas importante para las hembras mas
tempranas, y nosotros encontramos que
las fechas de puesta mas tempranas se
asociaron con los nidos mas grandes,
como cabria esperar.

Por otra parte, la relacién entre el
peso del nido y el éxito de eclosion
apoyaria también la hipdtesis de la
termorregulacion. Un nido mejor
aislado permite un mejor desarrollo
embrionario de los polluelos, evitando
la muerte causada por hipotermia
(White y Kinney 1974; Drent 1975).
Moller (1982) encontré un menor €xito

de eclosion en los nidos pequefios de

golondrina comun Hirundo rustica que

en los nidos grandes. Alabrudzinska et
al. (2003) encontraron que el éxito de
eclosion de los huevos de carbonero
comun estaba asociado positivamente
con el peso del musgo y con su
proporcion sobre el peso total del nido,
pero no con el peso del nido. La
relacion que nosotros documentamos
fue observada solamente en uno de los
y fue

dos anos de estudio,

marginalmente significativa  tras
controlar por afio y por fecha de puesta.
Quiza la variacion interanual en las
condiciones ambientales podria
explicar este resultado, ya que hemos
mostrado que en el segundo afio de
estudio el éxito de eclosion fue mayor
y los periodos de incubacion mas
cortos que en el primero.

Hemos mostrado que la prevalencia
de infeccion por tripanosomas esta
relacionada con la  variabilidad
observada en el peso del nido de los
herrerillos en uno de los afios de
estudio. Este resultado apoya la idea de
que la construccion del nido puede ser
una actividad costosa en algunas
especies, ya que so6lo aquellas hembras
en mejor estado de salud podrian ser
capaces de construir un nido grande.
Quiza una estacion reproductora mas
favorable en 2002 en relacion a 2001
podria explicar por qué el efecto de la

infeccion por Trypanosoma sobre el
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peso del nido fue detectado sélo en
2001. Asi, existiria un compromiso
entre el estado de salud y la inversion
en la reproduccion que podria ser
detectado tan pronto como en el
proceso de construccion del nido. Hasta
donde sabemos, solo dos estudios
(Lens et al. 1994; Broggi y Senar 2000)
han documentado una relacion entre la
construccion del nido y algin
parametro relacionado con el estado de
salud, una presuncién necesaria para
considerar la construccion del nido
como un caracter sujeto a seleccion
sexual. En este sentido, se observd una
relacion negativa entre el nivel de
inmunoglobulinas de la hembra y el
peso del nido, s6lo en el primer afio de
estudio. Por otra parte, se ha mostrado
en un estudio interespecifico que el
tamafio del nido esta correlacionado
con la respuesta inmune celular (Soler
et al. 2004). Este hecho apoya la idea
de que la construccion del nido es una
actividad costosa, no solo en términos
de consumo de energia y tiempo, sino
también porque la inmunosupresion
mediada por hormonas durante Ila
reproduccion incrementa la
susceptibilidad a los parésitos y otras
enfermedades, y por tanto las especies
que invierten mas en la construccion
del nido deberian poseer un sistema

inmune mas fuerte (Soler et al. 2004).

Se ha demostrado que el tamafo del
nido en el carbonero comin se
relaciona con la coloracion del plumaje
de la hembra (Broggi y Senar 2000).
Asumiendo que los nidos de herrerillo
son construidos por la hembra (Cramp
y Perrins 1998), si el nido o su
actividad de  construccion  son
evaluados por los machos para obtener
informacion sobre el estado de salud de
la hembra o su disposicion a invertir en
la reproduccion, como predice la teoria
de la sefializacion sexual (Moreno et al.
1994; Soler et al. 1998a), los machos
deberian modificar su esfuerzo parental
en consecuencia (Burley 1986; Sheldon
2000). Por ello, seria interesante
registrar medidas de la inversion
reproductora del macho y estudiar su
posible asociacion con las
caracteristicas del nido en especies
donde es la hembra quien construye.

En resumen, hemos mostrado que
el peso del nido en esta especie estd
principalmente  ajustado a  los
requerimientos de termorregulacion de
la puesta, y que algunas medidas de la
salud de la hembra influyen en el
esfuerzo de construccion del nido en
algunos anos, dependiendo
probablemente de las condiciones
ambientales. Nuestros resultados dejan

abierta una puerta prometedora para

toda una serie de manipulaciones del
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tamano del nido en especies que
nidifican en cavidades. En la
bibliografia sobre estrategias vitales en
aves, es bastante comun encontrar
estudios donde la puesta o la nidada se
han manipulado experimentalmente
con el fin de detectar compromisos
reproductivos. Por el contrario, las
caracteristicas del nido han sido
consideradas menos frecuentemente,
incluso en lo que se refiere a
aproximaciones no experimentales. Por
ello, la importancia que el nido y su
proceso de construccidn tienen para el
periodo reproductor es todavia poco
conocida, aunque parece cierto que un
mayor esfuerzo de investigacion sobre
las propiedades del nido, como su
tamafio, su forma o su composicion

material, puede desvelar relaciones
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Conclusiones

1. La evaluacion de la respuesta al
estrés mediada por HSPs es una
herramienta nueva y eficaz para la
evaluacion del estrés fisioldgico y
ambiental de los organismos y sus
resultados

poblaciones.  Nuestros

pretenden facilitar futuras
investigaciones en estudios de campo,
al indicar que no es necesario
centrifugar y congelar las muestras de
sangre  inmediatamente  tras  su
obtencién, sino que es suficiente con
mantenerlas en una nevera portatil. La
centrifugacion y la congelacion pueden
realizarse hasta 8 horas después de la
extraccion, ya que en este tiempo no se
producen variaciones en los niveles de

HSP70 o HSP60.

2. Presentamos un sencillo protocolo
util para determinar la cantidad de
inmunoglobulinas presentes en el

plasma  sanguineo de diferentes

especies de aves silvestres, mediante un

ELISA directo y empleando un
anticuerpo anti-gallina fécil de obtener
varias

a través de compaiiias

comerciales.

3. Encontramos evidencia experimental
de que la infeccion por pardasitos
sanguineos induce una respuesta de
estrés en aves en condiciones naturales,
y detectamos la existencia de costes del
parasitismo o de las defensas
fisiologicas frente a ¢él sobre la eficacia
biologica. Nuestros resultados sugieren
que la condicioén inicial de las aves
juega un papel importante en la
respuesta de estrés frente a los
parasitos, e indican que el parasitismo,
la respuesta de estrés y la funcidén
inmunitaria pueden estar estrechamente

interconectados.
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4. Una disminucion experimental de las
parasitosis sanguineas y la reduccion
asociada de los niveles de
inmunoglobulinas permiten a las
hembras destinar mas recursos hacia el
cuidado  parental, resultando en
beneficios para los polluelos. Asi,
apoyamos la existencia del
compromiso entre esfuerzo reproductor
y defensa inmune en un sistema
hospedador-parésito natural, ayudando
a entender el significado evolutivo de
la conexion entre el parasitismo, la
respuesta inmune, las decisiones de
eficacia

estrategias vitales y la

biologica.

5. Un experimento de manipulacion del
tamafio de la nidada permiti6 detectar
disminuciones de los niveles de HSP60
en las hembras que atendieron nidadas
reducidas, y de los niveles de
inmunoglobulinas en las que atendieron
nidadas aumentadas. Nuestros
resultados sugieren que el estrés
fisiologico podria ser wun factor
limitante del esfuerzo parental durante

la reproduccion de los herrerillos.

6. Los herrerillos que reutilizan
cavidades que contienen nidos viejos
de la estacion anterior pagan un coste
causado por la presencia de
ectoparasitos. Este coste surgido en
términos de un menor éxito reproductor
y un menor peso corporal de las
hembras tras la  reproduccion.
Detectamos un coste adicional en
forma de mayor infeccidon por parasitos
sanguineos en las hembras cuanto
mayor fue la  abundancia de
ectoparasitos. Los costes de
reutilizacion de los nidos podrian verse
reducidos en aquellas areas y/o afios
con baja incidencia del

ectoparasitismo.

7. La variabilidad observada en el
tamafio del nido del herrerillo parece
estar adaptada principalmente a las
necesidades de termorregulacion de la
puesta. Algunas medidas de la salud de
la hembra pueden estar involucradas en
el esfuerzo destinado a la construccion
del nido en algunos afios, lo que
apoyaria la hipédtesis de que el tamano
del nido y su proceso de construccion
puede ser rasgos sujetos a seleccion

sexual.
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