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INTRODUCCION GENERAL Y ANTECEDENTES

EFECTOS PERJUDICIALES DE LOS PARASITOS MALARICOS
EN EL EXITO REPRODUCTOR DE SUS HOSPEDADORES

¢ Qué son parasitos?

Cuando hablamos de parésitos generalmente pensamos en visitas al veterinario
con nuestras mascotas, vacunas para el viajero de paises exoticos o de algunas
enfermedades que afectan al hombre y al ganado, con las graves perjuicios econdmicos
que pueden ocasionar. Rdpidamente la imagen de un gusano repulsivo se nos viene a la
mente. Podriamos decir, de una manera coloquial, que los parésitos tienen “mala
prensa”. Sin embargo, los depredadores matan a sus presas y les atribuimos cualidades
humanas como el valor o la nobleza, mientras que en muchos casos los parasitos no
matan a los individuos que parasitan e, incluso, muchos estudios no han podido
demostrar sus efectos nocivos. Parece, por tanto, que la relacion es mucho mas compleja
de lo que a primera vista parece.

Si atendiésemos al origen etimologico de la palabra, parasito es un “individuo
que se alimenta junto a otro” (del griego para = al lado; sito = alimentarse). Esta
definicion etimoldgica es simplista, ya que las relaciones interespecificas que se
establecen entre los organismos van mucho mas alla de la alimentacion. Desde el punto
de vista de la ecologia, el parasitismo es una relacién entre dos especies, una de los
cuales, el parasito, depende del otro para vivir y explota a su hospedador limitando sus
recursos durante toda o alguna parte de su vida. Es decir, los parésitos utilizan los
recursos de sus hospedadores para asegurar su propia supervivencia y reproduccion, de
forma que reducen la eficacia biologica del hospedador, llegando a ejercer presiones
selectivas sobre una gran variedad de caracteres del ciclo vital de los individuos

parasitados (Price 1980).
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Historia del estudio de los parasitos

Desde tiempos remotos los parasitos han intrigado a médicos y naturalistas, que
observaban como animales vivos se encontraban en el interior del intestino o en la
superficie del cuerpo de animales domésticos y del hombre. Si quisiéramos realizar una
busqueda historica de los primeros estudios de parasitos deberiamos remontarnos al afio
1500 antes de Cristo, a un conjunto de jeroglificos denominado “Papiro de Eber”, donde
varios fisicos egipcios describieron dos tipos de parasitos helminticos que infectaban a
sus pacientes (Bush ez al. 2001). Grandes naturalistas como Aristoteles, Plinio el Viejo,
Galeno, Vitruvio y Colmuela hablaban de diversos tipos de parésitos, sobre todo de los
gusanos intestinales que afectaban al hombre y a animales domésticos. Pero no fue
hasta el desarrollo de la biologia moderna, y con el invento del microscopio, cuando
comienza la historia de la verdadera Parasitologia. Posteriormente, con el
descubrimiento del haemosporidio Plasmodium, causante del paludismo, por Laveran
en 1880, y de su mecanismo de transmision a través del insecto vector Anopheles por
Ronald Ross en 1897, la entomologia médica y la parasitologia tomaron una mayor

relevancia en la medicina humana y veterinaria (Pérez-Iiiigo 1976)

Phyllum Apicomplexa: representantes y caracteristicas

Los representantes del phylum Apicomplexa son parasitos intracelulares de
reptiles, aves y mamiferos que presentan unas caracteristicas morfoldgicas y de
desarrollo similares (Levine 1985). Destaca dentro del phylum el suborden
Haemosporina, al que pertenecen los géneros Haemoproteus, Leucocytozoon y
Plasmodium. Su ciclo vital es bastante complejo (figura 1), desarrollando varias etapas
en tejidos y en células sanguineas de sus hospedadores (Garnham 1966). La forma de
transmision de un hospedador a otro es mediante insectos del orden Diptera.
Ectoparasitos como chinches (Oeciacus), piojos (Bruelia), pulgas (Ceratophyllus),
moscas (Siphonaptera) y acaros (Dermanyssus) también han sido descritos como
potenciales vectores de parasitos sanguineos (Hill & Clark 1993; Clark et al.1993).

El descubrimiento de los Haemoproteus parasitos de aves, primeros
hospedadores vertebrados en que fue constatada su presencia, fue realizado por

Danilewsky en 1889. Estas observaciones iniciales se refieren solo a las formas de los
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gametocitos observadas en los glébulos rojos, para las que Labbé (1894) introdujo el
nombre de Halteridium, con el que durante bastante tiempo han sido designados los
parasitos de este género, a causa de ser ésta la forma que mas frecuentemente adoptan
los gametocitos en los eritrocitos parasitados (Covaleda y Gallego 1950). En los tltimos
anos se ha realizado un gran avance en los estudios de identificacion y filogenia de los
parasitos haemosporidios gracias a la aplicacion de técnicas moleculares basadas en la

amplificacion de ADN (i.e. Bensch ef al. 2004; Pérez-Tris et al. 2005)

Fig. 1 El ciclo de vida complejo de un parasito hemosporidio comienza con (A) la
picadura de un insecto vector infectado a un ave. Las etapas de desarrollo de la

infeccion ocurren de forma separada en (B) el ave hospedadora y (C) el insecto vector.

(Tomada de Atkinson 1999)
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Los hemosporidios aviares tienen una distribucion cosmopolita y una gran
prevalencia, habiendo sido registrados en el 68 por ciento de las especies de aves
examinadas (Atkinson y van Ripper 1991). Esta amplia distribucion les convierte en un
modelo inmejorable para el estudio de las interacciones hospedador-parasito. Se han
descrito unas 450 especies de parasitos sanguineos en las cerca de 4.000 especies de
aves de todo el mundo (Bishop & Bennett 1992). Haemoproteus (figura 2) es el género
mas encontrado, siendo registrado en el 67 por ciento de las especies de aves infectadas

(Atkinson y van Ripper 1991).

Figura 2. Microgametocito de Haemoproteus dentro de un globulo rojo de Avion

Comun (Foto A. Marzal)

De cualquier forma, ciertas familias de aves parecen ser mas susceptibles a ser
infectadas que otras. Las razones de estas diferencias no estdn completamente
estudiadas, aunque podrian ser debidas a la climatologia y otros factores ambientales,
diferencias en el héabitat o etoldgicas, ausencia de vectores e incluso a una especificidad
de hospedador como resultado de una coevolucion hospedador-parésito a lo largo del
tiempo. De hecho, muchas especies de Haemoproteus tienen una relativa especificidad
de hospedador, estando restringidas a especies hospedadoras muy proximas, incluso

dentro de la misma familia (Atkinson 1986).
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Otro parasito comun en el reino animal son protozoos zooflagelados de la clase
Zoomastigophora, como el género Trypanosoma (figura 3), cuyos representantes estan
presentes en la sangre de todos los vertebrados, y son responsables de enfermedades tan
perniciosas como la del suefio (7. brucei) y la de Changas (7. cruzi). Su forma de
transmision principal es por picaduras de insectos (Hickman ef al. 1998).

Las infecciones por especies de haemosporidios pueden persistir durante afios, e
incluso durante toda la vida del hospedador (Bishop et al. 1938; Sergent & Sergent
1952; Ahmed y Mohammed 1978). Los individuos infectados pueden desarrollar algiin
grado de resistencia a la infeccion por una cepa homoéloga del parasito y, a menudo,
muestran infecciones cronicas o latentes no detectables hasta que son reactivadas por
hormonas (activacion primaveral), o por estrés ambiental o fisiologico (Atkinson y van
Ripper III 1991).

Los efectos patologicos de la infeccidn por pardsitos sanguineos pueden ser
correlacionados con su desarrollo y ciclo de vida en los tejidos y células del torrente
sanguineo del hospedador, siguiendo un patron de fases clinicas muy similar entre los
distintos géneros: inicial, aguda, critica y latente o crénica (Atkinson y van Ripper III

1991).

Figura 3. Trypanosoma en el torrente circulatorio de Avion Comun (Foto A. Marzal)
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Diversidad y abundancia de los parasitos

El parasitismo es uno de los tipos de interaccion mas extendido en la naturaleza,
pues pardsitos pueden ser desde virus, bacterias y hongos hasta metazoos, y las
apreciaciones mas antiguas apuntaban a que de los casi dos millones de especies
conocidas, mas del diez por ciento tienen vida parasita. En cambio, Peter Price (1980)
afirmaba que el parasitismo es la forma méas comunmente utilizada entre los seres vivos
para utilizar un recurso, estimando que mas de la mitad de los mismos son parasitos. Asi
pues, /cudntas especies de parasitos hay realmente? No cabe duda de que la diversidad
y abundancia de los pardsitos es extraordinaria. Por ejemplo, se calcula que existen
entre 10 y 100 veces mas de las 2.000 especies de parasitos nematodos descritas (Poulin
1996). Incluso es una de las formas de vida mas comunes en los otros phyla de gusanos
como los Platelmintos. Pero para salir de dudas s6lo tenemos que fijarnos en el trabajo
de Cathy Toft (1986), que contabilizé el nimero de especies parasitas y no parasitas en
todos los phyla conocidos, valorando que mas del 50 por ciento de las especies son
parasitas.

Ya sabemos, por tanto, que los parasitos son muy abundantes, y estan presentes
en los cinco reinos conocidos. Pero, ;cudl es la abundancia real de ellos en un
ecosistema? Si representasemos el nimero de individuos de las comunidades de un
ecosistema no nos cabe duda de que los parasitos serian los mas numerosos,
mostrandonos la clasica representacion del numero de individuos en las piramides
troficas inversas. Ahora bien, ;jcudl es la biomasa que aportan al ecosistema?
Habitualmente se ha considerado que la biomasa de los parasitos es insignificante (e.g.
Polis 1999), pero debemos preguntarnos si esta suposicion es correcta. Un estudio muy
ilustrativo de Kevin Lafferty y Armand Kuris (ver revisiéon en Hudson 2005) nos puede
dar la respuesta. Contabilizaron la biomasa aportada por los parasitos trematodos de
gasteropodos en el ecosistema de las marinas saladas de Carpinteria, California. De
manera muy grafica, indicaron que la biomasa aportada por los parasitos en esa
extension de 70 hectareas equivaldria a la contribuida por un rebafio de unos ocho
elefantes, con una tasa de reproduccion alta. Si tenemos en cuenta que el peso medio de
un elefante adulto ronda las 3 toneladas, no podemos dejar de pensar que el impacto

sobre el ecosistema ha de ser muy grande.
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Todo esto nos da una idea del papel tan importante que los parasitos pueden
desempefiar en casi todos los aspectos de la biologia evolutiva de los seres vivos y de
las aves en particular. Muchos estudios aseguran que lo pardsitos aviares son
importantes en la ecologia de sus hospedadores, pero sorprendentemente la mayoria de
los estudios de ecologia y biologia evolutiva los ignoraban hasta hace muy poco, aun
cuando pueden ser una de las causas mds importantes de muerte en la especie
hospedadora (Price 1980). Solo recientemente los cientificos han reconocido los
beneficios de usar registros de prevalencia e intensidad de parasitos hematozoos para
responder a cuestiones ecoldgicas, etologicas y evolutivas (Atkinson y van Riper III
1991). (Por qué este olvido? Se nos podrian ocurrir multilples y variadas razones para
explicar este hecho. En primer lugar, los parasitos son muy dificiles de observar. Tienen
pequeiio tamafo (microscopico en muchos casos), viven habitualmente dentro de otros
organismos y los ecdlogos no se fijan en ellos en los muestreos rutinarios de
ecosistemas y comunidades. Segundo, en el caso de encontrarnos con alglin parasito, su
aspecto generalmente nos parece repugnante. Es inevitable que al tomar muestras y
toparnos con un parasito en el interior de un animal la primera impresiéon que nos
produzca no sea agradable. No lo podemos negar, ningun estudiante tiene la idea de
dedicarse a contar gusanos planos en lugar de investigar el comportamiento jerarquico
del macho alfa en una manada de lobos. Tercero (y en opinion de muchos
investigadores, la razén mas importante): los efectos de los parasitos pueden ser muy
sutiles. Por ejemplo, podemos observar y estudiar el fenomeno de la predacion, pero
seria poco probable que nos diéramos cuenta de que la razon por la que una presa ha
sido devorada en lugar de otra radica en la diferencia de carga parasita que presentaban
ambas (Temple 1986; Moller y Erritzoe 2002). O descubririamos que la competencia
interespecifica determina la distribucion de especies de plantas a lo largo de un
gradiente ambiental, pero no veriamos que realmente fue una infeccion fingica la que
inclino la balanza hacia una de las especies (Saikonnen ef al. 1998). Como se ve en
estos sencillos ejemplos, los mecanismos son muy sutiles, pero el efecto final es muy
grande. No debemos olvidar que son un componente esencial basico de los ecosistemas
como factor selectivo de regulacion poblacional, pudiendo interaccionar con otros
factores como la depredacion (Meller y Erritzoe 2000). Por ello, resulta imprescindible
tener en cuenta los efectos del parasitismo en los estudios de comunidades y

ecosistemas.
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Coevolucion y especificidad

En este escenario se desarrollan interacciones antagdnicas entre el hospedador y
su capacidad para mitigar la infeccion parasitaria y el parasito, quien trata de optimizar
su beneficio (Festa-Bianchet 1989; Stearns 1992; Forbes 1993). Asi, los hospedadores
intentan evadir los costos derivados del parasitismo desarrollando defensas antiparasitas
efcicaces, mientras que los pardsitos intentan sobreponerse a estas defensas
desarrollando armas cada vez mas virulentas (Futuyma & Slatkin 1983). Este
antagonismo coevolutivo es lo que se conoce como la “Hipdtesis de la Reina Roja”
(Van Valen 1973), que ha tomado su nombre de un capitulo del cuento “Alicia a través
del espejo”, de Lewis Carroll (1872). Segun este relato, Alicia y la Reina Roja han de
correr sin parar para seguir en el mismo sitio. De igual forma, el parésito y el
hospedador corren “evolutivamente” tan rapido como pueden para mantenerse en la
misma situacion y evitar la extincion de cualquiera de ellos.

Esta coevolucion ha dado lugar a una de las caracteristicas mas importantes del
parasitismo: la especificidad. Con este término nos referimos a la adaptacion mutua de
un parasito a su especie hospedadora, incluyendo también la restriccion de un pardasito a
un hospedador o a un grupo de hospedadores (Cheng 1986). Un alto grado de
especificidad significa que las interacciones entre parasito y hospedador son tan
delicadas que podrian impedir la supervivencia del parasito en otro hospedador (Noble y
Noble 1976) como resultado de una coevolucion durante mucho tiempo, con el
consiguiente riesgo de desaparecer el parasito si lo hiciese la especie hospedadora. En
cambio, una menor especificidad pudiera ser reflejo de una amplia capacidad adaptativa

(Clayton y Moore 1997).

Virulencia, patogenicidad y transmision

Dado que los parasitos viven en el interior de los cuerpos de sus hospedadores,
durante afios se pensaba que la mayoria de las interacciones parasito-hospedador se
mantenian en equilibrio y que el tnico curso posible de estas relaciones evolutivas era la
disminucién progresiva de virulencia del parasito hasta llegar a una relacion de
mutualismo o la extincion del pardsito, si bien se ha visto que las condiciones

ambientales pueden desplazar el balance entre el mutualismo y el antagonismo (Herre et
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al. 1999). Asi, durante mucho tiempo se ha tenido una vision cldsica de un parasitismo
relativamente benigno y sélo recientemente se han abierto camino algunas teorias
cientificas que reflejan los danos severos que pueden ocasionar los parasitos en las
especies parasitadas (May y Anderson 1979; Toft 1991; Atkinson y van Riper IIT 1991).

Generalmente, por definicion, cuando pensamos en efectos de los parasitos
unicamente tenemos presente la patogenicidad. Otros autores, en cambio, opinan que en
esta singular relacion existe un gran componente de dualidad, un balance entre el bien y
el mal: los parésitos generan diversidad (Janzen 1970), pero también son causa de
extincion (Cunningham y Daszk 1998); provocan la castracion de un hospedor, pero
incrementan la tasa de reproduccion en otros (ver revision en Moore 2002); estimulan
una respuesta inmune, pero fomentan una infeccion crénica secundaria al mismo tiempo
(Hudson 2005).

Cuando se habla de los efectos del parasitismo habitualmente se ha centrado la
cuestion en las consecuencias de su accion sobre la poblacién hospedadora, sin tener en
cuenta que podria haber efectos colaterales que afectasen a comunidades y ecosistemas
enteros (Hudson 2005). Por eso, al hablar de la transmision de los parasitos, de sus
efectos y de su patogenicidad, tenemos que referirnos a las consecuencias sobre la
poblacion hospedadora, sin olvidar que regulan el funcionamiento de los ecosistemas
completos. Veamos, entonces, como los parasitos pueden modificar a las poblaciones de
sus hospedadores e, indirectamente, a los procesos de los ecosistemas.

Las teorias asumen de forma légica que la transmision de muchos parasitos es
denso-dependiente. Asi, si un patogeno virulento es introducido en una poblacién de
hospedadores susceptible de ser infectada, ésta se veria reducida y, una vez que haya
disminuido su densidad, la tasa de transmision del parésito caeria evitando la extincién
de la poblacion hospedadora. De cualquier modo, los parasitos pueden llevar a la
extincion local cuando la transmision es independiente de la densidad pero dependiente
de la tasa de contacto entre semejantes. Por ejemplo, en el caso de enfermedades de
transmision sexual (Ginsber et al. 1995). De forma similar, las enfermedades
transmitidas por picaduras de insectos vectores son dependientes de la frecuencia ya que
la transmision depende de ser picado por el vector. Por tanto, cuantas mas veces sea
picado el hospedador, mayor es la probabilidad de ser infectado, independientemente de
la densidad de hospedadores (Hudson 2005). Efectivamente, en este tipo de
enfermedades se puede dar una dependencia de la densidad a la inversa, debido a la

mortalidad inducida por el parasito, ya que los insectos vectores que quedan se van
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centrando en una poblaciéon de hospedadores cada vez mas pequefia, aumentando la
probabilidad de ser expuesto a la infeccion y morir, con lo que la poblacién podria

llegar a extinguirse.

Pardsitos y ecosistemas

Pero, ;seria realmente importante la extincion de una especie? ;Y la de un
parasito? Las razones por las que se debe cuidar la biodiversidad estan a la orden del
dia. Se podria argumentar que la biodiversidad es fuente de recursos naturales para la
elaboraciéon de productos de valor econdomico como comida, firmacos, fibras,
(¢aportarian algo los parasitos en este punto?) Otra justificacion de conservacion de la
biodiversidad serian razones éticas, estéticas y culturales (que no es el caso de los
parésitos). Tercera, la biodiversidad puede contribuir al suministro de procesos que se
desarrollan en un ecosistema que son valiosos para la sociedad, como la produccién
primaria, la polinizacion de las plantas o la regulacion del clima .Y es, precisamente, en
esta tercera razon donde aumenta el interés por la biodiversidad y el funcionamiento del
ecosistema: /podria la pérdida de la biodiversidad afectar a la regulacion del
ecosistema? Podria tener efectos denominados “verticales” en los niveles de una cadena
trofica, llevando a la extincién a un mayor nimero de especies (Mork 1996) generando
una cascada de efectos poblacionales, fisicos, quimicos e incluso evolutivos (ver
revision en Loreau ef al. 2005). Los otros tipos de efectos, menos conocidos, serian los
llamados “horizontales” (genéticos, taxondmicos y de diversidad funcional dentro de un
mismo nivel tréfico). Muchos de ellos se basan en las teorias de coexistencia entre
especies competidoras, donde la teoria del nicho ecoldgico postula que todas las
especies difieren hasta cierto punto en los recursos que utilizan. Esto implica una
complementariedad funcional entre las especies y, por tanto, un incremento con la
diversidad en la productividad y otros procesos del ecosistema (Tilman et al. 1997,
Loureau 1998).

Numerosos estudios han demostrado que los pardsitos, a pesar de su pequeno
tamafio, son importantes en la conservacion de los ecosistemas. Como resultado,
muchos ecbélogos y bidlogos conservacionistas prestan especial interés en la
introduccion o eliminacion de un pardsito en un ecosistema, ya que puede afectar a un

gran rango de especies. Asi, los parasitos podrian afectar a la biodiversidad de manera
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“horizontal” a través de la competencia mediada por parasitos, en la que dos especies
son susceptibles a ser infectadas por un parésito y la transmision del mismo de una
especie a otra mas vulnerable llevaria a esta tltima a una mayor mortalidad o a una
menor capacidad de competir por los recursos (Park 1948; Bonsall y Hassell 1997),
extendiéndose los efectos de forma vertical a la poblacion de sus especies presa y a la de
sus depredadores (ver revision en Thomas ef al. 2005).

En este sentido, en las conclusiones del informe final de la Evaluacion
Preliminar de los Impactos en Espafia por Efecto del Cambio Climatico se cita a la
mayor virulencia de los parasitos como uno de los cinco principales impactos sobre la
biodiversidad animal (Moreno 2005), lo que da atin mas importancia a su estudio con el
fin de conocer sus efectos futuros sobre los ecosistemas.

Todas estos efectos a gran escala en los ecosistemas serian resultado de la suma
de las interacciones de los parasitos en las poblaciones de sus hospedadores. Asi pues,

debemos explicar cudl es el mecanismo por el que los parasitos podrian regularlas.

JRegulan los parasitos las poblaciones de sus hospedadores?

A lo largo de los ultimos dos siglos se han estudiado los factores que determinan
los tamafos poblacionales en plantas y animales. Esta regulacion es denso-dependiente
ya que unicamente una reduccion en la fecundidad o en la supervivencia bajo grandes
densidades puede regular las poblaciones. A pesar de todo, nuestro conocimiento de las
dindmicas poblacionales es alin escaso a pesar de mas de un siglo de investigaciones
(ver revisiones en Begon et al. 1996; Newton 1998), quizas debido a que algunos
factores importantes que contribuyen a la regulacion poblacional hayan permanecido en
el olvidado, como pudiera ser el caso de los parasitos (Meller 2005). Para que esto fuera
posible seria necesario que los parasitos pudieran regular las poblaciones mediante una
reduccion de la supervivencia o la fecundidad de sus hospedadores. En este sentido, los
modelos tedricos de Anderson y May (Anderson y May 1978; May y Anderson 1978)
resultaron fundamentales para la comprension del modo por el que pudiera llevarse a
cabo. En esencia, la regulacion ocurriria cuando la tasa de crecimiento del parasito
exceda a la del hospedador, asumiendo que el parasito causa perjuicios en la
supervivencia y fecundidad de la poblacion hospedadora, de forma que la tasa de

crecimiento de esta ultima se ve reducida por los efectos de los parasitos.
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Los macroparasitos suelen generar mas morbicidad que mortalidad en el
hospedador, reduciendo la condicion y la habilidad del hospedador para conseguir
recursos, defender un buen territorio o proveer alimento a su descendencia, de manera
que los individuos que sufrieran mayores cargas parasitas deberian tener menor éxito
reproductor y una mayor vulnerabilidad a causas secundarias de mortalidad como la
predacion o infecciones secundarias.

Inicialmente los parésitos sanguineos fueron considerados como organismos de
baja patogenicidad en poblaciones naturales (Weatherhead & Bennett 1992; Bennett et
al. 1993; Davidar y Morton 1993), aunque fueran causantes de enfermedades y muerte
en aves en cautividad. Otros estudios demostraron sutiles pero importantes efectos de
los hematozoos en las estrategias vitales de sus hospedadores aviares (Rétti et al. 1993;
Korpimiki et al 1993; Allander & Bennett 1994; Korpimiki et al. 1995; Dufva 1996).
Algunos investigaciones, sin embargo, no encontraron efectos debilitadores de los
parasitos hematozoos en sus hospedadores aviares (Baker 1976; Fallis & Desser 1977,
Weatherhead & Bennett 1991, 1992; Kirkpatrick et al. 1991; Weatherhead ef al. 1993;
Seutin et al. 1994; Dufva & Allander 1995; Korpiméki et al. 1995; Wagner et al. 1997;
Dawson & Bortolotti 2000). Como vemos, no hay conclusiones claras sobre la
patogenicidad de los parasitos y, por ende, de su posible regulacion de la poblacion
hospedadora, seguramente debido a la falta de manipulaciéon experimental en estos
estudios. No debemos olvidar que la demostracion de los efectos reales causados por los
parasitos sobre sus hospedadores necesita de la alteracion experimental de los niveles de
infeccion (Keymer y Read 1991; Merino et al. 2000).

Por ello, en el primer capitulo de la tesis se presenta un estudio de los efectos
nocivos que pueden ejercer los pardsitos sanguineos en las aves silvestres, mediante una
reduccion experimental de los niveles de infeccion y comprobando sus efectos sobre el

éxito reproductor de su poblacion hospedadora.
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COSTES DE LA RESPUESTA INMUNE EN LAS ESTRATEGIAS
VITALES

¢ Qué son las estrategias vitales?

Imaginemos que un ave al nacer decidiese planificar toda su vida de una manera
muy precisa. Si tenemos en cuenta que los recursos disponibles son limitados, deberia
prestar mucha atencion a qué funciones destinar esos recursos para no malgastarlos.
Asolarian su mente preguntas como “ja qué edad y tamafio debo empezar la
reproduccion?”’; “cuando me reproduzca, ;cuanto tiempo y energia debo dedicar a la
reproduccion, al crecimiento o al mantenimiento del organismo?”, “;debo tener pocos
hijos pero de mayor tamafio y calidad, o mas hijos pero con pequefio tamafio y menores
posibilidades de sobrevivir?”, “;me convendria concentrar la reproduccion en mis
primeros aflos de vida y, por tanto, vivir menos, o vivir mas tiempo e invertir menos en

3

reproduccion al principio?”, “;cuantos de mis hijos han de ser macho y cuantos
hembra?”, y, sobre todo, “;debo decidir ahora o dependera de las circunstancias sociales
y ecologicas del momento?” Muchas cuestiones en las que no se le permite error alguno
en la respuesta. En todas estas preguntas podemos ver claramente que lo realmente
importante para cada individuo es su contribucion genética a las futuras generaciones,
es decir, su eficacia bioldgica (o fitness en inglés). Los factores que influirdan en la
misma son muy variados, como la duracion de las etapas juvenil y adulta, la extension e
intensidad del periodo de crecimiento, el envejecimiento, la reproduccién y la
dispersion y colonizacion. Todos estos factores tienen implicaciones evolutivas y

forman las denominadas estrategias vitales (del inglés life history) que, al fin y al cabo,

son las que pueden dar respuesta a la preguntas antes planteadas.

Compromisos y costes de las estrategias vitales

Las estrategias vitales han sido seleccionadas evolutivamente para maximizar la
eficacia bioldgica de los organismos, si bien ya podemos intuir que la estrategia vital
optima a seguir en cada momento depende de las circunstancias, pues hay que tener en
cuenta la variable de decision, la propiedad a maximizar y las restricciones debidas al

caracter finito de los recursos disponibles. No existe un organismo ideal que madure al
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poco de nacer, tenga rapidamente multitud de descendientes con las mismas
caracteristicas de su progenitor y viva eternamente. ;Por qué no existe este “demonio
darwiniano™? Porque prevalecen una serie de compromisos y restricciones que atafien a
las distintas funciones vitales, como reproduccion presente y futura, crecimiento,
supervivencia y edad de maduracion. Estos compromisos se sustentan por la presencia
de unos costos (cambios en los rasgos que disminuyen la eficacia bioldgica) y
beneficios (variaciones en los rasgos que aumentan la eficacia bioldgica). Se espera que
los organismos se desarrollen en el punto donde el beneficio neto, la diferencia positiva
entre beneficios y costes, sea mayor. Dicho punto, que no siempre es alcanzable, se ve
afectado por los compromisos de los diferentes componentes de las estrategias vitales y
por la influencia de las condiciones ambientales en la mortalidad y fecundidad (ver
Stearns y Hoekstra 2000).

El principal compromiso que afecta a las estrategias vitales es el que se produce
entre fecundidad presente y valor reproductivo residual. El valor reproductivo de un
individuo a una determinada edad se compone de la probabilidad de sobrevivir hasta
futuras ocasiones reproductoras y de su fecundidad en la presente y en ocasiones
venideras (Fisher 1930). Este compromiso origina unos costes, cuyo origen puede ser
ecologico (derivar recursos a la reproduccion que debian ser destinados a evitar riesgos
ambientales como huir del depredador o evadir la exposicion a los parésitos
(Magnhagen 1991) o fisiologico, como seria el emplear recursos limitados (nutrientes,
energia, ...) en procesos reproductivos, con lo que no podrian ser utilizados en otros
procesos como el mantenimiento del organismo (Moreno 1993).

En diversos estudios se ha comprobado empiricamente que existen costes de la
reproduccion asociados a la supervivencia de los individuos (ver rev. Moreno 2002),
como una menor probabilidad de sobrevivir (Nilsson y Svensson 1996; Daan et al.
1996), un descenso en la fecundidad futura (Deerenberg et al. 1996; Sanz 1997) o una
menor calidad fenotipica de la descendencia (Blondel ez al. 1998). La pregunta ha de ser
cudles son los mecanismos que determinan dichos costes. Algunos autores apuntan a
que uno de los principales es la susceptibilidad a la depredacion (Cushing 1985; Shaffer
y Formanowicz 1996), mientras que en otras especies se postula que pudieran ser
mecanismos fisioldgicos posteriores a la reproduccion, como la muda postnupcial del
plumaje de aves (Nilsson y Svensson 1996). Hoy en dia, el componente fisiologico en el

que se centran la mayoria de los estudios es el efecto inmunosupresivo de la actividad
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reproductora (Sheldon y Verhulst 1996), dada la ubicuidad e impacto de parésitos y

enfermedades en la historia natural de los organismos.

El papel de los parasitos en las estrategias vitales de sus hospedadores

Los parasitos pueden jugar un papel ecoldgico y evolutivo muy importante a
través de su influencia en los componentes de las estrategias vitales de sus hospedadores
y sus compromisos evolutivos (Thomas ef al. 2000), debido a su habilidad de alterar
dichos componentes (fecundidad, ritmo de reproduccién, tamafo corporal, ...). Esos
cambios los pueden producir explotando directamente a sus hospedadores y/o
induciéndoles a una respuesta adaptativa. La explotacion parasita per se es una causa
importante de cambios, entre los individuos o entre las poblaciones, en los componentes
de las estrategias vitales de su hospedador como fecundidad, crecimiento o
supervivencia (Thomas et al. 2005). Tales variaciones también pueden ser una respuesta
adaptativa al parasitismo con el fin de compensar los efectos negativos del mismo sobre
la eficacia bioldgica (Minchella 1985; Michalakis y Hochberg 1994). Por ejemplo, en
varios casos se ha comprobado que mediante una reproduccion temprana los
hospedadores podrian parcialmente compensar los perjuicios de una infeccidon parasita

(Minchella y Loverde 1981; Polak y Starmer 1998; Adamo 1999).

Las estrategias vitales y el coste de la inmunidad

Los parésitos también tienen el potencial de imponer presiones selectivas en
otros componentes de las estrategias vitales como el crecimiento (Agnew ef al. 1999), la
dispersion (Heeb et al. 1999) o el esfuerzo reproductor (Moreno et al. 1999).

En esta linea, existe un interés reciente en el estudio de la defensa frente a
infecciones como uno de los componentes de las estrategias vitales sujeto a
compromisos con otros componentes, como el esfuerzo reproductor. Diversos estudios
han comprobado que un mayor esfuerzo reproductor producia una menor respuesta en el
sistema inmune (Deerenberg et al. 1997; Nordling et al. 1998), aunque también se ha
podido comprobar empiricamente a la inversa el compromiso entre respuesta

inmunitaria y esfuerzo reproductor, induciendo una respuesta inmune y comprobando
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sus efectos en el éxito reproductor de los individuos (Ilmonen et al 2000; Raberg et al.
2000).

El sistema inmune presenta una serie de caracteristicas que lo hacen
particularmente diferente de los otros componentes de las estrategias vitales. Por
ejemplo, debido al riesgo de la autoinmunidad, la defensa inmune Optima no es
necesariamente la maxima posible. En este contexto, existen dos tipos de costes
asociados a la respuesta inmune. Un primer tipo son los pagados en términos de
componentes estructurales o funcionales del organismo, como pudiera ser la alteracion
de un receptor que permitia el reconocimiento de un patdégeno, pero que reconoce a
partir de ese momento a otro patdgeno (ver revision en Zuk y Stoehr 2002). El otro tipo
son los costos relacionados con la distribucion de recursos esenciales pero limitados,
como energia y nutrientes. Estos costes incluyen el desarrollo del sistema inmune, el
mantenimiento de dicho sistema dentro de un orden funcional y el uso del sistema
inmune para combatir una invasion por parasitos (Klasing 2004)

A pesar de que muchos de estos estudios sugieren que dichos costes son
comunes, hasta el momento no se conocen exactamente cudles son las causas que
determinan su magnitud y si existen diferencias significativas entre especies de
hospedadores, o los efectos netos de la diversidad de las presiones ejercidas por los
parésitos en las estrategias vitales de sus hospedadores, por lo que es necesario un
examen exhaustivo con perspectivas ecoldgicas y evolutivas (Thomas et al. 2005)

Por ejemplo, varias investigaciones han comparado la intensidad de la respuesta
inmune en diferentes especies de hospedadores, mostrando diferencias notables en la
misma (e. g. Moller & Erritzoe 1996; Moller et al. 2001; Van Nouhuys y Hanski 2002).
Esta desigualdad pudiera ser resultado de una frecuencia y probabilidad distinta de
transmision de pardsitos. Esto implicaria que aquellas especies que sufrieran mayores
cargas parasitas tendrian unos costes de la inmunidad particularmente grandes.

Con objeto de conocer como la respuesta inmune puede modelar las estrategias
vitales de su hospedador, en el segundo capitulo de la tesis se presenta un estudio
experimental de la cuantificacion directa de los costes de la respuesta inmune en las
estretegias vitales de un ave colonial que sufre un impacto negativo muy fuerte por los

parésitos en su éxito reproductor.
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COSTES INMUNOLOGICOS DE LA DEPOSICION DE
ANDROGENOS EN LA YEMA

Las hormonas depositadas en la yema pueden modificar el fenotipo de

la descendencia

La contribucion de un individuo a las futuras generaciones se ve
inexorablemente condicionada por los procesos de seleccion natural. Para que dicha
seleccion actiie es imprescindible que exista variabilidad individual en algunos
caracteres (variacion fenotipica), que estos caracteres sean heredables y que la posesion
de los mismos conceda una mayor posibilidad de emparajemiento, reproduccioén y/o
supervivencia al individuo (Endler 1986).

Un caracter es resultado de tres componentes: el componente genético o
hereditario, el componente ambiental y el componente materno (Falconer 1989). El
componente genético es el ADN heredado de sus padres, y codifica un determinado
caracter y su desarrollo. El componente ambiental representa la influencia que ejerce un
determinado medio natural en la expresion de un fenotipo a partir del genotipo.
Finalmente, el componente materno representa todos los efectos indirectos que el
genotipo materno puede tener sobre el fenotipo de sus descendientes, como por ejemplo
los cuidados maternos, o la cantidad y calidad de sustancias incluidas en el huevo junto
al embrion (ver Soler 2002a). Este embrion se encuentra encerrado dentro de las
membranas del huevo y la céscara junto con todos los nutrientes necesarios para su
desarrollo, como proteinas, lipidos, vitaminas y minerales (Romanoff y Romanoft 1949;
White IIT 1991), todos ellos recursos muy costosos de producir y que pueden tener
mucha influencia en la supervivencia y la eficacia biologica de los pollos (Williams
1994; Nager et al. 2000). Pero hasta los ultimos afos no se han tenido en cuenta otros
componentes de la yema con un mecanismo de accion muy fino durante el desarrollo
del embrion y que pueden influir decisivamente en el fenotipo de la descendencia: las

hormonas (Schwabl 1993)
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Tipos de hormonas en la yema

Los principales tipos de hormonas encontrados en los huevos de las aves son:
testosterona  (T), Sa-dihidrotestosterona (DHT), estradiol (Schwabl 1993),
androstenodiona (A4) (Schwabl 1997), algunas hormonas tiroideas (McNabb & Wilson,
1997), progesterona (Lipar et al. 1999) y corticosterona (Downing & Bryden 2002). Son
producidas por la madre y transferidas a la yema del huevo en los ultimos dias de la
ovulacion, si bien no se conoce aun si es un mecanismo de transmision activo o una
mera transferencia pasiva (ver revision Gil 2003), pero el hecho de que sean
componentes no inherentes a la yema y la posibilidad de producir efectos sobre la prole

parece indicar la existencia de un control preciso en su transferencia (Lipar et al. 1999).

Efectos beneficiosos de las hormonas en la yema

Estas hormonas pueden tener efectos beneficiosos en el desarrollo del embrion y
del pollo, e incluso moldear el fenotipo del ave adulta (ver revision Gil 2003). Mediante
la manipulacion experimental de los niveles de androgenos en las puestas se han
demostrado efectos fisioldgicos directos de las hormonas en el crecimiento de los
pollos, como periodos de desarrollo embrionario més corto (Eising et al. 2001) y tasas
de crecimiento mayores (Lipar y Ketterson 2000), efectos sobre el comportamiento de
peticion de alimento de los pollos (Schwabl 1996a) e incluso pudieran tener
consecuencias sobre el status social del individuo en la edad adulta (Schwabl 1993).

En diversos estudios se ha comprobado que la distribucion de los androgenos en
los huevos puede ser diferencial y adaptarse a las condiciones ambientales. Asi, las
hembras de algunas especies de aves produjeron mayores concentraciones de hormonas
en sus huevos cuando se emparejaron con machos mas atractivos (Gil ef al. 1999; 2004;
2005b) o cuando estuvieron sometidas a un mayor estrés social (Groothuis and

Schwabl 2002; Pilz y Smith 2004; Reed and Vleck 2001).
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Distribucion diferencial de androgenos dependiendo del orden de

puesta

Otras investigaciones han aportado evidencias de una distribucion diferencial de
andrégenos en los huevos dependiendo del orden de puesta, aumentando la
concentracion de andrégenos (Gil et al. 2005a; Pilz et al. 2003), aunque en algunos
casos el sentido es inverso (Gil et al. 1999; Schwabl et al. 1997), o bien no se encuentra
ningtn efecto (Whittingham & Schwabl 2002). Se ha propuesto que estas variaciones en
la concentracion de andrégenos dentro de la misma puesta pudieran ser un mecanismo
para contrarrestar los efectos de la eclosion asincrénica, de manera que si los
androgenos de la yema promueven la peticion de alimento y el desarrollo, al aumentar
la concentracion hormonal con el orden de puesta se favoreceria a los pollos nacidos de
los ultimos huevos de una puesta (Schwabl 1996a). En el caso contrario, el descenso de
los niveles hormonales con el orden de puesta reforzaria la jerarquia impuesta con la
eclosion asincronica, contribuyendo a una reduccién en la agresividad entre los
hermanos, pudiendo llegar a una reduccion del tamafio de cria en algunas especies

(Schwabl et al. 1997).

Inversion diferencial de hormonas segun el sexo de la descendencia

Teoéricamente los padres podrian tener diferentes inversiones en hijos o en hijas
si la eficacia biologica de los sexos fuera diferente. Este rendimiento dependeria de
diversos factores como la sex ratio en la poblacion y el coste de producir machos o
hembras, especialmente en especies con dimorfismo sexual en el tamafio (Charnov
1982). Los andrégenos maternales en los huevos podrian estar relacionados con la
distribucion entre los sexos de dos maneras (Groothuis et al. 2005). En primer lugar,
pudiera ser que la misma cantidad de andrégenos tuviese cualitativa o cuantitativamente
diferentes efectos en ambos sexos, lo que conllevaria diferencias de calidad entre los
machos y hembras de la descendencia. En segundo lugar, la condicion de la hormona
materna, su influencia en los niveles hormonales de la yema, o esta ultima por si sola,
pudieran determinar el sexo del embrion. Esto seria posible por dos razones: primero, en
aves la hembra es el sexo heterogamético, y, por tanto, tiene la posibilidad de

determinar el sexo de sus huevos. Segundo, la meiosis tiene lugar tras la breve fase de
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formacion de la yema, justo antes de la ovulacidon, una vez que la deposicion de las
hormonas en la yema ha ocurrido (ver revision en Pike & Petrie 2003). Los resultados
de diversos estudios no son nada concluyentes, si bien parece ser que los androgenos
podrian tener efectos especificos que deberian tenerse en consideracion en los diferentes
sexos, € incluso sus concentraciones podrian ser diferentes entre huevos con embriones
macho y hembra, aunque con complejas relaciones con otros factores, pudiendo variar
la sex ratio bajo determinadas condiciones ambientales y segun el orden de puesta (ver

revisiones en Gil 2003; Groothuis et al. 2005).

La produccion de niveles elevados de hormonas puede suponer un coste

para las crias o para la progenitora

Pero todos estos beneficios deben tener implicitos algunos costes, tal y como
sugieren los hechos de una inversion maternal diferencial y una variacion con la calidad
de la hembra. Estos costes podrian ser pagados por la descendencia, por la hembra, o
por ambos. En primer lugar, podria ser que los pollos no pudieran soportar niveles altos
de testosterona, ya que estos valores elevados de andrégenos podrian inhibir el
crecimiento y la supervivencia de los pollos (Sockman y Schwabl 2000), provocar un
aumento del estrés oxidativo (von Schantz ef al. 1999), suprimir el sistema inmune (Da
Silva 1999; Folstad y Karter 1992), aumentar las agresiones entre los pollos de una
puesta que ocasionase una reduccion no adaptativa de la misma (Mock y Parker 1997) o
sufrir una mayor posibilidad de ser depredados al ser descubiertos por el depredador
debido a una mayor insistencia en la peticion de alimento (Haskell 1994).

Estos costes hipotéticamente también podrian repercutir en la hembra en el caso
de que el incremento de la sintesis de los androgenos de los huevos estuviese
relacionado con un aumento de los niveles de los mismos en el torrente circulatorio de
la hembra (Schwabl 1996b), que podrian tener graves consecuencias para ella, como la
inmunosupresion antes citada o una reducciébn o parada de algunas actividades
reproductoras como la construccion del nido, la puesta o la incubacion (Searcy 1988;
Nelson 2000), si bien estudios recientes han revelado que la regulaciéon es mas
compleja, ya que en algunas especies no hay inmunosupresion por androgenos o los
efectos son dependientes de la condicion (Hasselquist et al. 1999; Greenman et al.

2005).
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Hasta el momento no tenemos constancia de ninguna investigacion que
demuestre experimentalmente la posibilidad de que los costes sean pagados
directamente por la hembra. Con tal fin, en el tercer capitulo de la tesis se muestra un
estudio de los costes inmunologicos que suponen para la hembra la deposicion de
androgenos en la yema, mediante la produccion experimental de una respuesta inmune y
el analisis de las consecuencias que puede tener el cambio inmunitario en la produccion

de las hormonas.

EL PAPEL DE LOS PARASITOS EN LA EXPRESION DE LA
SENESCENCIA

;Qué es la senescencia?

El envejecimiento es un proceso lento, progresivo y, aunque nos pese,
irremediable. Desgraciadamente ain no concemos un “elixir de la eterna juventud”, ni
disponemos de un retrato como el del sefior Gray que envejezca por nosotros. La
busqueda de pocimas milagrosas o remedios a la vejez ha sido muy fructifera, aunque
solo desde el punto de vista literario o publicitario, no del cientifico. El transcurso del
tiempo trae consigo un deterioro continuo de las funciones vitales que conduce
irreversiblemente a la muerte. En los humanos, las mejoras en los habitos de higiene y
de nutricion, junto con los adelantos en el campo de la medicina, han producido un
descenso dramatico en la mortalidad causada por enfermedades infecciosas. Lo
demuestra el ejemplo de la esperanza de vida en los Estados Unidos, que paso de ser de
47 anos en 1900 a 78 afios en 1995 (Bloom 1999). Pero, desgraciadamente, no parece
posible alargar la edad maxima de vida (Kirkwood 1996): la mayor edad alcanzada por
el hombre hoy en dia es de 115 afios, la misma que hace siglos (Nesse y Williams
1995).

La senescencia o envejecimiento se entiende como el deterioro corporal que
ocurre confome avanza la edad, incrementando la susceptibilidad a sufrir enfermedades
y disminuyendo la capacidad de reparar los dafios. Por ejemplo, el envejecimiento
produce la senescencia del tejido linfoide del sistema digestivo y un descenso en la

secrecion de acido gastrico (Feldman ef al. 1996). El pH 4cido del estdbmago representa
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una barrera importante para la entrada de patdgenos entéricos, por lo que la reduccion
de 4cido gastrico podria incrementar la susceptibilidad a la infeccion por esos patdgenos
(Morris y Potter 1997).

Se ha sefialado que es un proceso epistasico en el que estan implicados hasta 100
genes distintos, ademas de las mutaciones multiples que afectan a todos los procesos del
envejecimiento. Todos estos genes regulan el proceso que afecta a tres niveles

diferentes: molecular, celular y organico (Pardo 2003).

;Sobre quién actua la senescencia?

[ Todos los seres vivo envejecen? ;Es la senescencia un proceso comun a todos?
Una condicion necesaria para la evolucion del envejecimiento es la separacion de la
linea germinal (la que produce las células sexuales) de la linea somatica (el resto de las
células) (Buss 1987). Esta es la razén por la que los seres que se reproducen por
gemacion o vegetativamente o en los que cualquier parte del organismo puede
convertirse en linea germinal (bacterias, hongos, plantas, esponjas, corales) no
envejecen, soOlo sufren mortalidad y deterioro por causas extrinsecas, como
depredacion, enfermedad o accidentes. De esta forma se van reduciendo
progresivamente las clases de edad mas avanzadas por un simple efecto acumulativo. La
probabilidad de que un animal esté vivo y pueda reproducirse a edades avanzadas llega
a ser insignificante y dicha reproduccion seria invisible a la seleccion natural (ver
revision Moreno 2002). Asi, las primeras explicaciones evolutivas de la senescencia
sugerian que ésta era beneficiosa a nivel poblacional porque era una forma de controlar
el namero de individuos y evitar la superpoblacion, donde los individuos de mayor edad
dejaban paso a los mas jovenes. Sin embargo, no hay ejemplos claros en la naturaleza
que apoyen que la senescencia pueda regular el nimero de individuos (la mayoria de las
muertes se producen a edades juveniles por causas extrinsecas) (Lewis ef al. 2001) y,
ademas, se considera a la seleccion de grupo como una fuerza evolutiva muy débil en
comparacion con la seleccion a nivel de individuo (Williams 1966).

Las hipotesis evolutivas no adaptativas se basan en que la seleccion natural actia
sobre el ciclo vital completo de un individuo, desde la fecundacion hasta la muerte. Las
presiones selectivas van a actuar con mayor profusion en edades reproductoras

tempranas, mientras que son inoperantes a edades en las que la probabilidad de estar
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vivo es casi nula en la naturaleza (Medawar 1952; Hamilton 1966), ya que la evolucion
opera sobre el éxito reproductor y es de esperar que las presiones selectivas disminuyan
con la edad y desaparezcan en aquellos individuos de edad post-reproductora. Incluso si
no existiese el fenomeno de la senescencia, la tasa de mortalidad aumentaria con la edad
por simple acumulacion de procesos de muerte extrinseca y, por tanto, la seleccion
natural favoreceria fenotipos con méximos rendimientos reproductivos a edades

reproductoras tempranas con minimas posibilidades de morir (Soler 2002b).

Teorias evolutivas del envejecimiento

Las teorias de la senescencia son casi tan antiguas como las civilizaciones. Los
primeros cientificos, que realmente eran filésofos, argumentaban que todos naciamos
con una cantidad predeterminada de algin tipo de sustancia vital. Una vez que dicha
sustancia vital se consumia con el transcurso de la vida, moriamos. Muchas de las
teorias modernas sobre el envejecimiento surgen de las ideas de ésta y otras teorias
antiguas (Knight 2000). Aunque no se conocen cuales son los mecanismos moleculares
exactos que condicionan el mecanismo del envejecimiento, se han formulado varias
hipotesis al respecto, algunas de las cuales no son mutuamente exclusivas. Veamos
cuales son las principales.

Posiblemente una de las primeras ideas contemporaneas sea la hipotesis del
envejecimiento por acumulacion de mutaciones, propuesta por Medawar (1952).
Sostiene que las mutaciones deletéreas se acumulan a lo largo de la vida causando una
mortalidad dependiente de la edad, particularmente en especies longevas. La seleccion
natural apenas actiia debido a que estas mutaciones afectan a edades reproductoras
tardias, por lo que se deberia esperar una mayor frecuencia de estas mutaciones en
individuos de edad avanzada ya que se irian acumulando al avanzar la edad.

Otra teoria (2%) propone la existencia de alelos con efectos positivos a edades
tempranas pero perjudiciales a edades avanzadas (genes pleitropicos). Estos genes
serian seleccionados debido a la mayor contribucion de la reproduccion temprana en la
eficacia bioldgica de los organismos (Williams 1957), como los encontrados en
Drosophila (Rose 1991) y en el nemdatodo Caenorhabdites elegans (Friedman y
Johnson 1988)
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La tercera teoria, del soma desechable (Kirkwood 1977), relaciona los procesos
estudiados en gerontologia con la teoria evolutiva general del envejecimiento. Su
fundamento basico es que la seleccion natural debe regular la distribucion de los
recursos metabolicos entre actividades de crecimiento, mantenimiento del soma y
reproduccion, debido a la limitacion en la disponibilidad de dichos recursos. Afirma que
existe un compromiso entre longevidad y éxito reproductor, por lo que un individuo que
invierta la mayor parte de los recursos en la preservacion del cuerpo va a tener menos
descendientes que otros cuya inversion principal sea tener descendientes (Austad 1997,
ver revision Soler 2002b). El llegar a edades avanzadas requiere una inversion en el
mantenimiento somatico que reduce los recursos disponibles para la reproduccion. Asi,
en diversos estudios se ha demostrado que la reproduccién es costosa, pues puede
disminuir la eficacia del sistema inmune (Moreno et al. 1999; Nordling et al. 1998).
Predice que el envejecimiento sera el resultado de la acumulacién de dafos no
reparados en el soma, y que las especies que tengan mayores niveles de mantenimiento
y reparacion somatica deberian ser mas longevas.

La cuarta teoria se refiere al papel que pueden desempeiiar los antioxidantes
como captadores de los radicales libres causantes del estrés oxidativo en las células. El
fundamento general de esta teoria radica en que durante el metabolismo aerobio se
generan incidental e incontrolablemente radicales derivados del oxigeno que, una vez
producidos, promueven reacciones que dafian macromoléculas. Este deterioro que se va
acumulando con la edad afecta principalmente al ADN, a las proteinas y a los lipidos
(Rodriguez y Céspedes 1999). Los principales agentes encargados de neutralizar a estos
radicales libres son enzimas y compuestos antioxidantes como las vitaminas, catalasa y
glutation peroxidasa, cuya concentraciones y actividad disminuyen con la edad (Sohal et
al. 1990; Benzi y Moretti 1995). Todo esto ocasiona un dafio irreversible que se
acumula con el tiempo resultando en una pérdida gradual de la capacidad funcional de
la célula (Hayflick 1985; Medveded 1990).

En los ultimos afios ha tomado fuerza la idea del papel que pueden jugar /os
telomeros en la expresion de la senescencia. Los telomeros son las regiones de los
extremos de los cromosomas y estan compuestos de secuencias repetitivas de ADN que
no codifican para ningin gen en particular. Una de sus funciones esenciales es la de
proteger al resto del cromosoma de la degradacion y de la unidon de los extremos del
ADN entre si por enzimas reparadoras. La célula duplica su ADN previamente a la

division, pero no es capaz de copiar la totalidad de la secuencia del telomero y, como
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resultado, el teldémero se hace mas corto en cada replicacion, perdiéndose alrededor de
50 a 200 nucleétidos en cada ciclo de division celular (Harley ef al. 1990)

El desgaste del teldémero con la sucesion de ciclos celulares impide su funcion
protectora, con lo que el cromosoma se hace inestable, apareciendo errores en la
segregacion durante la mitosis, anomalias genéticas y diversos tipos de mutaciones. Las
células que presentan estos defectos no solo son incapaces de duplicarse, sino que dejan
de ser viables, activandose los procesos de muerte celular programada. Por tanto, la
pérdida progresiva de partes de los telémeros con cada division celular lleva a la
senescencia y muerte de la célula (Harley ef al. 1990; Reddel 1998).

La ultima teoria moderna sobre la hipotesis del envejecimiento, similar a la
hipoteis del soma desechable, es la propuesta por Charlton et al. (1998) sobre la
amplificacion diferencial de clones mutantes. Se basa en la diferencia del material
genético presente en todas las células de un organismo pluricelular debido a los errores
inevitables que ocurren en el proceso de copia del material genético a partir del zigoto.
Muchas de estas mutaciones son inviables, por lo que las células mueren; otras son
detectadas y destruidas por los mecansimos de reconocimiento y eliminacion de células
mutantes; pero otros pueden seguir la division y formar clones de este tipo celular. Esto
hace que un organismo pueda verse como un conjunto de clones celulares ligeramente
diferentes que cooperan para que el éxito reproductor del conjunto (organismo) sea
maximo, ya que es la Uinica manera de que su material genético (o parte de ¢l) pueda
pasar a la siguiente generacion. Si apareciese una célula mutante que anulase (total o
parcialmente) los mecanismos de control celular podria expandirse rapidamente en el
tejido, aumentando su poblacion en perjuicio de las otras células del tejido. Si conforme
avanzamos en edad aumenta el numero de divisiones celulares, llegaria un momento en
el que el grado de cooperacion entre las células del cuerpo seria tan pequefio que el
organismo estaria por debajo de un nivel Optimo, dando lugar a los fenémenos
asociados a la senescencia. En este sentido, se ha comprobado en tejidos musculares
senescentes la existencia de clones mutantes de mitocondrias, cuya acumulacion
conduce a un descenso en la produccion de ATP (Johns 1996).

En resumen, los organismos mueren debido a la incapacidad de reparar las

hebras dafiadas de ADN.
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;Juegan los parasitos un papel en la senescencia?

Como vemos, en todas estas teorias la senescencia implica un deterioro
fisiologico que conduce a la muerte. Una de las principales maneras de manifestarse
este deterioro es la pérdida de funcionalidad del sistema inmune, donde se ha visto un
retroceso en los individuos conforme avanzan en edad, particularmente por cambios en
las poblaciones de linfocitos T debido al reemplazo de células T virgenes por células T
de memoria, ocasionando una reduccidon en la habilidad para luchar frente a los
parasitos y prevenir la expresion de las enfermedades (ver revision Miller 1996). Varios
estudios han demostrado el descenso de la respuesta immune humoral relacionado con
la senescencia en aves silvestres (Saino et al. 2003; Cichon et al. 2003). Por tanto, la
pregunta que surge es jjuegan los pardsitos un papel importante en la expresion de la
senescencia? La respuesta, tedricamente, es muy sencilla. Pero ain no se han podido
aportar suficientes evidencias en la naturaleza que lo demuestre, ya que el estudio ideal
seria aquel que permitiese seguir la evolucion del mismo individuo toda su vida o, al
menos, varios afios consecutivos.

Con tal propdsito, en el cuarto y ultimo capitulo de la tesis se muestra un analisis
comparativo de la prevalencia e intensidad de distintas especies de hemoparasitos
(Trypanosoma 'y Haemoproteus) entre dos especies de hirundinidos (Delichon urbica e
Hirundo rustica) en referencia al envejecimiento, capturando los mismos individuos

durante varios anos.

METODOS GENERALES

EL AVION COMUN, NUESTRA ESPECIE DE ESTUDIO

El avion comun (Delichon urbica Linneo 1758) es un Hirundinido colonial muy
ligado a los ambientes humanos. Su peso oscila entre los 16 y 20 gramos. Se alimenta
exclusivamente de insectos capturados al vuelo. Su sistema de apareamiento es
monogamo, aunque existen frecuentes copulas fuera de la pareja. El cuidado parental lo

realizan ambos sexos. Los lugares habituales de nidificacion son los nicleos urbanos,
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preferentemente en los aleros de los edificios, aunque ocasionalmente pueden nidificar
al abrigo de rocas cercanas al agua, sierras, puentes o presas de embalses. Su
distribucion mundial es muy amplia, ocupando gran parte del Paleértico, casi toda
Eurasia, Siberia y Asia central hasta Formosa y Japén, y el noroeste de Africa,
existiendo registros de reproducciéon en Namibia, al sur de sus cuarteles invernales
transaharianos. En la Peninsula Ibérica cria en casi todas las comarcas, llegando a ser el
hirundinido colonial mas abundante en el suroeste. La poblacion nidificante en Espafia
se estima en 2.150.000 parejas (de Lope 1997).

Las puestas en Extremadura comienzan en marzo y finalizan a mediados de julio
(Pajuelo et al. 1992), mientras que en localidades mas septentrionales suceden desde
mayo a octubre (Lind 1960; Balat 1974; Mgller 1974; Hund 1976; Kondelka 1978;
Bryant 1979). Los tamafios de puesta en las colonias extremefias varian entre 1 y 7
huevos, decreciendo de la primera a la tercera puesta, siendo la mas frecuente de 5
huevos en la primera crianza, las de 4 en la segunda y las de 3 en la tercera (Pajuelo et
al. 1992). Cabe destacar que Extremadura es el unico lugar de Europa donde una misma
pareja puede realizar hasta tres puestas en una misma temporada de cria (Pajuelo et al.
1992). La estructura de los nidos es una cuenca cerrada de barro con un Unico orificio
de entrada por el que apenas caben los individuos, estando los nidos superpuestos entre
ellos. Los individuos del suroeste ibérico parten hacia sus cuarteles de invierno,
principalmente africanos, en agosto o septiembre, y los de Europa central y del norte en
septiembre y octubre (Bernis 1971; Ulfstrand et al. 1974), regresando a partir de
febrero, estando su fenologia muy ligada a las condiciones ambientales.

Una de las caracteristicas mas notables que presenta la especie es la filopatria
(Creutz 1939; Gunten 1963; Rheinwald y Gutscher 1969; Hund y Prizinger 1979; de
Lope y da Silva 1988). Esta fidelidad a los lugares de nacimiento y nidificacion nos
permite abordar estudios y trabajos de investigacion a largo plazo. Pero a pesar de esta
circunstancia, debe tenerse muy en cuenta la dificultad que entrafia la recaptura de un
mismo animal en estado silvestre durante varias estaciones consecutivas, ya que las
pérdidas de individuos durante la migracion son muy elevadas, en torno al 57 por ciento
de los adultos (Bryant 1979). En concreto, en un estudio realizado en Badajoz la
proporcion de retornos natales oscila entre el 6.1 por ciento del segundo afio calendario
a 0.5 por ciento en el cuarto. Los retornos nidales también disminuyeron a lo largo de
los afios desde el 27.3 por ciento en el segundo afio calendario a 0.5 por ciento en el

sexto (de Lope y da Silva 1988).
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LOCALIDAD DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en una colonia ubicada en la Residencia Universitaria Caja
de Ahorros de Badajoz (RUCAB) (38°52'N, 7°05"W) cercana al Campus Universitario.
Esta colonia esta siendo controlada desde 1985 (Pajuelo et al. 1992). Se estima que el
nimero de nidos de avion que actualmente tiene la colonia es de 900, con
aproximadamente 600 parejas reproductoras que anidan en los aleros de los edificios y
en las columnas de sostén de los mismos. La mayoria de los nidos son de construccion

natural, existiendo s6lo unos pocos fabricados artificialmente, segun el modelo aleman
de Hund & Prizinger (1979), utilizados en otros estudios previos. En la ciudad de

Badajoz existen mas de 5.000 nidos de avion comun (de Lope 1983), siendo nuestra

colonia de estudio la que mayor densidad de nidos presenta.

Figura 4. Zona de estudio, donde se pueden observar los nidos de Delichon urbica en

las columnas de sostén del edificio
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OBJETIVOS

Los planteados en el presente trabajo de investigacion son:

v' Comprobar experimentalmente, y en condiciones naturales, la patogenicidad de los
parasitos sanguineos, analizando su efecto en la eficacia biologica de su hospedador.

v' Averigiiar si el éxito reproductor total de un hospedador se ve afectado por los
efectos nocivos de los hemoparasitos en los primeros momentos de su ciclo reproductor.
v" Identificar los costes de la produccién de la respuesta inmune en los distintos
componentes de las estrategias vitales.

v Verificar la existencia de un compromiso entre la producciéon de una respuesta
inmune y la deposicion de androgenos en la yema

v Determinar si la inversion en androgenos de la yema es dependiente de la condicién
corporal de la hembra.

v" Conocer el porcentaje de individuos infectados por pardsitos sanguineos en la
poblacion de Avion Comun, observando la prevalencia e intensidad de infeccion en las
distintas clases de edad que la componen.

v' Constatar el papel desempefiado por los hemoparasitos en el desarrollo de la
senescencia de sus hospedadores, analizando el sistema inmune y la infeccion de los
individuos de la poblacion con el transcurso del tiempo.

v" Investigar si el papel que juegan los parasitos en el desarrollo de la senescencia es
comun en distintas especies de aves, comparando como varia la infeccion en dos

especies de hirundindos con el transcurso del tiempo.
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Abstract

Malarial parasites are supposed to have strong negative fitness consequences for
their hosts, but relatively little evidence supports this claim due to difficulty of making
experimental tests. We experimentally reduced levels of infection with the blood
parasite Haemoproteus prognei in its host the house martin Delichon urbica, by
randomly treating adults with primaquine or a control treatment. Treated birds had
significantly fewer parasites than controls. The experiment increased clutch size by
18%, and this difference increased to 39% at hatching and 42% at fledging. There were
no effects of treatment on quality of offspring measured in terms of tarsus length, body
mass, haematocrit or T-cell mediated immune response. These findings demonstrate
that malarial parasites can have dramatic effects on clutch size and other demographic
variables, potentially influencing the evolution of clutch size, but also the population

dynamics of heavily infected populations of birds.
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INTRODUCCION

Los parasitos son ubicuos y pueden tener efectos detrimentales o incluso
drésticos sobre sus hospedadores, debido a la explotacion de recursos limitados que
podrian de otra manera ser encaminados a otras actividades por los hospedadores
(Noble y Noble 1976; Price 1980; Combes 2001). Se supone que muchos aspectos de
las estrategias vitales de los hospedadores, como la edad de maduracion, el tamano de la
puesta y el tamafio de la descendencia se ven afectados por la accion de los pardsitos
(Hochberg et al. 1992; Lehmann 1993; Moller 1997). En las tltimas décadas han
comenzado a surgir resultados que apoyan esas ideas. Sin embargo nuestro
conocimiento de las relaciones causales es todavia escaso debido principalmente a la
falta de manipulaciones experimentales que comprueben de forma empirica estas
afirmaciones.

La malaria es una de las enfermedades mas importantes y extendida que puede
provocar la muerte en humanos (Miller et al. 2002), y también presumiblemente en
muchos otros organismos (Atkinson y Van Riper 1991; Bennett et al. 1993). Se supone
que tiene efectos muy negativos en la eficacia biologica del hospedador, debido a que
este grupo de parasitos intracelulares provoca un descenso en la eficacia del
metabolismo (Chen et al. 2001). Los parasitos malaricos son unos de los mas profusos,
con prevalencias que a menudo alcanzan el 100% de las infecciones cronicas (Atkinson
y Van Riper 1991). De cualquier modo, las consecuencias de las infecciones de malaria
en la eficacia bioldgica aun son poco conocidas. No obstante, algunos estudios han
mostrado experimentalmente que un incremento en la inversién parental causa un
aumento en los niveles de infeccion (Oppliger et al. 1996; Merino et al. 1996; Allander
1997; Merila and Andersson 1999; Wiehn et al.1999). A pesar de que diversas
investigaciones han sugerido que los parasitos malaricos conducen a la reduccion en los
componentes de la eficacia bioldgica, los resultados son en parte contradictorios en
cuanto a la magnitud del efecto resultante (Korpimédki et al. 1995; Sundberg 1995;
Oppliger et al. 1997; Bennett et al. 1988; Dawson and Bortolotti 2000; Sanz et al.
2001). Algunos estudios han mostrado débiles efectos, que explican al menos un
porcentaje de la varianza. Pero el principal problema de todos estas investigaciones,
repertmos, es la falta de experimentacion. Hasta la fecha tinicamente un solo estudio ha
tratado de forma experimental los efectos de la malaria en las aves. Merino y

colaboradores (2000) redujeron significativamente el nivel de infeccion de herrerillos
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comunes (Parus caeruleus) mediante la administracion de primaquina, y ésta
disminucion de la parasitemia condujo a un incremento en el éxito reproductor, con lo
que comprobaron un efecto directo de la enfermedad en el éxito reproductor de las
aves.

El objeto de este estudio es comprobar experimentalmente cémo la infeccion de
malaria afecta al tamafio de puesta, manipulando el status de infecciéon con la droga
antimaldrica primaquina. Este tipo de experimentos es importante porque pueden ser
usados para calcular si las infecciones tempranas de malaria durante el ciclo reproductor
tienen efectos mayores en el éxito reproductor de esa estacion. Para ello se requiere
realizar el tratamiento experimental de los adultos antes del inicio de la reproduccion,
aprovechando que es el momento en el cual realizan la mayor produccién de hormonas
sexuales y que los individuos con infecciones cronicas pueden mostrar recaidas en la
infeccion con la consecuente pérdida de productividad (p.ej. Chernin 1952; Applegate
and Beaudoin 1970; Allander and Sundberg 1997). De esta forma, al realizar el
tratamiento experimental de los hospedadores de forma temprana, se espera que
reduzcan o mantengan los niveles de infeccion en un momento critico del ciclo

reproductor en el que normalmente las infecciones aumentan de forma considerable.

MATERIALES Y METODOS

Entre marzo y mayo de 2002, 49 parejas de Avion Comun fueron escogidas al
azar antes del comienzo de sus puestas y se les asign6 igualmente al azar uno de los dos
tratamientos. El tratamiento se realiz6 de media unos 9.37 dias (SD = 1.97) antes del
comienzo de la puesta de los huevos; 52 adultos pertenecientes a 26 nidos fueron
sometidos al tratamiento, mientras que otros 46 adultos de 23 nidos se establecieron
como grupo control. Las malas condiciones atmosféricas (percipitaciones y fuertes
vientos) fueron las causantes de la desercion de algunos adultos, circunstancia normal
en esta especie, quedando finalmente para el estudio 32 adultos en el grupo
experimental y 28 en el control. No hubo diferencias significativas en la fecha de
captura (Mann—Whitney U-test, z = - 0.18, P = 0.87), peso corporal (Mann—Whitney U-
test, z = - 0.44, P = 0.68), longitud del ala (Mann—Whitney U-test, z = -1.27, P = 0.22),
longitud del tarso (Mann—Whitney U-test, z = - 0.45, P = 0.65) y valor del hematocrito
(Mann—Whitney U-test, z = 0.19, P = 0.85) entre los individuos experimentales y
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control que abandonaron sus nidos y los que se utilizaron para el estudio. Unicamente se
utilizaron en el estudio los datos de las primeras puestas, al ser las que mejor
caracterizan el potencial reproductor de la especie ya que solo la mitad de las parejas
reproductoras realizan segundas puestas (Pajuelo et al. 1992).

Los individuos fueron capturados al amanecer en sus nidos y a los adultos del
grupo experimental se les inyectd subcutaneamente 0.01 mg de primaquina (Sigma, St.
Louis, Mo.) en 0.1 ml de solucién salina, o el mismo volumen de solucion salina al
grupo control, siguiendo el procedimiento utilizado por Merino y colaboradores (2000).
La primaquina es un compuesto quimico anti-malarico usado en diferentes tratamientos
para reducir los niveles de parasitemia en aves (Redig ef al. 1993). Para minimizar los
efectos dosidependientes que este tratamiento puede provocar, como problemas
gastrointenstinales, desarrollo de anemia hemolitica y methaemoglobinaemia (Mayorga
et al. 1997), se redujo el tratamiento administrado al grupo experimental a la minima
concentracion en una unica dosis. En cualquier caso, la toxicidad de la primaquina
descarta la posibilidad de efectos beneficiosos secundarios de la medicacion mas alla de
la reduccion de los parasitos sanguineos (ver Merino et al. 2000)

Las muestras de sangre para las mediciones hematologicas se tomaron de la vena
braquial justo antes de la inoculacion del tratamiento. Para la identificacion de los
parésitos sanguineos, se extendié una gota de sangre en un portaobjeto y se dejo secar al
aire. Todos los individuos fueron identificados individualmente con anillas de metal
numeradas.

Los nidos fueron inspeccionados cada dia con el fin de obtener informacion de
las fechas exactas de puesta, tamafio de puesta, fecha de eclosion y tamafio de la nidada
(dia 1 = 10 de marzo, correspondiente a la deposicion del primer huevo).

Cuando los pollos tuvieron 12 dias de edad se recaptur6 a los padres y se les
extrajo una segunda muestra de sangre para comprobar el efecto del tratamiento sobre la
prevalencia e intensidad de parasitismo.

Las muestras de sangre fueron fijadas en metanol absoluto y tefiidas con Giemsa.
Para el andlisis de los parasitos se siguid el procedimiento utilizado por Merino y
colaboradores (1997). La mitad de cada frotis se examin6 a 200 aumentos para buscar
parésitos grandes extraeritrociticos como Trypanosoma, y en la otra mitad del frotis se
revisaron 20 campos a 400 aumentos para comprobar la presencia de hematozoos
intraeritrociticos (i.e. Haemoproteus). La intensidad de pardsitos extra-eritrociticos se

cuantificé como el nimero de parasitos por 100 campos revisados, y los parasitos intra-
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eritrociticos como el numero de parésitos por cada 2000 eritrocitos a 1000 aumentos
con aceite de inmersion.

El sistema de defensa mas sofisticado utilizado por los hospedadores para luchar
contra los parasitos es el sistema inmune. Para cuantificarlo se us6 la respuesta inmune
mediada por células T producida por la inoculaciéon de un antigeno nuevo, la
fitohemaglutinina (PHA). Esta es una medida estdndar utilizada comunmente en
estudios de aves de corral para conocer la capacidad de produccién de una respuesta
inmune mediada por células T (Goto et al. 1978; Parmentier et al. 1993). La inyeccion
de PHA produce una activacion y proliferacion local de células T, seguida de un
reclutamiento local de células implicadas en la reaccion de inflamacion y un incremento
de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (Goto et al. 1978; Abbas et
al. 1994). Esta medida tiene una alta repetitibilidad, como se ha demostrado en estudios
previos (Gonzalez et al. 1998; Navarro et al. 2003)

A la edad de 15 dias se administré a los pollos 0.05 ml de PBS que contenian 0.2
mg de PHA en el patagio de un ala (Smits ef al. 1999). A todos los individuos se les
inyectd por la tarde entre las 16.00 y las 18.00 horas. La dosis de PHA usada en este
estudio es la misma utilizada en otros en cautividad y en condiciones naturales (Saino et
al. 1997; Christe et al. 1998, 2000; Birkhead et al. 1999; Gonzalez et al. 1999; Horak et
al. 1999; Soler et al. 1999; Merino et al. 2000; Navarro et al. 2003). Se midio el espesor
del patagio inyectado con PHA inmediatamente antes de la inoculacién y 24 horas
después de las misma, usando un espesimetro (Digimatic Indicator ID-C, Mitutoyo
Absolute 547-301, Japan) con una precision de 0.01 mm. En andlisis posteriores se
tomo el aumento del espesor del patagio como una medida de la intensidad de la
respuesta inmune inducida por PHA. En la primera captura también se midi6 la masa
corporal utilizando una balanza Pesola con una precision de 0.1 g, y la longitud del tarso
con un calibre digital de precision 0.01 mm. Los microcapilares con la sangre se
centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 10 minutos para estimar el valor del hematocrito

(la proporcion de sangre ocupada por glébulos rojos por unidad de volumen)

RESULTADOS

Antes del tratamiento, al comienzo de la estacion reproductora, el 48% de los

adultos (n = 60) estaban infectados con Haemoproteus, el principal parésito sanguineo
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en la poblacion de Avion Comun. En la fase previa al tratamiento con primaquina no
existieron diferencias significativas en la prevalencia (i = 0.63, P = 0.43) ni en la
intensidad de parasitismo entre los grupos (Mann-Whitney U-test, z=-1.33, P =0.18; n
experimental = 32 y n control = 28). Tal y como se esperaba, aparecié un descenso
significativo tanto en la prevalencia (McNemar y° = 3.77, P = 0.049; Fig 1A) como en la
intensidad de parasitismo (Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test, z = -3.29, P =
0.001; Fig 1B) en el grupo experimental, mientras que en el grupo control hubo un
incremento significativo en el nimero de individuos infectados (McNemar x* = 8.64, P
= 0.002; Fig. 1A) y en la intensidad de parasitismo (Wilcoxon matched-pairs signed-
ranks test, z = -2.43, P = 0.015; Fig. 1B). Ademads, permanecieron un mayor nimero de
individuos libre de parasitos en el grupo experimental (34.4%) que en el grupo control

(10.7%) (> = 9.314, P = 0.002).

Fig. 1. (A) Prevalencia (%) y (B) intensidad de infeccion de Haemoproteus prognei en
adultos de Avion Comuln antes (azul) y después (naranja) del tratamiento con

primaquina. El tamafio de muestra es de 16 parejas experimentales y 14 controles.
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También encontramos diferencias significativas entre ambos grupos en el
tamafo de puesta, el tamafio de la nidada al eclosionar y el nimero de volantones (Tabla
1). El tamafio de puesta fue un 18% de media mayor en los individuos tratados con
primaquina que en los controles, y estas diferencias aumentaron hasta un 39% en el
momento de la eclosion y a un 42% en el nimero de volantones. El éxito de eclosion
fue mayor en el grupo experimental. Esto sugiere que la calidad del huevo y/o del
comportamiento durante la incubacion se vié afectada por el tratamiento (Tabla 1). Por
el contrario, no hubo diferencias en el éxito de cria o en el éxito reproductor total (Tabla
1). Al introducir la intensidad de infeccion final por Haemoproteus como covariable en
un analisis de covarianza, la diferencia en el tamafio de puesta en el grupo experimental
fue pequefia y no lleg6 a ser significativa (Fy,57 =3.52, P =0.07).

La calidad de la descendencia medida en términos de peso corporal, longitud del
tarso, hematocrito y respuesta inmune mediada por células T no marco diferencias

significativas entre grupos (Tabla 1)
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Tabla 1. Exito reproductor medio (SD) y calidad de los pollos del grupo experimental
(N =16) y del grupo control (N = 14). El numero de los pollos del grupo experimental
fue de 45 y 22 controles. Las diferencias para los pollos fueron analizadas usando

medias de cada nidada.

V4
Grupo Grupo .
TABLA EXPERIMENTAL CONTROL (Mann-Whitney P
Utest)
Tamafio de puesta  4.44 (0.62) 3.64 (0.93)  -2.466 0.02
Tamafio de nidada 5 57 ) 55 2.07(0.83) -3.352 0.001
al eclosionar
Tamafio de nidada , ¢} () 1} 1.64 (0.63)  -3.350 0.001
(volantones)
Exito de eclosién  0.75 (0.27) 0.58 (0.26)  -2.233 0.03
Exito de volantones 0.85 (0.16) 0.82 (0.20)  -0.496 0.65
Exito de cria 0.63 (0.26) 048 (0.27) -1.842 0.07
Hematocrito (%)  45.52 (2.76) 46.53 (3.18) -0.831 0.413
Peso corporal (g) 17.69 (1.16) 17.40 (1.15) -0.577 0.586
Longitud del tarso 5 59 ¢ 39 1031 (0.34) -0.438 0.683
(mm)
R. Inmune células | g ) 43 1.35(0.18)  -0.30 0.786

T (mm)
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DISCUSION

El tamafio de puesta incrementd un 18% como consecuencia del tratamiento con
primaquina (Tabla 1). Se han propuesto numerosas hipotesis para explicar el tamafio de
puesta Optimo (ver. revision en Roff 2001). La importancia del parasitismo en la
evolucion del tamafio de puesta no ha sido siempre reconocida, y Unicamente unos
pocos estudios han tenido en cuenta esta cuestion, a pesar de la ubicua presencia de los
parasitos en todos los hospedadores (Meller 1991; Richner & Heeb 1995; Martin et al.
2001). Una de las variadas hipdtesis relaciona directamente la evolucion del tamafio de
puesta Optimo con el impacto de los parasitos en el éxito reproductor de los
hospedadores, donde los individuos con un mayor tamafio de puesta deberian acusar
mas los efectos negativos del parasitismo (Meller 1991). Tales efectos suceden en
aquellas puestas de mayor tamafio, ya que en estas puede ocurrir un crecimiento muy
rapido de la poblacion pardsita, o donde las consecuencias del parasitismo sobre el éxito
reproductor pudieran ser mds perjudiciales, pues un mayor nimero de crias se ven
afectadas negativamente por los parasitos (Meller 1991). Nuestro estudio ha sido el
primero en demostrar que, efectivamente, existe una mejora en el tamafio de puesta
debida a una reduccion en el numero de parasitos. Unicamente podemos especular
cudles son los mecanismos que pueden generar tal efecto, ya que no se han evaluado de
manera directa en este estudio. En primer lugar, los parasitos malaricos podrian tener un
efecto directo sobre la habilidad de captura de alimento de sus hospedadores y, en
consecuencia, sobre el nivel de adquisicion de recursos necesarios en una fase vital tan
critica como es la produccion de huevos. En segundo lugar, los componentes usados por
el sistema inmune para luchar contra las infecciones juegan, de hecho, un papel
importante en la formacion del huevo. En este sentido, Blount et al. (2004) han
demostrado recientemente que la disponibilidad de carotenoides limita la produccion de
huevos en las aves. Saino ef al. (2003) comprobaron a su vez que los carotenoides
limitan la respuesta inmune mediada por células T, la cual también estd implicada en la
defensa inmune antimaldrica (Wakelin 1996). Finalmente, por definicion, los parasitos
extraen nutrientes de sus hospedadores que, en otras circunstancias, podrian haber sido
usados por estos (Price 1980). De manera similar, el sistema inmune requiere recursos
que, de otra forma, podrian ser destinados a otras funciones (Sheldon y Verhulst 1996),

en este caso, a la produccion de una puesta mas efectiva.
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Mientras que la diferencia en el tamafio de puestas entre los grupos fue del 18%
de media, la diferencia en el éxito de eclosion aumentd notablemente al 39% y al 42%
en los volantones criados, debido a un efecto significativo del tratamiento en el éxito de
eclosion (Tabla 1). El efecto del tratamiento en el éxito de eclosion pudiera ser porque
afectase a la calidad y viabilidad del huevo, o causado por alguna diferencia en el
comportamiento de incubacion por parte de la hembra. Si hay un compromiso entre el
uso de carotenoides y otros antioxidantes en la produccion de los huevos y la inmunidad
como se citd anteriormente (Blount et al. 2004; Saino et al. 2003), las yemas de los
huevos puestos por las hembras del grupo control deberian tener unos niveles menores
de antioxidantes, lo que directamente conduciria a un menor éxito reproductor (Surai
2003). De forma alternativa, los adultos de Avion Comun podrian haberse visto
afectados negativamente por las infecciones con malaria, causando una reduccion en la
eficacia de la incubacion y en el aprovisionamiento de la descendencia. Esta ultima
hipbtesis parece menos probable ya que el esfuerzo parental durante el periodo de cria
de los pollos es considerablemente mayor que durante la incubacion (Wendeln y Becker
1996). Por tanto, deberiamos esperar efectos mucho mayores en el éxito de los
volantones que en el éxito de eclosion, mientras que en realidad observamos lo
contrario. Por ello, sugerimos dos hipotesis alternativas para explicar este hecho.
Primero, desde la inoculacién de la primaquina hasta el momento en el que hemos
medido a los volantones transcurri6 casi un mes, con lo que los efectos del tratamiento
sobre el status de infeccion pudieran no ser tan evidentes en ese momento. Segundo,
pudiera también ocurrir que los padres ajustaran su esfuerzo parental al tamafio de cria,
como se apunta en otros estudios (véase Sheldon y Verhulst 1996) y no tuvieron ya
suficiente energia para apoyar en fases posteriores.

Aunque los parasitos pueden tener fuertes efectos sobre los parametros
demograficos de sus hospedadores, no se conocen con exactitud las posibles
consecuencias sobre las dindmicas poblacionales. Utilizando los datos obtenidos en este
estudio podemos hacer unas estimaciones preliminares de los efectos de los parasitos
malaricos sobre la poblacion de Avion Comun en Espafa y Dinamarca. El éxito
reproductor anual de aviéon comun en Espaia es, de media, de unos 4.3 huevos en la
primera puesta y de 3.7 en la segunda. Estos 8.0 huevos dan, de media, 6.8 volantones
(Pajuelo et al. 1992). El parasito Haemoproteus tiene una prevalencia del 48% en la
poblacion de avion comun espafiola. En esa poblacion infectada, cuando reducimos el

nimero de parasitos sanguineos, el éxito reproductor se incrementa un 42%. Por tanto,
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la produccion total de volantones se reduce aproximadamente en un 40% por la
presencia de parésitos sanguineos. En Dinamarca, el Avion Comun tiene una primera
puesta de unos 4.08 huevos de media, y un 67.7% de la poblaciéon pone una segunda
puesta con una media de 3.36 huevos (Mgller 1974). Estos huevos dan 5.87 volantones
de media. Dado que la prevalencia de Haemoproteus en Dinamarca es del 0% (n = 55
adultos, A. P. Moller datos no publicados), no existe una supresion de la reproduccion
por parasitos sanguineos. De esta manera, los parésitos de la malaria decrecen el total
anual de volantones en un 40% en la poblacion espafiola, pero no en la poblacion
danesa. Por tanto, existen efectos considerables de los pardsitos sanguineos en el
tamafio de las poblaciones de hospedadores después de la época reproductora, y esto
pudiera afectar a la contribucion relativa de las diferentes poblaciones al total del
tamafio poblacional de los hospedadores debido a las diferencias de productividad de las

distintas poblaciones.
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Abstract

Immune responses constitute a major way for hosts to defend themselves against
parasites. Since hosts do not habitually produce strong responses all the time, immune
responses much be costly to maintain or produce. We tested experimentally if the
production of a response to a challenge with a novel antigen resulted in a cost in terms
of life history, using the highly colonial house martin Delichon urbica as a model
system. We injected adult breeding birds during laying of the first clutch with
Newecastle disease virus (NDV) or a control injection, and the clutch was subsequently
removed to induce relaying. NDV stimulates the non-specific immune system, causing
production of antibodies during a period of more than two weeks. Accordingly, we
found a change in leukocyte counts in experimental birds compared to controls.
Experimental treatment reduced the frequency of re-laying, caused a delay in timing of
relaying and a reduction in clutch size. Quality of nestlings in terms of body size, body
mass and T-cell mediated immune response did not differ significantly between
treatments. Therefore, seasonal reproductive success differed significantly between
treatments, showing that the production of an immune response is costly in terms of

future fecundity.
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INTRODUCCION

El parasitismo es una de las principales causas de reduccion de la fecundidad y
de la viabilidad en animales y plantas domésticas y de vida libre. Como efecto, los
hospedadores han desarrollado una gran variedad de defensas para contrarrestar los
costes del parasitismo en su eficacia bioldgica. Estas estrategias incluyen modos de
evitar la infeccidon en un primer momento y maneras de eliminar o reducir los efectos
del parasitismo una vez que son infectados. El sistema inmune de los vertebrados ha
evolucionado como la mejor forma de reducir y controlar los efectos del parasitismo en
el interior del organismo, debido a su especificidad para distinguir entre lo propio y lo
ajeno. Las respuestas inmunes especificas y generales permiten al hospedador responder
eficazmente al desafio, causando reducciones en la viabilidad y fecundidad del parasito.
Una respuesta inmune fuerte y eficiente se supone que es beneficiosa, porque previene o
reduce los efectos de los parésitos en la fecundidad o viabilidad del hospedador (ver
revision en Wakelin 1996). Pero si estas respuestas inmunes tan intensas tienen
generalmente muchos beneficios, (por qué los hospedadores no mantienen unas fuertes
respuestas continuamente? Dado que estas se producen principal o Unicamente en el
hospedador ante el desafio del parasito, parece evidente pensar que debe haber unos
costes significativos asociados al desarrollo de una respuesta inmune efectiva.

Los costes de la inmunidad derivan principalmente del desarrollo del sistema
inmune, del mantenimiento de dicho sistema dentro de un orden funcional y de la
produccion de una respuesta que permita frustrar la invasion de un parasito (Klasing
2004). Estos costes pueden ser medidos en términos energéticos, de respuestas
autoinmunes, o en efectos en las estrategias vitales (e. g. Deerenberg and Lochmiller
2000; Raberg et al. 1998; Jacote et al. 2004). Por ejemplo, Ots et al (2001) comprobo
los costes energéticos de la respuesta inmune durante el invierno en el Carbonero
Comun (Parus major). En otro estudio de inmunidad se mostraron los elevados costes
metabolicos que debia soportar la mariposa Blanquita de la Col (Pieris rapae) en la
activacion de su sistema inmune (Freitak et al. 2003).

Un segundo tipo de coste de la inmunidad esta basado en el hecho de que una
respuesta inmune muy fuerte puede volverse contra el propio individuo que la
desarrolla, causdndole problemas de salud en forma de enfermedades autoinmunes
(Raberg et al. 1998). A pesar de que existen varios ejemplos en humanos de dichas

enfermedades (ver revision en Raberg et al. 1998), no tenemos hasta la fecha
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conocimiento de ningin estudio que defina este mecanismo en organismos de vida
salvaje. Por ultimo, las respuestas inmunes pueden ser costosas si nos referimos a
fecundidad futura o viabilidad, dado el compromiso existente entre la produccion, el
mantenimiento de la inmunidad y los componentes de las estrategias vitales. Este tipo
de coste ha sido uno de los principales puntos de estudio en inmunologia ecoldgica en
los Ultimos cinco afos. Los estudios de los costes de la inmunidad en las estrategias
vitales incluyen ejemplos de reduccion de viabilidad en el abejorro Bombus terrestris
(Baer y Schmid-Hempel 1999), disminucion del esfuerzo parental tras activacion de la
inmunidad en el Papamoscas Cerrojillo Ficedula hypoleuca (Raberg et al. 2000), o una
mayor duracién de la estancia de los pollos en el nido en especies de aves con
respuestas inmunes fuertes (Moller ef al. 2001).

Aunque estos estudios sugieren que dichos costes son comunes, actualmente no
se conoce con exactitud cuales son las causas que determinan su magnitud y si existen
diferencias significativas entre especies de hospedadores. Por ejemplo, estudios
comparativos de las respuestas inmunes en diferentes especies de hospedadores han
mostrado diferencias muy grandes en la intensidad de las respuestas entre especies,
pudiendo estas diferencias ser resultado de una frecuencia y probabilidad distinta de
transmision de parasitos (e. g. Moller & Erritzoe 1996; Moller et al. 2001; Van
Nouhuys y Hanski 2002). Estos resultados podrian implicar que los costes de la
inmunidad pudieran ser particularmente grandes en aquellas especies que sufren ataques
virulentos de parasitos. De acuerdo con esta prediccion, un estudio comparativo de los
miembros de la familia de las golondrinas sugirié que aquellas especies que producian
una mayor respuesta inmune tuvieron mayores periodos de desarrollo de su tamafio
corporal (Moller ef al. 2001). En este estudio tratamos de ampliar estas investigaciones
al cuantificar directamente los costes de la respuesta inmune en las estrategias vitales,
utilizando como modelo un ave colonial que sufre un impacto negativo muy fuerte por
los parasitos en su éxito reproductor.

Los objetivos de este estudio consistieron en cuantificar los costes en las
estrategias vitales de la produccion de una respuesta inmune, mediante la inyeccion de
un antigeno novedoso a un grupo de adultos y comparando los resultados con un
segundo grupo de adultos pertenecientes al grupo control. Para ello, utilizamos de
nuevo como modelo del sistema el Avion Comun (Delichon urbica) debido a que la
gran sociabilidad y la proximidad de los nidos de esta especie puede provocar que se

viese particularmente afectada por parasitos virulentos, que de hecho son transmitidos
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de forma horizontal rapidamente entre adultos en grandes colonias de cria. Los costes de
la inmunidad en las estrategias vitales fueron calculados en el grupo experimental a
través de la sustracciéon de la primera puesta en el momento de la inyeccién del
antigeno, tras la cual se registraron la frecuencia y el tiempo que transcurrié hasta la
nueva puesta de reposicion. También calculamos el éxito reproductor de la misma. Si la
inyeccion con un nuevo antigeno provoca un costo en términos de estrategias vitales,
podriamos predecir que un menor numero de hembras del grupo experimental tendrian
puestas de reposicion, o las harian mas tarde o con menor niimero de huevos que las
hembras del grupo control a las cuales no se les inoculé vacuna. Ademas, deberiamos
esperar que la magnitud de los costes fuera directamente proporcional a la magnitud del
efecto del tratamiento en las variables reproductivas de la puesta de reposicion.

Como se ha sefialado, el Avion Comun es un paseriforme insectivoro que cria en
colonias con un tamafio maximo estimado de mas de 1000 parejas reproductoras. Esta
especie migratoria llega a sus lugares de cria de sus cuarteles invernales a comienzos de
la primavera, y tanto machos como hembras construyen un nuevo nido o reutilizan uno
viejo. Algunas semanas después realizan una primera puesta de 3 a 6 huevos, y son
incubados unos 15 dias tras los cuales los pollos son alimentados durante tres o cuatro
semanas por ambos progenitores. Aproximadamente la mitad de las parejas
reproductoras realizan una segunda puesta (Pajuelo et al. 1992). Las colonias grandes
facilitan la transmision de muchas especies diferentes de pardsitos, tanto generalistas
como especialistas, que imponen costos muy importantes en la eficacia bioldgica de los
hospedadores al reducir su éxito reproductor (de Lope et al. 1993; Christe et al. 1998;
Marzal et al. 2005). Algunos estudios anteriores han mostrado que el Avion Comun
produce respuestas inmunes mediadas por células T muy fuertes en comparacion con
otras especies de hirundinidos (Moller et al. 2001) y dichas respuestas inmunes se ven

afectadas tanto por factores genéticos como por ambientales (Christe ef al. 2000).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en la colonia descrita en los métodos durante la
estacion reproductora primaveral del afio 2004.

Los nidos fueron inspeccionados cada dos dias para determinar la fecha exacta
del comienzo de la puesta. En el momento en el que no se afadi6é ningun huevo mas a la

puesta se considerd que ésta habia terminado, se capturd a las hembras en sus nidos al
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amanecer, y se les asigno de forma aleatoria uno de los dos tratamientos. A las hembras
del grupo experimental se les inoculd 40 pl de la vacuna del virus de la enfermedad de
Newcastle (NDV, n = 17; vacuna de reovirus aviar, bronquitis infecciosa, enfermedad
de gumboro y de Newcastle, NOBILIS®) y a las hembras pertenecientes al grupo
control 40 ul de agua fisiologica, que se utilizo para calcular los efectos del tratamiento
per se en las hembras (PBS, n = 14).

Antes del tratamiento se midi6 a las hembras la longitud del ala, de la cola y la
envergadura con una regla milimétrica, la longitud del pico, del tarso y de la quilla con
un calibre digital de 0.01 mm de precision, y el peso corporal con una balanza Pesola de
0.5 g de precision. Las plumas fueron inspeccionadas para comprobar la presencia de
barras de crecimiento, malofagos y 4caro, manteniendo la cola y el ala extendidas y
contando las barras de muda y los parasitos (ver Christe et al. 2002 para mas
informacion). Se extrajo una gota de sangre de la vena braquial y se realizé un frotis
sanguineo que permitiese la cuantificacion de leucocitos y parasitos sanguineos al
comienzo del experimento.

Tras la inyeccion se retird la primera puesta con el fin de inducir una puesta de
reposicion. Posteriormente, los nidos fueron revisados cada dos dias y se registrd el
comienzo y el tamafio de estas puestas de reposicion. Se anot6 el tamaiio de puesta, los
huevos eclosionados y el éxito reproductor estimado como la proporcion de los pollos
volados entre los huevos puestos.

Cuando los pollos tuvieron 9 dias de edad se recapturd a las hembras y se tomo
una segunda muestra de sangre para cuantificar los leucocitos y los parasitos sanguineos
tras el tratamiento. Ademas, se volvieron a tomar registros del peso corporal y de la
abundancia de 4acaros y maléfagos.

Siguiendo el protocolo establecido por Merino y colaboradores (1997), para el
estudio de la prevalencia e intensidad de hemoparasitos se revisaron con el objetivo de
200 aumentos la mitad de cada preparacion haciendo barridos de izquierda a derecha
para detectar grandes parasitos extraeritrociticos como tripanosomas y microfilarias. A
continuacion, en la otra mitad de la preparacion, se busco una zona de distribucion
homogénea de las células y se revisaron 20 campos para localizar parasitos
intraeritrociticos con el objetivo de 400 aumentos, que fueron cuantificados contando el
numero de parasitos por 2.000 eritrocitos a 1000 aumentos. El conteo leucocitario se
estimd revisando 50 campos a 1000 aumentos en una zona homogénea del frotis con

células bien separadas que permitiesen la correcta identificacion (Merino et al. 1999).



Cap 11 Costes de la respuesta inmune 73

Finalmente, a los 14 dias de edad se captur6 a los volantones y se les midio la
longitud del tarso, la masa corporal, se tom6 una muestra de sangre en un micro capilar
para conocer valor del hematocrito y se realiz6 un frotis sanguineo. También se le midié
la respuesta inmune mediada por células T mediante la inyeccidon intradérmica en el
patagio de 0.04 mg de fitohemaglutinina (PHA) en 0.1 ml de PBS. El espesor del
patagio se midi6 con un calibrador espesimetro con una precision de 0.01 mm
(Digimatic Indicator ID-C, Mitutoyo Absolute 547-301, Japan) antes de la inyeccion y
24 horas después. La respuesta inmune mediada por células T se cuantific6 como la
diferencia en espesor del patagio al final del periodo de las 24 horas menos el espesor
antes de la inoculacion (ver Christe ef al. 1999; Smits et al. 1999). Para mas detalles
sobre este procedimiento ver Navarro et al. 2003.

Se comprob¢ si las variables seguian una distribucion normal, y se usaron en
consecuencia tests paramétricos y no paramétricos para determinar si las diferencias
entre los grupos eran estadisticamente significativas. Se usaron analisis de la varianza
de medidas repetidas para comprobar los cambios en las variables reproductivas entre
las primeras puestas y las puestas de reposicion, teniendo en cuenta la dependencia de

las medidas.

RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas entre las hembras de ambos grupos
en medidas fenotipicas, fecha y tamafio de puesta antes del tratamiento, implicando que
no hubo un sesgo no intencionado en la composicion de las muestras (tabla 1). De
cualquier modo, se usaron los valores fenotipicos en un analisis de la varianza para
medidas repetidas con objeto de controlar cualquier variacion antes del tratamiento
entre los grupos.

Las hembras inyectadas con NDV tardaron significativamente mas tiempo en
producir una puesta de reposicion que las hembras del grupo control, siendo Ia
diferencia media entre tratamientos de unos 5 dias o casi dos desviaciones estandar (Fig.

1A, tabla 2)
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Tabla 1. Media (SD) de las variables fenotipicas y de otros parametros de las hembras

del grupo control y de las hembras del grupo experimental (NDV) antes del tratamiento,

la fecha de la primera puesta (dia 1 = 1 Marzo) y del tamafio de la misma.

TABLA 1 ga]l;i]n)liento Control [ZJ t e(Sl\t/;ann-Witney p

Longitud ala 105.59 (2.24)  105.52(2.07) -0.052 0.958
Longitud rectrices 60.00 (2.29) 59.64 (2.52) -0.556 0.579
Envergadura 282.90 (5.41)  283.02(5.20) -0.211 0.833
Longitud pico 6.44 (0.35) 6.46 (0.44) - 0.026 0.979
Longitud tarso 11.12 (0.27) 11.14 (0.39) -0.813 0.416
Longitud quilla 18.034 (0.695) 18.33 (0.84) - 1.289 0.197
Peso corporal 16.00 (1.30) 16.39 (1.09) -0.807 0.444
Barras de crecimiento 19.22 (2.46) 19.02 (2.17) -0.165 0.869
Hematocrito (%) 49.412 (3.606) 50.071 (3.626) -0.599 0.570
Tamano puesta 4.706 (0.686)  4.857(0.363) -0.675 0.625
Fecha puesta 73.81 (26.99)  60.35(13.10)  -0.507 0.612
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Figura 1A. Diagramas de caja del tiempo transcurrido (dias) desde la retirada de la
primera puesta hasta la puesta de reposicion para las hembras del grupo experimental y

del grupo control. Se indican los valores medios, desviaciéon estindar y valores

extremos.

25—

20—

—
_

15—

10—

5= I I

CONTROL TREATMENT (NDV)

Tabla 2. Media (SD) de las variables reproductoras en las hembras del grupo control y

en las hembras del grupo experimental (NDV)

TABLA 2 (Tlfﬁ‘;"‘vn)ﬁen“’ Control 6t§\gann'wmey P

Dias entre puestas 19.36 (2.78) 14.64 (3.30) -3.814 0.001
Tamafio de nidada 2.41 (1.46) 3.36 (0.93) -2.182 0.029
Exito reproductor 0.56 (0.30) 0.83 (0.20) -2.712 0.007

El tamafio de la puesta de reposicion fue significativamente menor que el
tamafio de la primera puesta en ambos grupos (tabla 3), aunque la diferencia entre

ambos no fue estadisticamente significativa. De cualquier modo, las hembras control
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tuvieron un numero significativamente mayor de pollos que las hembras tratadas, con
una diferencia en valores medios de casi un pollo o una desviacion estandar (Figura 1B,
tabla 2). Por tanto, el éxito reproductor estimado como el nimero de volantones
dividido por el tamafio de puesta fue de media un 83% y significativamente mayor en el

grupo control en comparacion con la media del 56% en el grupo experimental (tabla 2).

Figura 1B. Diagramas de caja del nimero de pollos criados por las hembras del grupo
experimental y las del grupo control. Se indican los valores medios, desviacion estandar

y valores extremos.
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T T
CONTROL TREATMENT (NDV)

Las hembras control que tuvieron mayores tamafios de puesta también tuvieron
significativamente mayores valores de hematocrito en la segunda captura que en la
primera, pero este no fue el caso para las hembras del grupo experimental (Fig. 1C,
tabla 3).

La masa corporal de las hembras disminuy¢ significativamente de la primera a la
segunda captura en el grupo control, pero no se redujo en el grupo experimental (tabla
3). No hubo un descenso significativo en el numero de acaros de la pluma y la
intensidad de infeccion de Haemoproteus entre capturas o tratamientos (tabla 3). No

obstante, el nimero de maldfagos de la pluma aumentd significativamente entre
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capturas en el grupo experimental, pero no en las hembras del grupo control (Fig. 1D,

tabla 3)

Figura 1C. Diagramas de caja del valor del hematocrito (%) para las hembras del grupo

control y del grupo experimental. Se indican los valores medios, desviacion estandar y

valores extremos.
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Figura 1D. Diagramas de caja de la abundancia de maldfagos de la pluma de las

hembras del grupo control y del grupo experimental. Se indican los valores medios,

desviacion estandar y valores extremos.
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Tabla 3. Media (SD) en la primera puesta y en la puesta de reposicion del tamafio de
puesta, intensidad de infeccion de &caros de la pluma, intensidad de infeccion de
malofagos de la pluma, valor del hematocrito, intensidad de infeccion de parasitos

sanguineos y conteo leucocitario de las hembras del grupo control y las del grupo

experimental (NDV)

TABLA 3 1" puesta f;)eosgcién fNilcox((t)iS)t de P
Tamaio puesta control 4.86 (0.36) 4.07 (0.83) -2.50 0.013
Tamano puesta NDV  4.71 (0.69) 4.29 (0.77) -2.65 0.008
Acaros control 5.50 (7.47) 12.07 (18.22) -1.73 0.08
Acaros NDV 13.00 (23.98)  15.18(20.47) -1.54 0.12
Malofagos control 4.79 (6.57) 4.86 (3.06) -0.67 0.50
Malé6fagos NDV 4.29 (5.24) 8.77 (5.24) -2.61 0.009
iﬁf{’crﬁo %) 5007 (3.63) 5321 (3.07)  -2.66 0.008
Hematocrito (%) NDV  49.41 (3.61) 51.06 (3.38) -1.17 0.24
Peso (g) control 16.39 (1.10) 15.96 (1.10) -2.36 0.018
Peso (g) NDV 16.00 (1.30) 15.74 (1.40) -0.86 0.39
El;ee‘;j;‘;ariteus contrg] 3:11(10.10) 287 (4.14) “1.79 0.07
E;Zr;f;‘;i s NDY 084 (22D) 1.44 (2.59) -0.96 0.34
Leucocitos control 44.00 (18.46)  40.21 (9.07) 0.485 0.498

Leucocitos NDV 31.47 (13.46) 4524 (18.07) 11.12 0.004
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El conteo de leucocitos de las hembras que recibieron el tratamiento con NDV
incrementd significativamente entre las capturas, pero no en las hembras del grupo
control (Fig. 1E, Tabla3). Al introducir el tiempo transcurrido hasta la puesta de
reposiciéon como una covariable en un analisis de la covarianza, con el tratamiento como
factor, comprobamos que aun se produjo un efecto significativo del tratamiento en el

conteo de leucocitos (F = 8.20; df = 1, 28; p = 0.008)

Figura 1E. Diagramas de caja de la concentracion de leucocitos para las hembras del
grupo experimental (A) y del grupo control (B). Se indican los valores medios,

desviacion estandar y valores extremos.

0O 12 CAPTURA

100 B 22 CAPTURA

80

60

T T
CONTROL TRATAMIENTO (NDV)

No hubo diferencias significativas en la calidad de la descendencia entre los
grupos. La longitud media del tarso, la masa corporal, el hematocrito y la respuesta

inmune mediada por células T no difiri6 entre tratamientos (Tabla 4)



Cap 11 Costes de la respuesta inmune 80

Tabla 4. Media (SD) del hematocrito, tamafio corporal, peso y respuesta inmune

mediada por células T en los volantones

Z (Mann-Witney U

TABLA 4 Tratamiento Control fest) P
Hematocrito pollos (%) 43.35 (4.42) 44.57 (2.74) -0.795 0.444
Longitud tarso pollos 5 ¢4 4g) 11.04 (0.45) -1.628 0.109
(mm)

Peso pollos (g) 20.28 (2.34) 21.11 (2.54) -1.253 0.215
Respuesta inmune células 13 44 3900y 13351 (43.64)  -0.556 0.597
T (mm)

DISCUSION

Los principales resultados de este estudio experimental sobre los costes de la
respuesta inmune en las estrategias vitales fueron: (i) comprobar que el desarrollo de
una respuesta inmune causa un retraso significativo en el comienzo de la puesta; (ii) una
reduccion en el balance del éxito reproductivo y (iii) un incremento en la infestacion
por malofagos de la pluma. Por el contrario, no hubo efectos del tratamiento
experimental en la calidad fenotipica de los pollos, lo que sugiere que los costes de la
inmunidad son pagados directamente por las hembras reproductoras. Discutiremos
brevemente cada uno de estos puntos.

La enfermedad del virus de Newcastle (NDV) es muy frecuente en
muchas especies de aves silvestres y domésticas, en las que provoca altas tasas de
mortandad (Alexander 1997; Kuiken et al. 1998). La inoculacion de la vacuna de NDV
ocasiona la produccidon de una respuesta inmune especifica y también de una respuesta
inmune inespecifica, con un incremento exponencial de anticuerpos especificos que
dura generalmente entre 7 y 10 dias, pudiendo llegar hasta los 28 dias tras la vacunacién
(Svensson et al. 1998; Saino et al. 2002; Rahman et al. 2004). En nuestro estudio no se

cuantificaron directamente la concentracion de anticuerpos especificos, pero si
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encontramos que la concentracion de leucocitos aument6 significativamente entre la
primera captura, donde se inyectd el antigeno, y la segunda captura, cuando los pollos
tenian 9 dias de edad. Esta diferencia en los patrones temporales de incremento de
leucocitos entre los tratamientos podria ser debida al retardo en la reproduccion en las
hembras del grupo experimental en referencia a las hembras del grupo control, pues las
primeras fueron capturadas con la estacion reproductora mas avanzada. Dado que la
abundancia de paréasitos se incrementa a lo largo de la estacion reproductora,
deberiamos esperar que las hembras de Aviéon Comun que crian mas tarde estuviesen
mas expuestas a los parasitos y, por tanto, tuvieran mayores niveles de leucocitos
circulando en su torrente sanguineo. Dicho efecto ya ha sido descrito con anterioridad
en el Avion Comun (Christe et al. 2001). Sin embargo, al introducir en un andlisis
estadistico el tiempo transcurrido hasta la puesta de resposicion, ain encontramos un
efecto significativo del tratamiento en la concentracion de leucocitos. Por tanto, esta
diferencia entre tratamientos no puede ser considerada como un mero efecto de
difrencias en el retardo entre los tratamientos, sino una respuesta fisiologica real con
efecto a largo plazo debido a las diferencias en los costes de la inmunidad.

El cambio en el sistema inmune tras el NDV afect6 al ritmo de reproduccion al
causar un retraso en el comienzo de la puesta en las hembras del grupo experimental. Se
ha comprobado que muchas especies sufren un descenso muy acusado en el éxito
reproductor conforme avanza la estacion de cria, en particular aquellas con una tinica
puesta por estacion reproductora, ya que tienen que optimizar el momento de esa unica
puesta (Crick et al. 1993). En comparacién, las especies con dos puestas tienden a
realizar su primera puesta antes del pico estacional de maximo alimento, con la
finalidad de optimizar tanto la primera como la segunda puesta (Crick et al. 1993). En
este contexto, se han propuesto dos hipotesis para explicar las pautas del descenso
estacional en la estacion reproductora (Arnold et al. 2004). La hipotesis del ritmo
(timing hypothesis) sugiere que el éxito reproductor desciende debido a factores
asociados a la fecha de puesta como cambios en condiciones ambientales, reduccion de
la asincronia, y/o restricciones parentales resultado del menor valor reproductivo de los
pollos criados en ultimo lugar (Hatchwell 1991; Moreno 1998; Arnold et al. 2004). La
hipotesis de la calidad parental (parental quality hypothesis) apunta que el éxito
reproductivo desciende porque los individuos que crian mas tarde son aquellos mas
jovenes, con menos experiencia y/o de peor calidad que aquellos que tienen las puestas

antes (Parson 1975; Hatchwell 1991; Brinkhoff et al. 1993). En nuestro estudio hemos
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comprobado que existe un retraso en la reproduccién debido al desarrollo de una
respuesta inmune, y esta idea concuerda con la hipdtesis del ritmo, ya que una variacion
en las condiciones ambientales reflejado en un cambio en la abundancia de parasitos
(simulado en nuestro experimento mediante la activacion del sistema inmune al azar en
hembras adultas) provoco el retraso en el ritmo de la reproduccion. Realmente en
nuestro estudio no pudimos saber la edad exacta de los individuos, aunque se tuvo la
preacaucion de que aquellos que se incluyeron en el mismo fueran los capturados por
primera vez, evitando asi los efectos de interaccidbn con experimentos previos y
minimizando los errores debidos a la diferencia de edad. Pudiera ser que aquellos que
criaron mas tarde fueran los mas jovenes, pero esta idea puede desecharse por lo
avanzado de la estacion y la sincronizacion de las puestas (practicamente todos los
individuos criaron a la vez), lo que de nuevo refuerza la primera hipotesis.

La activacion del sistema inmune con la inyeccidon de la vacuna de NDV no
causo ningun efecto en el tamafio de puesta, pero si un descenso significativo en el
tamafio de nidada y en el éxito reproductor. Este efecto equivale a una diferencia en la
variacion estandar. El efecto global probablemente sea mas fuerte que el indicado en las
diferencias del tamafio de cria pues el momento de los volantones tuvo un desfase de 5
dias de media entre las hembras tratadas experimentalmente y las hembras del grupo
control, y esto podria acarrear un descenso en la futura viabilidad y eficacia bioldgica de
los pollos criados mas tarde (Brown y Brown 1999). Estas averigiliaciones de los costes
de la inmunidad en los hospedadores podrian explicar en parte los resultados
encontrados en estudios anteriores sobre los efectos de los parésitos en el éxito
reproductor del Avion Comun (de Lope ef al. 1993; Christe et al. 1999; Marzal et al.
2005). Obviamente, los hospedadores deberian contraer dichos costes solo si pudieran
lograr beneficios en la reduccion de su eficacia bioldgica como consecuencia del
parasitismo. De cualquier modo, esto no descarta la posibilidad de que una fraccion de
los costes del parasitismo sea debida a los efectos directos de los parasitos sobre los
costes inmunoldgicos en el hospedador.

Investigamos los posibles efectos que pudiera causar el tratamiento experimental
en tres especies diferentes de parasitos, utilizando para ello un potente disefio que nos
permitiese utilizar a los individuos como sus propios controles. No encontramos
evidencias que mostraran cambios significativos en la abundancia de acaros de la pluma
ni en la infeccion del parasito sanguineo del género Haemoproteus, el mas frecuente en

este especie. Aun asi, la abundancia de maléfagos de la pluma incrementd
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significativamente en las hembras a las que se les provoco la respuesta inmunoldgica,
pero no en las hembras del grupo control. Este cambio podria ser debido a que las
hembras del grupo experimental tendrian menos tiempo y energia para la limpieza e
higiene de la pluma, tal y como apuntan estudios previos (Mooring 1995; Giorgi et al.
2001; ver revision en Moore 2002). Este incremento en la abundancia de mal6fagos de
la pluma podria tener efectos perjudiciales al causar menores prestaciones en el vuelo
(Barbosa et al. 2003), lo que indirectamente influiria en la habilidad de las hembras en
la captura de los insectos que les sirven de alimento y su posterior condicioén corporal.

Calculamos la calidad de la descendencia de las hembras tratadas
experimentalmente y del grupo control, pero no encontramos ninguna diferencia
fenotipica en la comparacion. De cualquier modo, hubo un efecto muy claro del
tratamiento en el éxito reproductor, lo que nos indica que la ausencia de cualquier efecto
en la calidad de los volantones fue debida a la baja calidad de los pollos, que sufren una
mortandad mucho mayor en el grupo experimental que en el grupo control. Los costes
de la inmunidad podrian afectar a la calidad o la cantidad de los cuidados parentales, tal
y como estudios previos han mostrado en otras especies (Ilmonen et al. 2000; Raberg et
al. 2000). La estimulacion del sistema inmune de las madres pudiera también afectar a
la transferencia maternal de anticuerpos (Saino et al. 2000) y, de este modo, influir
indirectamente en el desarrollo de los pollos. En nuestro estudio no pudimos estimar la
cantidad de cuidado parental realizado por los padres, por lo que no podemos conocer
con exactitud si el tratamiento experimental afecto al éxito reproductor a través de los
efectos en el cuidado parental u otros mecanismos. Pero nuestras interpretaciones
podrian sustentarse en el hecho que el hematocrito aument6 significativamente en las
hembras control, pero no en las hembras inyectadas con la vacuna de NDV. Algunos
estudios han demostrado que un aumento en el hematocrito es un indicador de mayores
niveles de actividad (Christe et al. 1999; Sanchez-Guzméan et al. 2004), tal y como
hemos visto en nuestro estudio durante el momento de cria de los pollos, donde los
adultos aumentan la tasa de captura de insectos para alimentar a su prole.

En resumen, en este capitulo hemos mostrado que la inoculacion de un antigeno
novel a las hembras adultas de Avion Comun causdé un retardo significativo en el
tiempo de reproduccion y un menor éxito reproductor. Estos resultados nos
proporcionan pruebas evidentes de la existencia de costes de la inmunidad en las
estrategias vitales de una especie colonial que sufre un fuerte impacto de los parasitos

en su éxito reproductor.
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Abstract

Female birds deposit in the yolks of eggs substantial amounts of androgens, such
as testosterone and androstenedione. These androgens have been shown to speed up
nestling development, induce a fast development of ornaments and increase dominance
in adults. Experiments in several species have reported that females invest greater
amounts of androgens in the eggs fathered by attractive males, suggesting that yolk
androgen is a costly investment for either the offspring or the mother. There is some
evidence that nestling immunocompetence may be partially suppressed by high levels of
yolk androgens, but it is not known whether this is also the case for females. We tested
this hypothesis in the house martin by inducing an immune challenge through an
injection of sheep red blood cells (SRBC). Experimental birds laid eggs with lower
amounts of yolk androstenedione than controls, and there was a similar non significant
trend for testosterone. Furthermore, the probability of laying a replacement clutch was
higher for birds that had laid a first clutch with relatively high levels of yolk
testosterone. These results suggest that yolk androgen deposition is limited by immune
costs in the female, and that only females in good condition may afford to invest higher

levels of androgen in eggs.
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INTRODUCCION

Los efectos maternos estan recibiendo en los ultimos afios un especial interés
como un mecanismo muy poderoso que puede ser utilizado para promover la adaptacion
a las complejas y cambiantes condiciones ambientales (Mousseau y Fox 1998). Desde el
descubrimiento de los andrégenos en los huevos de las aves por Schwabl (1993), un
gran nimero de investigaciones ha encontrado que pequefias diferencias en la cantidad
de andrdégenos de la yema pueden tener efectos muy importantes en el desarrollo futuro
del ave. Estos efectos comenzarian desde el inicio del desarrollo, donde se ha
encontrado que niveles elevados de andrégenos en los huevos tendrian como resultado
periodos de incubacion mas cortos y un mejor crecimiento del embrion (Schwabl
1996b; Lipar & Ketterson 2000; Eising et al. 2001). Esto conduce a una cascada de
efectos entre los que se incluyen un incremento en la peticion de alimento, un desarrollo
mas rapido de los ornamentos sexuales y una mayor dominancia jerarquia social
(Schwabl 1993; Eising & Groothuis 2003; Strasser & Schwabl 2004).

A pesar de estos claros beneficios, no todas las hembras tienen puestas que
contienen niveles elevados de andrégenos (e.g. Pilz ef al. 2003). Més aun, estudios
experimentales en tres especies diferentes de aves mostraron que las hembras no siguen
el mismo patron de distribucion de androgenos en los huevos al emparejarse con
machos atractivos (Gil et al. 1999; Gil et al. 2004; Tanvez et al. 2004; Gil et al. 2005).
Estos resultados sugieren que los niveles elevados de androgenos en la yema deben
acarrear alguno tipo de coste, tanto para la descendencia como para la hembra (Gil
2003). Asi, un estudio reciente ha encontrado que los pollos nacidos de huevos a los que
se les inyectd testosterona tuvieron una respuesta inmune celular reducida (Groothuis et
al. 2005). De cualquier modo, no tenemos conocimiento de ningun estudio hasta el
momento que indique que los costes sean pagados por la hembra. Esta hipotesis es
ciertamente probable, dado que elevados niveles de andrdégenos podrian ser
inmunosupresivos para la hembra (Duffy y Ball 2002).

Nuestro objetivo en este estudio es comprobar esta hipdtesis, mediante una
manipulacion experimental del sistema inmune con la inoculacién de eritrocitos de
carnero (SRBC), y comparando los niveles de androgenos en la puesta de las hembras

manipuladas con aquellos de puestas pertenecientes al grupo control.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevdo a cabo en la colonia de Avion Comun cercana a la
Universidad de Extremadura (Badajoz). Los nidos fueron revisados cada 2 dias desde
principios de febrero con objeto de marcar diariamente con tinta indeleble los huevos
nuevos que se iban encontrando en las puestas. Las hembras fueron capturadas en sus
nidos al amanecer en el cuarto dia de la incubacion (media = 3.77, SD = 1.13) e
inyectadas subcutaneamente con 0.1 ml de una solucion al 5% de SRBC a las hembras
del grupo experimental, o el mismo volumen de tampdn fosfato salino a las hembras del
grupo control. La cantidad de SRBC administrada a las hembras es similar a la utilizada
en otros estudios con esta especie (Moller et al. 2001). A continuacion la puesta fue
retirada y almacenada para su posterior estudio. Se prosiguié con la revision de los
nidos en espera de poder recolectar las puestas de reposicion tras un periodo de
incubacion similar a las primeras puestas (media = 3.96, SD = 0.71).

Los huevos fueron congelados a —20 °C hasta su diseccion. Para permitir una
buena separacion de la yema y el embridn, esta se llevo a cabo manteniendo los huevos
a temperatura de congelacion. Las yemas se pesaron y los esteroides fueron extraidos
anadiendo 3 ml de dietil éter a las muestras, introduciéndolas posteriormente en el
vortex, centrifugdndolas y decantando la fase de éter tras la separacion mediante snap-
freezing en un bano de etanol a —20°C. La fase de éter se evapor6d bajo un flujo de
nitrogeno y disuelto en un volumen fijo de PBS. A continuacién se utilizaron kits

comerciales de radioinmuno ensayo (RIA) con el radioisétopo marcador 1'%

para el
ensayo de las muestras (DSL Labs, USA). Estos equipos tienen anticuerpos con una alta
especificidad de reconocimiento de las hormonas (100%) y una baja reactividad cruzada
con otras hormonas. Los casos citados de reactividad cruzada con el kit de
androstenodiona fueron menores del 1% para todas las hormonas probadas, y menores
del 5% en el caso del kit de testosterona (excepto la 5a-DHT que fue del 5.8%). El
coeficiente de variacion intra-ensayo fue de 5.4 para la testosterona y de 6.8 para la
androstenodiona. El coeficiente de variacion inter-ensayo fue 13.3 para la testosterona y
de 8.85 para la androstenodiona.

El sexo de los embriones se determind por amplificacion mediante PCR
(Polymerase Chain Reaction) de fragmentos del gen CHD, localizado en los

cromosomas sexuales de las aves. Las copias del gen localizadas en los cromosomas Z y

W presentan diferencias de secuencia que permiten su distincion mediante diversos
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métodos; en nuestro caso, siguiendo el procedimiento descrito por Griffiths et al.
(1998). El ADN se extrajo utilizando la resina Chelex® 100 (Bio-Rad Laboratories,
CA), un método rapido y eficaz usado en diversos estudios anteriores (Walsh et al.
1991; Vigilant 1999). Para la identificacion de los sexos se emplearon los primers P8
(5'-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3") y P2 (5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-
3") (Griffiths ef al. 1998). La amplificacion de la PCR se llevo a cabo en un volumen
total de 25 pl, con las siguientes condiciones finales: 20 pul ddH20 (Sigma, St Louis,
Mo); 2.5 ul of Tag ADN polimerasa 10X buffer (Promega), 50 mM de cada dNTP; 100
ng de cada primer y 0.5 unidades de Taq polimerasa (Promega). Entre 50 y 250 ng de
ADN se usaron como molde. Al final de la adiciéon de todos los componentes de la PCR
se afiadieron 2 pl de aceite mineral para evitar la evaporacion de los mismos durante el
desarrollo de los ciclos en el termociclador Intelligent Heating Block (Cherlyn
Electronics Ltd). El primer paso fue una desnaturalizaciéon a 94°C durante 5 min,
seguida de una hibridacion a 55°C durante 2 min y una extension a 72°C durante 5 min.
Posteriormente se repitieron 35 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 2 min y
72°C durante 5 min. El ultimo paso fue a 72°C durante 7 min para completar el
programa. Los productos resultados de la PCR fueron separados mediante electroforesis
durante 105 minutos con un voltaje de 50 V en un gel de agarosa al 3% tefiiddo con

bromuro de etidio, y revelados en un documentador de geles.

Fig. 1 Revelado de producto de la PCR en gel de agarosa al 3% mediante un

documentador de geles.
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RESULTADOS

Ejecutamos varios modelos exploratorios para valorar las fuentes de la varianza
no controladas en la concentracion de los androgenos de los huevos, tomando la nidada
como un factor aleatorio, e incluyendo al sexo de los embriones y el orden de puesta, asi
como su interaccidon, como factores fijos. Ni el sexo, ni el orden de puesta, ni su
interaccion fueron significativos: Los huevos pertenecientes a embriones machos y
hembras tuvieron cantidades similares de androgenos (log T: F 49 = 0.54, P = 0.46; log

A4: F1,65.1 = 149, P= 022, Flg 2)

Fig. 2 El sexo del embridon no influye en la composicion de andrégenos de la yema. El

grafico muestra la media de minimos cuadrados y el error estandar.

S 4
£
(@)] I T
2
© 3 -
e
D)
>
S
G 2 _
©
c
S
| T
g 1 T
o
(@)]
(@)
|
0
Macho Hembra Macho Hembra
Androstenodiona Testosterona

Ambos andrégenos se incrementaron con el orden de puesta (log T: Fi33=11.7, P <
0.001, estimate (SE) =0.11 (0.03); log A4: F,634=7.26, P <0.01, estimate (SE) = 0.06
(0.02)) El efecto del orden de puesta puede verse alterado por un periodo de incubacion
distinto, dado que las hembras generalmente comienzan la incubacion antes de la puesta

del ultimo huevo y se ha comprobado que la concentracion de androgenos decrece con
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el tiempo de incubacidn, probablemente debido a una mezcla del albumen y la yema
(EIf & Fivizzani 2002; Pilz et al. 2005). Por tanto, en posteriores analisis se tomaron los
logaritmos de las concentraciones medias de los androgenos de cada hembra de los
residuos de las regresiones del orden de puesta para controlar las diferencias en el
periodo de incubacion. Los resultados no varian si usamos en su lugar los datos en
bruto.

Las hembras inoculadas con SRBC hicieron una puesta de reposicion al igual
que las hembras del grupo control (SRBC: 0.39% vs. PBS: 0.55%; x> = 0.98, df =1, P =
0.321). Se utilizé una regresion logistica paso a paso tomando las concentraciones de
los dos andrégenos como predictores de la probabilidad de realizar una puesta de
reposicion, mostrando que las hembras que realizaron una puesta de reposicion tuvieron
niveles de testosterona en las yemas de su primera puesta significativamente mayores
que las hembras que no hicieron una puesta de reposicion (3° = 6.59, df = 1, P < 0.05).
Los valores de androstenodiona no se tuvieron en cuenta en el modelo final.

Los resultados también mostraron una gran repetitibilidad en la concentracion de
testosterona en la yema entre la primera y segunda puesta (r, = 0.65, n =16, P < 0.01),
pero no en las concentraciones de androstenodiona (7, = 0.07, n =16, P = 0.87).

Nuestra principal prediccion era que la concentracion de androgenos en la yema
en las puestas de reposicion deberia ser menor en las hembras inyectadas con SRBC que
en las hembras control. Se realizé un modelo linear general para las concentraciones de
testosterona y androstenodiona, tomando el tratamiento como un factor principal. En el
caso de las concentraciones de testosterona afiadimos las concentraciones de la primera
puesta como covariable para corregir las diferencias en la probabilidad de reposicion.
Encontramos que las hembras inyectadas con SRBC pusieron huevos con menores
niveles de androstenodiona que las hembras del grupo control (F 12 = 6.57, P < 0.05;
Fig. 3).No encontramos las mismas diferencias en las concentraciones de testosterona,

aunque la tendencia fue similar (¥, =2.55, P =0.13; Fig. 3)
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Fig. 3 Diferencias entre grupos en la concentracion de androgenos en la yema en las
puestas de reposicion. Se muestran las medias de los residuos de las concentraciones,

incluyendo el error estandar.
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DISCUSION

Encontramos que las hembras a las que se les indujo experimentalmente una
respuesta inmune mediante la inyeccion con SRBC pusieron huevos con menor
contenido en androstenodiona que las hembras del grupo control. En el caso de las
concentraciones de testosterona en los huevos las hembras siguieron un patrén similar,
si bien este no fue estadisticamente significativo. Dado que la inyeccion con SRBC
induce una respuesta inmune costosa en términos energéticos que invierte recursos que
podrian ser destinados a otras funciones del organismo, aumentando la tasa metabdlica
y disminuyendo la condicion corporal (Ots et al. 2001), nuestros resultados sugieren
que la distribucion de los androgenos de los huevos es muy costosa y constituye una
inversion directamente dependiente de la condicidon corporal. Mas aun, de acuerdo con

esta conclusion, encontramos que la posibilidad de realizar una puesta de reposicion
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esta relacionada de forma directa con los niveles de testosterona en la primera puesta,
tal y como debiéramos esperar en caso de que la deposicion de andrégenos en la yema
fuera un rasgo dependiente de la condicion corporal.

Los androgenos de la yema son transferidos desde la madre hasta el huevo
(Schwabl 1993), donde modulan el desarrollo del embrion (Lipar y Ketterson 2000),
pudiendo tener consecuencias perdurables en el tiempo en el comportamiento de los
pollos, e incluso cuando estos alcancen la edad adulta. Los pollos nacidos de huevos
manipulados experimentalmente con concentraciones elevadas de andrégenos tuvieron
una actitud de peticion de alimento mas intensa y menores periodos de incubacion
(Schwabl 1996b; Eising & Groothuis 2003), aunque los efectos beneficiosos de esta
etapa podrian ser mas relevantes en situaciones de fuerte competencia por el alimento
(Pilz et al, 2004). Cuando alcanzan la edad adulta esos pollos tienen mayor
probabilidad de alcanzar un status dominante en la jerarquia (Schwabl 1993), y
desarrollar los ornamentos sexuales mas rédpidamente que los controles (Strasser &
Schwabl 2004).

Se ha comprobado en diversos estudios que, de acuerdo con la teoria de las
estrategias vitales (Burley 1988), las hembras invierten mayores niveles de androgenos
cuando se emparejan con machos mas atractivos (Gil et al. 1999; Gil et al. 2004;
Tanvez et al. 2004; Gil et al. 2005). Este patron de inversion diferencial sugiere que las
hembras obtienen beneficios indirectos a partir de su descendencia (Sheldon 2000), pero
también que una gran inversion elevada en androgenos ha de ser costosa de una u otra

manera (Gil 2003). Estos costes pueden ser identificados de, al menos, tres maneras:

(1) niveles altos de andrégenos en la yema pueden resultar costosos a la descendencia,
por ejemplo debilitando su sistema inmune. Recientemente se han mostrado evidencias
que apoyan este punto, como una respuesta inmune mediada por células T reducida en
huevos de gaviota reidora (Larus ridibundus) a los que se les elevd experimentalmente
su concentracion de androgenos (Groothuis et al. 2005); (2) pudiera ocurrir también que
los niveles optimos de androgenos fueran diferentes para los pollos hembras y machos,
limitando asi la capacidad de determinar una sex ratio 6ptima (Saino et al. enviado); y
(3) la distribucion de niveles elevados de andrégenos puede ser costosa para las
hembras. Nuestro estudio aporta resultados conformes a este tercer tipo de coste.

Los niveles de androgenos se incrementan en las hembras durante el periodo de
puesta (Schwabl et al. 2005), como consecuencia de la gran produccion de andrégenos

que tiene lugar en los foliculos de desarrollo (Staub & De Beer 1997; Johnson 1999).
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Un estudio experimental realizado en el canario Serinus canaria ha mostrado que los
niveles de testosterona en el plasma de las hembras son reflejo de la produccion de
andrégenos de la yema (Schwabl 1996a), sugiriendo que las hembras que ponen huevos
con niveles altos de testosterona también tienen elevados niveles de testosterona en su
plasma. Con relacion a este punto, estudios comparativos han revelado que las hembras
de especies coloniales ponen huevos con mayores cantidades de androgenos (Gil ef al.
unpublished manuscript), y también tienen mayores niveles de hormonas en su torrente
circulatorio (Meller et al. 2005). Dado que se ha demostrado que grandes niveles de
androgenos pueden reducir la respuesta inmune tanto en machos como en hembras
(Folstad & Karter 1992; Verhulst et al. 1999; Duffy et al. 2000), nuestros resultados
sugieren que la respuesta inmune frente a la inyeccion de SRBC interfirid con la
produccion de andrégenos en los individuos manipulados experimentalmente. Esto
podria haber resultado en la reduccion de la cantidad de androgenos encontrados en las
yemas de los huevos puestos por esas hembras.

De cualquier modo, resultados aportados por otros estudios hacen pensar en una
compleja relacion entre costos, beneficios e inversion de androgenos en la yema. Por
ejemplo, se ha visto que su inoculacién en el Cernicalo Americano Falco sparverius
incrementa la mortalidad de los pollos (Sockman & Schwabl 2000). Este resultado
sugiere que los beneficios de los niveles elevados de androgenos pueden depender de la
calidad fenotipica o genotipica de la descendencia. En linea con esta idea, también
pudiera ocurrir que el nivel éptimo de andrégenos fuera diferente para cada sexo (Saino
et al. submitted). Ademas, dos estudios diferentes de alimentacidon suplementaria han
mostrado que las hembras a las que se les incrementd el alimento no aumentaron sus
niveles de andrégenos en las yemas en lo esperado, tal y como deberia haber sido si esta
distribucion se viese afectada por recursos limitados (Verboven et al. 2003; Gil et al.
enviado). En conjunto, todas estas evidencias muestran que este efecto maternal sigue
una compleja regulacion de costos y beneficios, en el que la maxima de “cuanto mas,
mejor” no puede ser aplicada en este caso. En otras palabras, no es correcto considerar a
los androgenos de la yema como cualquier otro recurso presente en el huevo, sino mas
bien como un agente capaz de modificar el fenotipo sujeto a costos y beneficios que

muestra diferencias de una generacion a otra.
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Abstract

Senescence is the progressive lost of functionality accompanied by fertility
decreasing and increasing in risk of mortality as time goes by. Immune system
deteriorates as ageing, so it could cause an ability reduction to fight against parasites
and to prevent diseases. That is the reason why parasitism has been supposed to be
involved in the expression on the senescence. Several studies have shown that immune
function declines with age in humans and captive animals, but little is known about
whether immune function deteriorates with age in natural populations due to the
impossibility to study the same individual consecutive years.

In this study we made a comparative test for prevalence of malarial infection
(Trypanosoma and Haemoproteus) between two avian species, capturing the same
individual every year. We show that protozoan parasites are related to the expression of
their hosts’ senescence in three natural populations of two different avian species
(Delichon urbica and Hirundo rustica), because immune system declines with age at the
same time that prevalences and intensities of blood parasites infection increase as a
consequence of this immune deterioration. The most prevalence of infection happens at
three years old individual, and decreases in older birds. It could be because these older
birds had no previous exposition to infection, or because they have a strong immune

system to fight against parasites.
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INTRODUCCION

El envejecemiento es un proceso, continuo e irreversible, de cambios graduales
con el paso de los afios. Habitualmente se utiliza como sinénimo de senescencia, si bien
el Manual de Gerontologia de Merck (2000) define el envejecimiento como un “proceso
de cambio gradual y espontdneo que resulta en la maduracion, a través de la infancia,
pubertad y adolescencia, para después descender en la edad madura”, mientras que ve a
la senescencia como el “proceso de pérdida de capacidad de division celular,
crecimiento y funcionalidad con el paso del tiempo y que en ultimo término conduce a
la muerte” (ver Beers y Berkow 2000). Asi, de forma general se habla de componentes
positivo en la vejez como la sabiduria y experiencia, pero la senescencia inicamente nos
trae la idea del proceso degenerativo que termina con la muerte. A pesar de todo, ambos
términos se usan habitualmente como sinonimos, ya que la senescencia conduce al
envejecimiento y es su causa fundamental, aunque no todos los efectos del
envejecieminto puedan ser atribuidos a la senescencia (de Magalhaes 2003, 2005).

Pero, ;cudles son las causas del envejecimiento? Desde hace mucho tiempo se
han propuesto muchas teorias, pero ain no hay una respuesta clara y definitiva (ver

revision en Barja 1998, tabla 1)

Tabla 1. Teorias del envejecimiento y senescencia (tomado de Barja 1998)

1. TEORIAS ORGANICAS

- Inmunitaria
- Neuroendocrina

2. TEORIAS CELULARES
- Limte de la duplicacion celular
3. TEORIAS MOLECULARES

- Acumulacion de residuos

- Entrecruzamientos entre macromoléculas
- Mutaciones somaticas

- Errores catastroficos

- Metabodlica

- Glucooxidacion

- Radicales libres

4. TEORIAS DE ENVEJECIMIENTO PROGRAMADO
- Programa genético de envejecimiento
5. TEORIAS EVOLUTIVAS

- Distribucion de energia entre esfuerzo reproductivo y mantenimiento
- Intensidad de predacion

- Teorias pleitropicas
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Segun Fisher (1930) la senescencia es el descenso, dependiente de la edad, del
valor reproductivo residual en especies con separacion de la linea germinal y somatica,
asociado normalmente a un deterioro del fenotipo y a un aumento de la tasa de
mortalidad. Por ello, el declive de las funciones fisioldgicas asociado a la edad resulta
en un incremento en la tasa de mortalidad (Finch 1990; Holmes y Austad 1995).

Ricklefs (2000) propone dos hipotesis para explicar la senescencia. En primer
lugar, el deterioro fisiologico que acompafia a la vejez podria incrementar la
vulnerabilidad de los organismos a los mismos factores extrinsecos que pueden causar
la muerte en otras edades, como predacion, enfermedades contagiosas y estrés asociado
al ambiente. La segunda hipdtesis plantea que la senescencia pueda ser reflejo de un
incremento asociado a la edad de causas intrinsecas de muerte (enfermedades
vasculares, céancer, enfermedades autoinmunes y dafios genéticos acumulados) que
matan al individuo mas o menos independientemente del medio externo. Asi, la
mortalidad extrinseca ha sido considerado como el factor clave que determina coémo la
seleccion natural moldea la mortalidad intrinseca (Abrahams 2004)

Varias especies de animales han figurado de manera prominente en Ia
investigacion del envejecimiento (Sprott y Austad 1996). Muchos de estos estudios se
han centrado en las bases genéticas del envejecimiento y en una mayor comprension de
los caminos que regulan la tasa de envejecimiento, creando un nuevo marco para el
estudio de las enfermedades relacionadas con la senescencia (Rogina et al. 2000; Reedy
et al. 2004). Los investigadores han identificado los genes animales que influyen en la
esperanza de vida, alguno de los cuales modifican el proceso de la senescencia en
conjunto (Lin ef al. 2004), mientras que otros actian modelando la expresion de
enfermedades asociadas a la vejez (Guenette & Tanzi 1999; Eslamboli et al. 2005).

Con unas pocas excepciones, las aves presentan longevidades llamativamente
superiores comparadas con los mamiferos, pudiendo vivir hasta tres veces mas que ellos
atendiendo a la masa corporal equivalente (Finch 1990; Holmes & Austad 1995). Estas
tasas de envejecimiento lento son paradodjicas, pues las aves muestran unas tasas
metabolicas mas elevadas (entre 2-2.5 veces superiores, con gastos energéticos en toda
una vida de hasta 15 veces mayores), temperaturas corporales mas altas
(aproximadamente 3°C mas) y niveles de glucemia de dos a cuatro veces superiores a lo
habitual en los mamiferos. De acuerdo con las actuales teorias bioquimicas de la
senescencia, la elevacion de esos parametros en las aves deberia contribuir a un dafio

tisular acelerado debido a la acumulacion de productos deletéreos resultantes del
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metabolismo oxidativo y de la reaccion de Maillard (Monnier ef al. 1991; Kristal & Yu
1992; Holmes et al. 2001). Sin embargo, varias especies de aves se encuentran entre las
de mayor esperanza de vida del reino Animal (Carey & Judge 2000). Algunos
investigadores creen que serian aquellas que envejecen lentamente porque maduran mas
tarde y presentan una fecundidad reducida, pero estudios recientes sugieren que las aves
tienen mecanismos para protegerse de los danos oxidativos y pueden regenerar algunas
neuronas de su cerebro (Monnier et al. 1991; Kristal & Yu 1992; Holmes et al. 2001;
Holmes & Ottinger 2003)

A pesar de esta predisposicion de las aves para desafiar a la senescencia, es
obvio que envejecen, por lo que serian particularmente interesantes estudios sobre
envejecimiento en este grupo de vertebrados. Mas ain, dado que las aves y otros
vertebrados homeotermos (incluyendo humanos y primates) muestran un modelo de
senescencia gradual con una duracion de la vida definida (Finch 1990; Holmes et al.
2001), el estudio de los procesos del envejecimiento en las aves deberian cobrar mas
importancia debido a que serian mdas similares a los humanos que los habituales
modelos bésicos de procesos de envejecimiento en mamiferos, que usan como modelo a
roedores de vida corta (Holmes & Ottinger 2003).

En seres humanos y en animales de laboratorio se ha observado un descenso en
la funcidon inmune asociado a la edad (Nagel ef al. 1986; Miller 1990), al igual que en
invertebrados (Adamo et al. 2001; Kurtz et al. 2002). Los mecanismos fisioldgicos que
subyacen bajo este descenso en la funcién inmune han sido bien documentados. Por
ejemplo, se ha comprobado que los mecanismos de proliferacion de células T, su
actividad, la produccion de interleucinas, la generacion de efectos citotoxicos e incluso
el mecanismo de presentacion antigénico se deteriora con la edad (Miller 1996; 2000).
Ademas, en varios estudios en poblaciones naturales de aves se ha comprobado que la
produccion de anticuerpos es menor en los individuos de edad més avanzada (Cichon et
al. 2003, Saino et al. 2003).

Todos estos estudios demuestran el deterioro fisiologico que sufren los
individuos con la edad, pero habria que ver cuales son las consecuencias de dicha
reduccion. Uno de los posibles efectos seria una disminucion en la habilidad para luchar
frente a los parésitos y prevenir la expresion de las enfermedades. Siguiendo esta linea,
el parasitismo y las enfermedades con una base genética han sido desde hace tiempo
implicadas en la expresion de la senescencia (Medawar 1952, Williams 1957). La razén

es porque un signo tipico de la senescencia es un incremento en la susceptibilidad al
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parasitismo y a la expresion de enfermedades como el cancer (ver revision Miller 1996).
Esta mayor susceptibilidad podria ser causada por el descenso de la funcién inmune de
las células T citado anteriormente, que es la implicada en la defensa inmune
antimalarica (Wakelin 1996). Por tanto, los individuos deberian sufrir una mayor
intensidad de parasitismo cuando avanzan en la edad.

Los efectos de la senescencia vinculados al parasitismo serian particularmente
interesantes en aquellas poblaciones que sufran un fuerte impacto de los parasitos, ya
que esta causa de mortalidad extrinseca podria influir en la mortalidad intrinseca a
través de los efectos en la senescencia (ver Abrahams 2004). Asi pues, el mejor estudio
posible seria aquel que examinase la prevalencia e intensidad de infeccion en el mismo
individuo durante toda su vida o, al menos, durante varios afios consecutivos.

Hasta el momento s6lo tenemos constancia de un Unico estudio que investige
comparativamente en diferentes especies la evolucion del parasitismo en el mismo
individuo a lo largo de los afos (ver Bennett y Bishop 1990). Con tal fin, en este
capitulo se muestra un analisis comparativo de la prevalencia e intensidad de distintas
especies de hemoparasitos (Trypanosoma y Haemoproteus) entre dos especies de
hirundinidos (Delichon urbica ¢ Hirundo rustica) en referencia al envejecimiento,
estudiando la evolucion del parasitismo y el sistema inmune en el mismo individuo a

través de los afios.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en tres colonias diferentes de hirundinidos. La pimera fue la
colonia de Avion Comun descrita en los métodos generales. La segunda colonia,
distante 10 kms. de la primera, es una colonia de Avion Comun ubicada bajo un
deposito de aguas en el LLE.S. Ntra. Sra. de Botoa (38°53°’N, 6°55°W). La tercera
localidad de estudio fue una colonia de Golondrina Comun situada en una granja a 14
kms. de Badajoz (38°52°N, 6°50°W) (para mds informacion ver de Lope y Moller
1993).

Durante los afios de estudio se tomaron, aparte de otros registros, muestras de
sangre que nos han permitido la realizacion del presente estudio, que forma parte de
otro mas amplio a largo plazo. Cuando los pollos tuvieron trece dias de edad fueron
anillados. Los juveniles y adultos fueron capturados mediante redes y sexados, medidos

y marcados con anillas metélicas procedentes de la Sociedad Espafiola de Ornitologia
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para su posterior reconocimiento. Para la diferenciacion de los sexos y la edad se
siguieron los criterios establecidos por Svensson (1992).

De cada individuo se tom6 una gota de sangre de la vena braquial y se realizo el
frotis sanguineo segun lo propuesto por Bennett (1970). Los frotis fueron
inmediatamente secados al aire para evitar cualquier contaminacién, y fijados con
metanol puro tan pronto como fue posible para minimizar la disminucion del contraste
que sucede si se demora en exceso este paso (Bennett 1970). Posteriormente se tifieron
durante 45 minutos utilizando la tincion de Giemsa. Este colorante consiste en una
mezcla de una parte de Giemsa con 10 partes de solucion de tampoén fosfato a pH 7.2,
realizado inmediatamente antes de usar la tincion (Merino 1999). A continuacion se
dejaron secar y se montaron con cubreobjetos utilizando medio de montaje DePeX
(BDH Laboratory Supplies).

Para el estudio de la prevalencia e intensidad de hemoparasitos se utilizé un
microscopio Nikon modelo Labophot y un microscopio Zeiss modelo KF2. Se reviso
con el objetivo de 200x la mitad de la preparacion haciendo barridos de izquierda a
derecha para detectar pardsitos grandes extraeritrociticos como Trypanosomas y
Microfilarias. A continuacion en la otra mitad de la preparacion se buscé una zona de
distribucion homogénea de las células (bien separadas) y se revisaron 20 campos para
localizar parasitos intraeritrociticos con el objetivo de 400x. Si se detectd o sospechd
que pudiese haber algiin parasito se comprob6 con el objetivo de 100x (Godfrey et
al. 1987, Fedinch et al. 1995, Merino & Potti 1995, Merino 1999)

Dada la poca intensidad de parasitos extracelulares sélo se utilizaron datos de
prevalencia. Los pardsitos intraeritrociticos se cuantificaron contando el nimero de
parésitos por 2.000 eritrocitos a 1000x (Godfrey et al.1987, Fedynich et al. 1995,
Merino & Potti 1995, Merino et al.1999). Si se tenia la seguridad de que un individuo
estaba infectado pero la intensidad era muy baja se contaron 10.000 eritrocitos, y si atin
no aparecia ningun pardsito se consideraba que la intensidad de la infeccion era de 0.1
(Merino et al. 1997). Para célculos posteriores todas las intensidades fueron
normalizadas en referencia a nimero de parasitos por 2.000 eritrocitos. Todos los frotis
fueron examinados por la misma persona (4. Marzal). Las especies de parasitos fueron
identificadas basdndonos en especificidad de la familia hospedadora y caracteristicas
morfologicas (Bennett ef al. 1993, Bennett ef al. 1994).

El conteo leucocitario se realizd buscando una zona del frotis homogénea y con

células separadas. En esa zona se barre el frotis de arriba hacia abajo contando el
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numero de leucocitos en 50 campos a 1000x como medida relativa del nimero de
leucocitos totales (Naguib et al. 2004)

Para comparar las prevalencias de infeccion entre los distintos afios se utiliz6 el
test de * de McNemar. El analisis estadistico de las intensidades y conteo leucocitario
se realizd mediante el test de Wilcoxon para muestras emparejadas (SPSS para

Windows version 12.0).

RESULTADOS

En la revision de los frotis se encontraron varias especies de hemoparasitos,
siendo Trypanosoma la mas abundante en las golondrinas y Haemoproteus en las
muestras de Avion Comun de ambas poblaciones (tabla 1). Dada la escasa presencia de
otros hemoparasitos en las poblaciones estudiadas (prevalencias inferiores al 2%), para
posteriores andlisis solo se tendran en cuenta los datos referentes a la infeccion causada
por Haemoproteus en aviones y Trypanosoma en golondrinas.

Desde 1997 a 2005 se procedid al anillamiento y toma de frotis sanguineos de
mas de 6.000 aves: 5.000 aviones comunes y 1.000 golondrinas durante la época
reproductora. El nimero de muestras total utilizadas para el andlisis de la prevalencia e
intensidad de parasitismo en el mismo individuo en afios consecutivos fue de 412
aviones en la colonia de la RUCAB, 54 aviones en la colonia de Botoa y 100
golondrinas, agrupadas en 206, 27 y 50 emparejamientos, respectivamente. Dada la alta
mortalidad que presentan estas especies en diferentes eventos (Bryant 1979, Turner
1994) y las tasas de retornos nidales y natales (de Lope y da Silva 1988, Turner 1994)

nos resultd imposible obtener una muestra mas abundante.
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Tabla 1. Prevalencia de infeccion (%) por distintas especies de hemoparasitos en las

poblaciones de hirundinidos estudiadas. Se muestra el nimero de aves examinadas en

cada poblacién

poblacion

Haemoproteus Trypanosoma Leucocytozoon Microfilaria
infectadas | prevalencia | infectadas | prevalencia | infectadas | prevalencia | infectadas | prevalencia

Delichon
uoea o [1o0sfs3a [s29 |15 |15 0.1 6 0.6
Delichon
pe . 140 [21 [s25 o 0 0 0 0
Hirundo
rustica  |265 |4 1.5 59 22.2 0 5 1.9
POTOSI

Al realizar el seguimiento del mismo grupo de individuos dentro de cada

poblacion, encontramos diferencias significativas entre dos afios consecutivos de

estudio en la infeccion por hemoparasitos en las poblaciones de avion comdun,

apareciendo infectados alrededor del 30% de los individuos en el primer afio de captura,

y el 60% el afio siguiente. Al comparar esta distribucion de infeccion con la de

golondrinas, observamos que siguen un patron muy similar, ya que en éstas también se

comprobd un aumento significativo de la infeccion con el paso de los afios (tabla 2,

figura 1).

Tabla 2. Comparativa de prevalencia de infeccion en las poblaciones de hirundinidos

estudiadas.

2
X; Pearson

p
Delichon urbica RUCAB 10.125 0.001
Delichon urbica BOTOA 6.033 0.014
Hirundo rustica 4.000 0.046
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Figura 1. Prevalencia de infeccion por hemoparasitos en las poblaciones de
hirundinidos en dos anos consecutivos de estudio. Se muestra el nimero de aves

infectadas en cada afo de estudio
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Como puede observarse en la tabla de contingencia (tabla 3), en la poblacion de
Avion Comun de la RUCAB el primer afio estuvieron infectados 56 individuos de los
184 que se controlaron en sucesivos afios, mientras que en el segundo afio el numero de
individuos infectados se duplico; 65 individuos que en el primer afio no se encontraban
contagiados si se hallaron parasitados el afo siguiente. En cambio, uUnicamente
encontramos 10 casos en los que la infeccion parecid remitir. En 63 aves no se registro
rastros de infeccion en ninguno de los dos afos. Conjuntamente, 46 individuos
estuvieron infectados ambos afos.

Para el analisis estadistico de las prevalencias se empleo el test de y* de
McNemar para datos emparejados, estimandose que las diferencias de infeccion entre

ambos afios eran significativas (x> de McNemar = 14,08; p < 0,001).
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RUCAB.
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D. urbica RUCAB Afio 2 INFECTADOS Afio 2 NO INFECTADOS | TOTAL
Afio 1 INFECTADOS 46 10 56
Afo 1 NO INFECTADOS | 65 63 128
TOTAL 111 73 184

En la colonia de Delichon urbica de BOTOA se observo un patron de infeccion
muy similar (tabla 4), encontrando diferencias significativas en la prevalencia de

infeccion entre los dos afios de estudio (x> de McNemar = 7.11; p < 0,05)

Tabla 4. Prevalencia de infeccion de adultos de Delichon urbica de la colonia de Ntra.

Sra. de Botoa.

D. urbica BOTOA Afio 2 INFECTADOS | Afio 2 NO INFECTADOS | TOTAL
Afo 1 INFECTADOS 8 0 8

Afio 1 NO INFECTADOS | 10 9 19
TOTAL 18 9 27

En el caso de la Golondrina Comun, el primer afio estuvieron infectados 4 individuos de
los 50 que se controlaron en afios sucesivos, mientras que en el segundo afio el numero
de individuos infectados se triplicd. 10 individuos que el primer afio no se encontraban
infectados si se hallaron parasitados el afo siguiente. En cambio, unicamente
encontramos dos casos en los que la infeccion parecid remitir. En 36 individuos no se
registro rastros de infeccion en ninguno de los dos afios, y 2 ejemplares estuvieron

infectados ambos afios.
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Para el analisis estadistico de las prevalencias se empled el test de x* de
McNemar para datos emparejados, estimdndose que las diferencias de infeccion entre

ambos afios eran significativas (X2 de McNemar = 4,083; p <0,05)

Tabla 5. Prevalencia de infeccion de adultos de Hirundo rustica en dos afios

consecutivos de estudio.

Hirundo Afio 2 NO
Ao 2 INFECTADOS TOTAL
rustica INFECTADOS
Ano 1 INFECTADOS 2 2 4
Afo 1 NO INFECTADOS 10 36 46
TOTAL 12 38 50

Con el fin de realizar un estudio mas exhaustivo y concreto de la prevalencia de
infeccion en relacion a la senescencia, los individuos estudiados de la colonia de
Delichon urbica de la RUCAB fueron categorizados segin su edad. Se dividi6 al total
en tres grupos, quedando enmarcados en un primer grupo aquellos individuos cuya edad
fue de un afio (tabla 6). Un segundo grupo agrup¢ a los individuos cuya edad fue menor
o igual a tres afos (tabla 7), mientras que en el Gltimo grupo se dispusieron aquellos
cuya edad superaba los tres afios (tabla 8). Se estim6 que la edad correcta para hacer
tales categorizaciones era 3 afios, dado que estudios anteriores en esta colonia indican
que esa edad es la esperanza de vida del Avion Comun (de Lope, datos no publicados).
En las tres categorizaciones las diferencias entre las proporciones de infeccion volvieron
a ser significativas[( pollo a 1 afio: y* de McNemar = 12.07; p < 0.001), (edad < 3 afios:
¥’ de McNemar = 27.841; p < 0.001), ( edad > 3 afios: x> de McNemar = 10.452; p<
0.001)].
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D. urbica RUCAB Afio 2 INFECTADOS Afio 2 NO INFECTADOS | TOTAL
Afio 1 INFECTADOS 0 0 0

Afo 1 NO INFECTADOS | 14 8 22
TOTAL 14 8 22

Tabla 7. Prevalencia de infeccion de individuos de edad menor o igual a 3 afos.

D. urbica RUCAB Ao 2 INFECTADOS Ano 2 NO INFECTADOS | TOTAL
Ao 1 INFECTADOS 25 4 29
Afio 1 NO INFECTADOS | 40 37 77
TOTAL 65 41 106
Tabla 8. Prevalencia de infeccion de individuos de edad mayor a 3 afios.

D. urbica RUCAB Afo 2 INFECTADOS Ao 2 NO INFECTADOS | TOTAL
Ao 1 INFECTADOS 21 6 27
Ao 1 NO INFECTADOS | 25 26 51
TOTAL 46 32 78

Para el estudio de las intensidades de infeccion de Haemoproteus en las colonias

de Avion Comun no se pudo utilizar el test t de Student para datos apareados al no

poder asumirse la condicion de normalidad de la variable diferencia (test de

Kolmogorov-Smirnov, p < 0,001). Por ello se empled el test de Wilcoxon para datos

apareados, concluyendo que las intensidades entre los dos afios de estudio mostraban

diferencias significativas (p < 0,05) en ambas colonias (Tabla 9)
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Tabla 9. Comparativa de intensidad de infeccion en las poblaciones de Avion Comun.

Z Wilcoxon p
Delichon urbica RUCAB 22.190 0.029
Delichon urbica BOTOA -2.268 0.023

En el estudio comparativo del sistema inmune de las dos especies de
hirundinidos con respecto a su edad, comprobamos que el numero de leucocitos
disminuy6 significativamente en el mismo individuo conforme avanzaba en edad en

ambas especies (Tabla 10)

Tabla 9. Comparativa de conteo leucocitario en las poblaciones de Avion Comun y

Golondrina Comtn

Z Wilcoxon p
Delichon urbica RUCAB 3415 0.001
Hirundo rustica POTOSI -2.613 0.009

Entre los afios 1999 y 2005 se realiz6 un estudio de la prevalencia de infeccion
en referencia a la edad exacta conocida de los individuos en las poblaciones de Avion
Comin (RUCAB) (figura 2) y Golondrina Comun (figura 3). Para evitar la
pseudoreplicacion se tuvo la precaucicon de no incluir al mismo individuo en diferentes
clases de edad conforme avanzaba su edad, excluyendo asimismo todos los individuos
que fueron utilizados en otros experimentos. Como puede observarse, las prevalencias
de infeccion parecen seguir una curva de distribucion gaussiana similar cuando se

enfrenta a la edad en ambas especies.
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Figura 2. Prevalencia de infeccion por Haemoproteus en la colonia RUCAB de

Delichon urbica en grupos de edad conocida. Se muestra el numero de aves analizadas

en cada clase de edad
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EDAD Delichon urbica

Figura 3. Prevalencia de infeccion por Trypanosoma en la colonia de Hirundo rustica
en grupos de edad conocida. Se muestra el nimero de aves analizadas en cada clase de
edad
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DISCUSION

Los principales resultados de este estudio fueron: (i) el sistema inmune se
deteriora con la edad en poblaciones silvetres de hirundinidos, como demuestra el hecho
de la disminucion de leucocitos circulantes; (ii) este declive inmunitario coincide con el
aumento de la prevalencia e intensidad de parasitos sanguineos en los individuos
conforme avanzan en edad; y (iii) la mayor prevalencia de infeccion por hemoparasitos
en al Avion Comun y en la Golondrina Comun se da en los individuos de tres afios de
edad, siendo menor en individuos de edad mas avanzada. Discutiremos a continuacion
estos resultados.

Desde el afio 1997 se anillaron mas de 5.000 individuos de Avion Comun y mas
de 1.000 Golondrinas, de los cuales unicamente se pudieron recapturar 283 individuos
utiles para este estudio. Las causas de este nimero de pruebas se deben
fundamentalmente a la alta mortalidad de estas especies (Lack 1949; Bryant 1979),
estimandose en el 88% en el primer afio (Rheinwald 1975; Rheinwald ef al. 1976) y
también a la baja esperanza de vida de los individuos de estas colonias, siendo de 2 afios
y medio, aproximadamente (de Lope et al. inédito). A esto habria que afnadirle la
dificultad intrinseca para realizar estudios de este tipo. De hecho, solo tenemos
conocimiento de uno sobre senescencia y parasitismo en el que haya sido posible la
captura de un mismo individuo varios afios consecutivos (Bennett & Bishop 1990; ver
también Allander & Bennett 1994).

Bernis (1966) definio a la filopatria como los retornos a los lugares de
nacimiento o nidificacion. Es una caracteristica muy comun en aves (véase Gautheraux
1982), siendo bastante general en los Passeriformes (Baker 1978; Shields 1982),
especialmente en los Hirundinidos (de Lope 1983). En el calculo de la tasa de retorno se
han de tener en cuenta tres factores fundamentales: la supervivencia de la especie, su
capacidad de dispersion, y la probabilidad de recaptura de los individuos. En un estudio
previo se estimaron las tasas de retorno en una de nuestras colonias (BOTOA),
oscilando los retornos natales entre el 6.1 % en el segundo ano calendario al 0.5 % en el
cuarto y disminuyendo los retornos nidales desde el 27.3 % en el segundo afio
calendario al 0.5 % en el sexto (de Lope & da Silva 1988). Dada la incapacidad de
acceder a todos los nidos de la poblacion y el anillamiento de todos los pollos en las

otras colonias de estudio no ha sido posible estimar estas tasas de retorno, a pesar de
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existir programas especificos para el calculo de este parametro (White 2000), debido a
que este aspecto no ha sido la intencién de este estudio.

Todas la muestras sanguineas fueron tomadas durante la época reproductora,
entre los meses de marzo y junio, ya que se ha comprobado en diversos trabajos que es
en esta fase del ciclo vital momento cuando podemos encontrar la maxima intensidad de
hemoparésitos (Allander & Bennett 1994), si bien las infecciones pueden durar hasta
ultimos de otofio, aunque en menor intensidad (ver Allander & Sundberg 1997).
Ademas, otras investigaciones de hemoparésitos en climas templados han demostrado
que la mayoria de la transmision ocurre durante la época de cria, cuando las poblaciones
de hemoparasitos se incrementan con la llegada de la estacion mas calida, y cuando en
los individuos con infecciones cronicas se produce un relapso de la misma que puede
ser utilizada como fuente de infeccion, siendo un claro ejemplo de adaptacion del
parésito en la coevolucion hospedador - parasito (ver Atkinson y van Ripper 1991).
Asi, tenemos la certeza de que la infeccion por Haemoproteus es inferida en nuestra
localidad, dado que, si bien no conocemos con exactitud cudles de los multiples
potenciales vectores son los que actiian, si se ha comprobado que la infeccion se
produce aqui al encontrar en estudios anteriores individuos volantones afectados por
Haemoproteus prognei (Marzal 2001). Esto también es atribuible a la transmision de
Trypanosoma, pues se han encontrado pollos de avion comin de 13 dias de edad

infectados (Merino et al. 1998).

(i) Sobre las prevalencias de infeccion

En el andlisis de los frotis se encontraron cuatro especies de pardasitos
sanguineos. La especie que tuvo mayor prevalencia fue Haemoproteus prognei en las
poblaciones de Avion Comun, con una prevalencia de infeccion superior al 50% en
ambas poblaciones. Las infecciones por otros pardsitos sanguineos resultaron ser mixtas
con Haemoproteus, tal y como han aparecido en otros estudios (Allander & Bennett
1994; Merild et al. 1995; Dawson & Bortolotti 1999; Marzal 2001). En la poblacién de
Golondrina Comun el pardsito mas abundante fue 7rypanosoma, encontrandose
infectados el 22 % de los adultos. Como hemos senalado, dada la escasa relevancia de
las infecciones por los otros parasitos (menores al 2%), para el estudio de la prevalencia

e intensidad solo se tuvieron en cuenta los datos referentes a la infeccion por
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Haemoproteus en Aviones y Trypanosoma en Golondrinas, tal y como se han efectuado
en otros estudios de hemoparasitos (Merino et al.2000).

Otras referencias también muestran altos porcentajes de infeccion por
Haemoproteus en aves. Asi, en un estudio realizado en Centrocercus urophasianus, el
37.5% de los adultos estuvo infectado por Haemoproteus (Gibson 1990). Merino &
Potti (1995) estudiaron la prevalencia de hemoparasitos en una poblacion de Ficedula
hypoleuca, resultando infectados por Haemoproteus el 15.71% de los adultos, mientras
que el 70.84% de los adultos de Emberiza citrinella tuvieron Haemoproteus coatneyi
(Sundberg 1995). Allander & Bennett (1994) encontraron que el 75.7% de los adultos
de carbonero comun estaban infectados por Haemoproteus majoris. Aproximadamente
el 55% de los adultos de Falco sparverius presentaron infeccion por Haemoproteus
tinnunculi (Dawson & Bortolotti 2000). Haemoproteus prognei, el hemoparasito mas
abundante en nuestra colonia, también infecta a otros hospedadores como Progne subis,
con tasas de infeccion del 28% (Davidar & Morton 1993).

Como consecuencia de este andlisis comparativo podemos deducir que los
porcentajes de infeccion por Trypanosoma en otros estudios de paseriformes son
similares a los del nuestro (Merino & Potti 1995; Merino et al. 1997; ver también
Scheuerlein & Ricklefs 2004). Es decir, Avion Comin y Golondrina Comun tienen unas

prevalencias de hemoparasitos que se pueden considerar como normales.

(ii) El papel de los parasitos en la expresion de la senescencia

Las variaciones en la prevalencia pueden ser debidas tanto a factores intrinsecos
de los hospedadores (resistencia genotipica, actitudes de comportamiento o estado de
salud), como a factores extrinsecos (diferencias en la exposicion a vectores) (van Riper
et al. 1986; Atkinson y van Riper 1991; Holmstad & Skorping 1998; Wiehn et al.
1999), pudiendo también ser debidas al sexo (McCurdy ef al. 1988) o a la edad
(Weatherhead & Bennett 1992). Algunos estudios sobre parasitismo tnicamente aportan
datos sobre la prevalencia de infeccion en una o varias poblaciones, aun cuando la
prevalencia por si misma es un indicador pobre de efectos de los parasitos en sus
hospedadores (May 1984; Anderson 1986; Kirkpatrick 1991), si bien cambios en la
prevalencia pueden proporcionar una informacion muy valiosa (Kitron & Higashi 1985;
Kirkpatrick 1991). Como es logico pensar, la mejor investigacion posible sobre cambios

en la prevalencia e intensidad en una poblacion es aquella capaz de contrastar el posible
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cambio en el mismo individuo, si bien no tenemos constancia de ningun otro estudio
capaz de realizarlo en aves silvestres durante tan largo plazo.

En este estudio presentamos datos de prevalencia e intensidad de infeccion de
adultos de Avion Comun y Golondrina Comun. De acuerdo con nuestras predicciones,
el sistema inmune se deteriora con la edad como demuestra el descenso en el nimero de
leucocitos en los individuos, y esto causa un mayor porcentaje de individuos infectados
y una mayor intensidad de infeccién conforme avanzaron en edad.

El parasitismo y las enfermedades con base genética han sido desde hace tiempo
implicadas en la expresion de la senescencia (Medavar 1952; Williams 1957). La razén
es debida al incremento a la susceptibilidad del parasitismo y a la expresion de
enfermedades con base genética, como por ejemplo el cancer, que es considerada un
signo tipico de senescencia, y al deterioro que sufre el sistema inmune con el paso del
tiempo (Miller 1996). Ademads, la intensidad de infeccidon por dcaros hematoéfagos y
malofagos ectopardsitos aumenta con la edad, segiin demuestran los estudios realizados
por Mgller y de Lope (1999) en la Golondrina Comun (Hirundo rustica). Esto es
consecuente con el descenso en la habilidad del hospedador para defenderse frente a los
parasitos cuando alcanzan la edad adulta.

El riesgo de contagio aumenta con los afios debido al aumento a la exposicion
del vector (Weatherhead & Bennett 1991; Allander & Bennett 1994). Ademas, Bennett
y Bishop (1990) aseguran que muchas aves suelen retener la infeccion a través de los
afios, con lo que las aves infectadas en una edad lo seguirian estando al afo siguiente,
ademads de las infectadas de nuevo en este Ultimo afio. Esto concuerda con nuestros
resultados, donde se comprueba que la mayoria de los individuos ha retenido la
infeccion con los afios, o bien se ha infectado, siendo minimo el porcentaje de
individuos en los que parece remitir la infeccion. También es logico pensar que un
individuo que vive mas estd mas expuesto que otro que vive menos a cualquier riesgo
ambiental, incluido la infeccion por hemoparasitos.

Otro punto que reafirma nuestras hipdtesis tiene en cuenta la reincidencia en la
infeccion durante la reproduccion debida al estrés ambiental. Las recaidas en las
infecciones de hemoparasitos pueden ser desencadenadas por hormonas asociadas a la
reproduccion (Atkinson & van Riper 1991), de forma que se deberia esperar un
predominio mayor durante la estacion reproductora (Allander & Sundberg 1997). La
liberacion de hormonas sexuales al inicio de la reproduccion puede causar supresion del

sistema inmune y la activacion de algunas infecciones parasitarias latentes (Zuk 1991;
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Folstad y Karter 1992). Parece logico pensar que, en condiciones normales, un
individuo de n + 1 aflos habra sufrido mayor inmunosupresion que un individuo de sélo
n afios de vida, pues el primero habra vivido mas estaciones reproductoras. Estudios de
hemoparasitos en climas templados han demostrado que la mayoria de la transmision
ocurre durante la época de cria, cuando las poblaciones de vectores se incrementan con
la llegada de la estacion mas calida, momento en el que los individuos con infecciones
cronicas sufren una activacion de dicha infeccion que pudiera ser utilizada como fuente
de contagio (Atkinson y van Riper 1991).

Otra explicacion posible al aumento de la infeccion, en conexion con la anterior,
seria la relacion entre parasitismo y esfuerzo reproductor. En aves se ha demostrado que
un gran esfuerzo reproductor puede incrementar la carga pardsita tanto en poblaciones
naturales (Korpiméki et al. 1993; Allander & Bennett 1995; Dufva 1996; Oppliger et al.
1997; llmonen et al. 1999) como en tamafios de puesta manipulados experimentalmente
(Norris et al. 1994; Richner et al. 1995; Ots & Horak 1996; Allander 1997; Siikaméki et
al. 1997; Wiehn & Korpimédki 1998; Wiehn ef al. 1999). Por tanto, parece logico pensar
que el porcentaje de individuos parasitados aumente con el numero de eventos
reproductores que un individuo va llevando a cabo a lo largo de su vida.

De igual forma, otra de las causas que pueden provocar una recaida es el estrés
asociado a la migracion (Valkiunas 1991). Ademas, las aves migradoras sufren mas
infecciones por pardsitos protozoos que las aves residentes (Bennett & Fallis 1960;
Dogiel 1964; Greiner 1975; Figuerola & Green 2000), especialmente las aves con
migraciones trans-saharianas (Peirce & Mead 1978), como es nuestro caso. Moller y
Erritzoe (1988) demostraron que las aves migratorias tenian 6rganos de sistema inmune
de mayor tamafio que las especies sedentarias. Por tanto, debemos asumir que la
probabilidad de contraer una infeccidén, o aumentar la intensidad de una ya existente,
aumenta conforme avanza la edad de los individuos y acrecentada por los viajes
migratorios, asumiendo la patogenicidad de Haemoproteus.

Aunque historicamente se ha considerado que las especies de Haemoproteus son
escasamente patogénicas (Atkinson & van Riper 1991), si existen descripciones de
Columbiformes moribundos que presentaban altas tasas de parasitemia con este género,
concluyendo por tanto que efectivamente debian ser patogénicas (Coatney 1933;
Markus 1972). Las aves infectadas experimentalmente por Haemoproteus desarrollan
miopatia, tienen un crecimiento reducido, pudiendo incluso morir algunas de ellas. Los

parasitos intraeritrociticos probablemente causen estrés fisiologico adicional al
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hospedador destruyendo las células y consumiendo la hemoglobina (Atkinson y van
Riper 1991). En este sentido los pigmentos granulares de algunos hematozoos parecen
ser residuos insolubles producidos durante la digestion y el metabolismo de la
hemoglobina del hospedador (Yamada y Sherman 1979). Merino et al. (2000)
demostraron experimentalmente que los individuos infectados con altas intensidades de
Haemoproteus tuvieron menor éxito reproductor y peor condicion corporal. En un
estudio realizado en rapaces se notificaron un elevado niimero de infecciones por
Haemoproteus asociadas a severas pérdidas de peso y a colapsos debidos a anemias.
Ademas se han encontrado infecciones letales de Haemoproteus en buhos nivales,
carabos y halcones de Harris (Hawkey & Samour 1988; Evans & Otter 1998;
Butterworth & Harcourt- Brown 1996). Olsen y Gaunt (1985) observaron que la
duracién de la rehabilitacion de rapaces silvestres fue significativamente mayor cuando
se encontraron infectadas por hematozoos que aquellas aves no infectadas. Otro estudio
mostrd que las hembras de Cernicalo Primilla comenzaron a sus puestas mas tarde, y
¢éstas fueron menores cuando se emparejaron con machos infectados con Haemoproteus
tinniculi en comparacién con las hembras emparejadas con machos no infectados
(Korpimaki et al. 1995). Apanius (1991) comprobé que las parejas de Falco sparverius
con menores intensidades de infeccion por H. tinniculi tuvieron mayor numero de
volantones que individuos con mayores intensidades de parasitemia. Chen y otros
investigadores (2001) comprobaron que algunos pardsitos como Haemoproteus
degradan la hemoglobina del hospedador durante su estadio intraeritrocitico. Parece, por
tanto, que altas intensidades de infeccion por Haemoproteus pueden inducir a un
deterioro progresivo de la condicién corporal, o incluso la muerte. Esta puede ser la
razon por la que presenten mayor proporcion e intensidad de infeccion conforme avanza
el tiempo.

Nuestros resultados concuerdan significativamente con las hipotesis anteriores,
ya que constatamos un aumento en la prevalencia e intensidad de infeccién en los
individuos conforme avanzaron en edad en las tres poblaciones estudiadas.

Como ya se he citado anteriormente, la mayoria de los individuos de Avion
Comun y de Golondrina Comun no supera los dos afios y medio de vida. Esta es la
razon por la que decidimos profundizar mas en el analisis de la prevalencia con el fin de
dar atin mas robustez a nuestro estudio. Para ello dividimos la muestra inicial en tres
grupos segun la edad conocida de los individuos. En todos los casos volvimos a

encontrar diferencias significativas entre los afios de estudio, reafirmandose ain mas
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nuestras predicciones, pudiendo afirmar que los efectos del parasitismo, en referencia a

la senescencia, comienzan a hacerse notar a edades tempranas.

(iii) Andlisis comparativo entre especies

En condiciones naturales, los machos de Parus major en su primer afio de cria
tienen una menor prevalencia de hematozoos que los machos de edad mas avanzada
(Norris et al. 1994). Weatherhead y Bennett (1991) obtienen similares resultados en
Agelaius phoenicurus. En otro estudio realizado en Parus major, Allander & Bennett
(1994) concluyeron que los individuos de edad mayor o igual a 2 afios tuvieron una
mayor prevalencia de pardsitos sanguineos que los individuos de 1 afio. Davidar y
Morton (1993) demuestran que la prevalencia de infeccién por Haemoproteus prognei
fue mayor entre los individuos del segundo o més afios de crianza que entre aquellos de
primer afio en Progne subis. También el porcentaje de hembras de papamoscas
cerrojillo (Ficedula hypoleuca) infectadas por parasitos sanguineos aumenta con la edad
(Sanz et al. 2001). Todos estos resultados concuerdan con los nuestros.

Diversas investigaciones relacionan la intensidad de parasitismo en varias clases
de edad, encontrando en la mayoria de los casos un mayor grado de infeccion en los
individuos juveniles que en los adultos (Seutin 1994; Sundberg 1995; Merild et al.
1995; Allander & Sundberg 1997; Sol et al. 2000), seguramente debido a una
inmunidad adquirida tras una exposicion previa en los adultos, o a un menor desarrollo
en el sistema inmune en los juveniles (Olsen 1974; Chung 1976). De igual forma, en
nuestro estudio encontramos que la intensidad de infeccion de los individuos de Avidén
Comun y de Golondrina Comun analizados fue significativamente mayor el segundo
afio de estudio que el primer afio, de acuerdo con nuestras hipotesis.

De cualquier forma, todos estas comparaciones con otras investigaciones deben
tomarse con cierta cautela, debido a que varios factores pueden incidir para que haya
discrepancias a la hora de comparar varios estudios, como que se hayan obtenido en
diferentes periodos de tiempo (ver Atkinson & van Ripper III 1991), distintas zonas
geograficas (Desser & Bennett 1993; Bennett et al. 1995), o que sean de especies
distintas (Sorci & Moller 1997). Ademas esta la dificultad que entrafia la comparacion
de intensidades estimadas entre diversos estudios, ya que el procedimiento de busqueda
y conteo puede diferir un poco entre los individuos que realizan el estudio, por lo que

para una total seguridad se requeriria una homogenizacion de registros entre los
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distintos estudios para justificar tales comparaciones (Godfrey et al. 1987; Allander &
Sundberg 1997)

Al estudiar comparativamente la prevalencia de infeccion en las poblaciones de
Avion y Golondrina en referencia a la edad de los individuos analizados, podemos
observar que la prevalencia es menor en los individuos de edad mdas avanzada.
Proponemos dos hipotesis para explicar esto. Podria ser que estos individuos alcancen
un edad madura debido a que no han estado expuestos previamente a la infeccion, o
bien, que son precisamente aquellos que tienen un eficiente sistema inmune que les
permite atenuar o incluso anular los efectos de la infeccion (Weatherhead & Bennett
1991; Allander & Bennett 1994; Wakelin 1996; Ots & Horak 1998).

A pesar de que ambas especies de hirundinidos sufren cambios en la prevalencia
con el paso de los afios, los porcentajes de infeccion son sustancialmente menores en las
Golondrinas que en los Aviones. Las diferencias en prevalencias de infeccion reflejan
un balance entre exposicion y resistencia a la infeccion (van Riper et al. 1994).
Posiblemente esta sea la causa de la diferencia entre ambas poblaciones, ya que el
género Trypanosoma es transmitido por vectores simulidos, mas comunes en ambientes
nortefios (Scheuerlein & Ricklefs 2004)

En conclusion, y de acuerdo con nuestros resultados, comprobamos que el
sistema inmune desciende con la edad en poblaciones naturales de aves, al mismo
tiempo que la prevalencia e intensidad de pardsitos sanguineos aumenta como
consecuencia del deterioro inmunolégico, comenzando a notarse los efectos del
parasitismo a edades tempranas. Por tanto, demostramos que los pardsitos juegan un
papel clave en la expresion de la senesncencia, por lo que todos los estudios y
comparaciones de los efectos de los parésitos en las poblaciones de sus hospedadores

deberian tenerer en cuenta la edad de los individuos analizados.
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Teniendo en cuenta los objetivos planteados en el capitulo de Introduccion

general, y a tenor de los resultados obtenidos, las conclusiones que podemos deducir del

presente trabajo de tesis son las siguientes:

1.

Los parésitos malaricos pueden tener efectos dramaticos sobre las variables
demograficas de sus hospedadores, como demuestra el hecho del incremento
significativo del tamafio de puesta, éxito de eclosion y éxito reproductor tras la
reduccion experimental de la prevalencia e intensidad de parasitismo. De hecho,
existen efectos considerables de los parasitos sanguineos en el tamano de las
poblaciones de sus hospedadores, pudiendo afectar a la contribucion relativa de
las diferentes poblaciones y al total del tamafio poblacional debido a diferencias
en productividad de distintas poblaciones causadas por el impacto de los

parasitos.

Malarial parasites can have dramatic effects on their hosts’ demographic
variables, as demonstrate the significative increase in clutch size,
hatching success and reproductive success when the infection was
experimentally reduced. Therefore, there are considerable effects of
blood parasitism on the size of the post-breeding population of hosts, and
this may affect the relative contribution of different populations to the
overall population size of hosts across their range due to differences in

population productivity.

La reduccion experimental del parasitismo no tuvo ningin efecto en la condicion
corporal de los volantones, probablemente debido a un cese del efecto del
tratamiento experimental anti-malarico con el tiempo o a un ajuste del esfuerzo

parental al tamafio de cria.

Reduction of experimental infection has no effect on phenotypic quality of
the nestlings, probably due to a drop of treatment effects on infection

status, or an adjustment of parental effort to brood size
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3. La produccion de una respuesta inmune es costosa en términos de estrategias
vitales, como demuestra el descenso en el éxito reproductor de las hembras a las

que se les indujo experimentalmente una respuesta inmune

There is a life history cost of producing an immune response, as
demonstrate the decrease of reproductive success in immune challenged

adult females

4. Los costes de la respuesta inmune se concretaron en nuestro estudio en un
retraso en el comienzo de la reproduccion, una reduccion en el éxito reproductor
y un aumento de la infestacion por parésitos. Estos costes podrian ser
especialmente significativos y acusados en las estrategias vitales de poblaciones
de aves que sufren un fuerte impacto de los parasitos en su éxito reproductor,

como es el caso del Avion Comun.

Life history costs of immunity in our study were that a challenge of the
immune system of adult females caused a significant delay in start of
reproduction, a reduction in overall reproductive success, and an
increase in the abundance of parasites. These costs of immunity could
be especially significant in a colonial passerine bird with strong impact of

parasites on reproductive success, like House martin

5. No encontramos efectos provocados por la induccion experimental de una
respuesta inmune sobre la calidad fenotipica de los descendientes, lo que nos
sugiere que los costes de la inmunidad fueron pagados directamente por las

hembras.

We did not find any effects of experimental treatment on phenotypic
qguality of nestlings, suggesting that the costs of immunity were paid

directly by reproducing females

6. La distribuciéon de andrégenos en las yemas de los huevos es muy costosa y
constituye una inversion dependiente de la condicidén corporal, como demuestra

la menor concentracion de androgenos en las puestas de reposicion de las
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hembras a las que se les indujo experimentalmente una respuesta inmune en

referencia a las hembras del grupo control

Yolk androgen allocation is costly and this constitutes a condition-
dependent investment, as shown the less androgen concentrated
reposition clutch from experimentally immune-challenged females than

control females

Con relacion a la anterior conclusion, las hembras que realizaron una puesta de
reposicion tuvieron niveles de testosterona en las yemas de las primeras puestas
significativamente mayores que aquellas hembras que no pudieron realizar
puestas de reposicion. Esta evidencia reafirma nuestra idea de la dependencia de

la condicion corporal de la deposicion de androgenos en la yema.

Related to previous conclusion, females who were able to lay a
reposition clutch also had higher testosterone levels in their first clutches
than those were not able to lay a reposition clutch. This evidence support

our idea that yolk androgen deposition was a condition dependent trait

No hubo diferencias en la concentracion de andrégenos en la yema dependiendo

del sexo del embridon

There were no differences in yolk androgen concentration between sexes

La concentracion de androgenos en la yema se incrementd con el orden de

puesta, de forma similar que se ha encontrado en estudios previos

Yolk androgen concentration increases with laying order, as previous

studies shown

En los individuos analizados se encontraron cuatro especies de parasitos
sanguineos: Haemoproteus, Trypanosoma, Leucocytozoon y una microfilaria de

nematodo no identificado.
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We found four blood parasites genus in analysed individuals:
Haemoproteus, Trypanosoma, Leucocytozoon and an unidentified

nematode microfilaria

La especie de hemoparasito con mayor prevalencia en el Avion Comun fue
Haemoproteus, apareciendo infectados mas de la mitad de los individuos de la
poblacion. En cambio, en Golondrinas Comunes la mayor infeccion

correspondid a Trypanosoma, con prevalencias en torno al 20%.

The highest prevalence found in House martins was the genus
Haemoproteus (more than 50 %). In contrast, the highest prevalence in

barn swallows was the genus Trypanosoma (20 %)

La presencia de pollos y juveniles de Avion Comun infectados por
Haemoproteus y Trypansoma nos indica que la transmision de la infeccion
puede ocurrir en su area de cria, con lo que los vectores apropiados para dicha

transmision deben encontrarse también en la localidad de cria

The findings of infected nestlings show that transmission of infection may

take place in the breeding area, so suitable vectors also may be there

Comprobamos que la prevalencia e intensidad de infecciéon por hemoparasitos
aumenta con la edad en estas poblaciones naturales de aves estudiadas,
comenzando a notarse los efectos del parasitismo a edades tempranas, siendo

éste un patron comun en las dos especies de hirundinidos analizadas.

We show that prevalence and intensity of protozoan parasites infection
increases with age in natural populations are related to the expression of
their hosts senescence in three natural populations of two different avian
species (Delichon urbica and Hirundo rustica), These effects of
parasitism start to be evident at early ages

De forma similar, el sistema inmune de los individuos de las dos especies

analizadas se deteriora con el envejecimiento, constatado por el descenso en el
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numero de leucocitos circulantes en los individuos conforme avanzan en edad,

pudiendo ser la causa del aumento de la infeccion antes resefiado.

Similarly, immune system in both analised species deteriorates with age,
as decrease in circulating leukocytes shown. It could cause the increase
in blood parasites as they grow old

Al estudiar comparativamente la prevalencia de infeccion en las poblaciones de
Avion y Golondrina en referencia a la edad exacta conocida de los individuos
analizados, observamos que ésta aumentd con la edad desde el estadio juvenil
hasta alcanzar un maximo en individuos de 3 afos, siendo menor en individuos
de edad mas avanzada. Estas diferencias podrian deberse a que los individuos
que alcanzaron una edad madura son aquellos que previamente no han estado
expuestos a la infeccion, o bien han sido capaces de desarrollar un sistema
inmune eficiente que les permite atenuar o anular los efectos de la infeccion, o
incluso pudieran desarrollar una cierta inmunidad adquirida tras una exposicion

previa a la infeccion

With a comparative test of prevalence of infection among three natural
populations of two different avian species we show that the most
prevalence of infection happens around two years old individual, and
decreases in older birds. It could be because these older birds had no
exposition to infection, or because they have a strong immune system to

fight against parasites
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GENERAL INTRODUCTION

DETRIMENTAL EFFECTS OF MALARIAL PARASITES ON
BREEDING SUCCESS OF THEIR HOSTS

What are parasites?

When we generally talk about parasites we usually think about going to the vet
with our puppy, vaccines for travellers to exotic places or some of the diseases that
affected both human and stock along the great economic damage that it may cause. The
image if a disgusting worm comes quickly to our mind. In a colloquial way, could be
said that parasites have a bad press. However, predators kill their preys and we
conferred them human qualities such as courage or nobility, whilst in many causes
parasites don’t kill the individuals parasited, and yet many studies on the subject hadn’t
been able to demonstrate their negative effect. Therefore, this relation is much more
complex that what it seems at first sight.

If we pay attention to the ethimological origin of the word, parasite is an
“individual that feeds himself together with another (individual)” (from Greek para =
next to; site = feed). This ethimological definition is somehow very simple, when the
interespecific relations that are establish between parasite and their host go far beyond
feeding. From the ecology point of view, parasitism is a relation between two species,
one of which, the parasite, depends on the host to survive and exploit it by restricting its
resources for the whole or part of its life. In other words, parasites use the host’s
resources to ensure its own survival and reproduction, reducing as a result the fitness of
the host, exerting selective pressures over a wide range of characters of the life cycle of

parasited individuals (Price 1980).
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History of parasites study

Since a long time parasites attracted the attention of both doctors and naturalists,
they observed how living animals were living inside the intestine or on the skin of pets
and man. If we would like to carry out a historical research of the first study based on
parasites we have to go back to a hieroglyphic set called “Eber’s papyrus” where two
types of helmintic parasites that infected their patients were described by several
Egyptian physicist (Bush ef al. 2001). Great naturalist like Aristotle, Plinio the Eldest,
Galen, Vitruvio and Columela talked about different kinds of parasites, above all the
intestinal worms that affected pets and human beings. But it wasn’t until the
development of modern Biology and the invention of microscope that real Parasitology
history starts. Later, by discovering of haemosporidian Plasmodium, responsible for
causing paludism by Laveran in 1880, and its transmission mechanism with the
cooperation of vector insect Anopheles by Ross in 1897, Entomology and Parasitology

took more relevance in human medicine and veterinary (Pérez-Iiigo 1976)

Phylum Apicomplexa: representatives and characteristics

Aplicomplexe phylum representatives are intracellular parasites of reptile, birds
and mammals that share some morphological and development characteristics (Levine
1985). Within this phylum we should enhance the importance of Suborder
Haemosporina, consist of the following genders: Haemoproteus, Leucocytozoon and
Plasmodium. Its life cycle is quite complex (figure 1), developed in tissues and blood
cells of its hosts (Garnham 1966). The transmission pattern from one host to another is
carried out with the help of insects that belongs to Diptera order. Ectoparasites such as
bugs (Oeciacus), louses (Bruelia), fleas (Ceratophyllus), flies (Siphonaptera) and mites
(Dermanyssus) have also been described as potential vectors of blood parasites (Hill &
Clark 1993; Clark et al.1993).

The discovery of Haemoproteus bird parasites, the fist vertebrate host in which
its presence was confirmed, was carried out by Danilewsky in 1889. These initial
observations only refer to the shapes of gametocytes that were observed in real
corpuscles. Labbé (1894) proposed the name of Halteridium to this morphology,
because of it’s the most frequently form seen in red blood cells parasited (Covaleda &

Gallego 1950). Recently, a great advance has taken place as far as identification and
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phylogeny studies of haemosporidian parasites is concern, partly thanks to the

application of molecular techniques based on DNA amplification (i.e. Bensch et al.

2004; Pérez-Tris et al. 2005)

Fig. 1 Complex life cycle of haemosporidian parasite begins with (A) vector insect

bitting. The different development stages of infection occur separately in (B) host bird

and (C) vector insect. (Taken from Atkinson 1999)
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Avian haemosporidian have a widespread distribution and a great prevalence,
having been identified in the 68% of bird species examined (Atkinson & van Ripper
1991). This wide distribution turns them into an excellent model for the study of host-
parasite interactions. More than 450 species of different blood parasites have been

described among the 4.000 bird species worldwide spread (Bishop & Bennett 1992).
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Haemoproteus (figure 2) is the most common gender being identified in the 67% of the

infected birds (Atkinson y van Ripper 1991).

Figure 2. Microgametocite of Haemoproteus inside a red blood cell of a House martin

(Photo A. Marzal)

Anyway, some families are more liable to be infected than others. The reasons
for these differences are not totally studied, though could be due to weather and some
other environmental factors, differences in habitats or behavioural, absence of suitable
vectors or even a host specificity as a result of a host-parasite co-evolution with time. In
fact, many Haemoproteus species have a relative host-specificity; they are restricted to
close host species, even within the same family (Atkinson 1986).

Another common parasite are those zooflagelated protozoan that belong to
Zoomastigophora Class, such as Trypanosoma Gender (figure 3), whose representatives
are present in all vertebrates blood and are responsible for illnesses like Changas
(Trypanosoma cruzi) and Sleeping illness (7. brucei). Its principal transmission pattern
is by insect’s bites (Hickman et al. 1998).

The infections caused by haemosporidian species might persist for years or even
last during the whole host life (Bishop et al. 1938; Sergent & Sergent 1952; Ahmed &

Mohammed 1978). Individuals affected can develop some kind of resistance against
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infection by an counterpart stock, and very often, they slow chronicle or latent infection
that are not detectable until they are reactivated by a rise of hormones level (spring
relapse) or environmental or physiological stress (Atkinson & van Ripper III 1991).
Infection pathological effects by blood parasites can be correlated with his stage
of development and life cycle on tissues and cells of the host’s blood flow, following a
characteristic pattern consisting of different clinical phases that it’s shared by some

genders: initial, acute, critic and latent or chronic (Atkinson & van Ripper III 1991).

Figura 3. Trypanosoma in the blood flow of House martin (Photo A. Marzal)

Parasite diversity and abundance

Parasitism is one of the most common types of interactions in nature, thus
parasites can be viruses, bacteria and fungi, even metazoan organisms. Back in the past
it was believed that more than 10% out of nearly 2 million species discovered follow a
parasite condition. On the other hand, Peter Price Peter Price (1980) stated that
parasitism is the most common way to use a resource; he also believed that more than
half of this number of species are parasites. So how many parasites species really are?
Undoubtly there is a great diversity and abundance parasites. As an example, it’s
calculated that there is between 10 and 100 times more that the 2.000 species of

nematodes parasites described (Poulin 1996). It’s been also revealed that parasitism is



Chapter 1 Introduction, general methodology and objectives 14

one of the most common lifestyle followed by other worms phyla such as Platelminta.
To get over doubts just to see the study of Cathy Toft (1986), who counted the number
of parasite and non-parasite species among all the phyla known resulting that more than
50% of all the species are parasites.

We already know that parasites are very spread and we can find them in Five
Kingdoms. But, which is the real abundance in one ecosystem? If we represent the
number of parasites in the different communities in an ecosystem there is no doubt that
they will be the most numerous ones, showing the classical number of individuals in the
inverse trophic pyramids representation. However, what biomass do they contribute to
the ecosystem? It has generally been consider that this biomass is insignificant (e.g.
Polis 1999), but we should wonder whether this statement is true or not. A very
illustrative study by Kevin Lafferty and Armand Kuris (see review in Hudson 2005) can
give us the key. They calculated the biomass supplied by the trematodes of the
gasteropod in Carpinteria salt marsh. In a very illustrative way they indicate that the
biomass with which parasites contribute in that 70 Ha extensions was equivalent to that
a 7 elephants herd with a high reproductive rate. If take into account that the average
weight of an adult elephant varies around 3 tons, we cannot forget the idea that the
impact on the ecosystem must be very important.

All this give us an idea of how important is the roll that parasites play in almost
every aspect of evolutionary biology of living beings and birds in particular. Many
surveys asses that bird parasites are very important in its host’s ecology, but
surprisingly most of the studies on ecology and evolutionary biology virtually ignored
them, even when it may be the most important reason for host’s death (Price 1980). Just
recently Scientifics have realized the benefits of using data from parasites prevalence
and intensity to give us answers about ecological, behavioural and evolutionary
questions (Atkinson & van Riper III 1991). Why do we forget parasites? We could
came across many reasons to explain this forget fullness. Firstly, parasites are hard to
observe. They are very small (microscopically in many occasions), they live inside other
organisms and ecologists don’t pay attention to them when sampling ecosystems and
communities. Secondly, if accidentally found, its appearance is usually disgusting to us.
Something that can’t be avoided when sampling is to have a revolting impression when
a parasite is found inside an animal. No student has the idea of spending his time
counting flat worms instead of researching about the alpha-male hierarchical behaviour

in a wolf herd.  Thirdly, (the most important reason for many researchers) parasites
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effects can be very subtle. For instance, we could observe predation, but it would be
very unlikely that we came up with the idea that the real reason why a prey is eaten by
predator instead of another one is due to the difference of parasite load between them
(Temple 1986; Mgller & Erritzoe 2002). Or we will get to the point where interespecific
competence determines plant species distribution along an environmental gradient, but
we won’t be able to realized that it was a fungi infection what favoured on of the
species (Saikonnen ef al. 1998). As it’s seen in these simple examples, the mechanisms
that lead to this situation are very subtle, though have great importance on the final
effect. We shouldn’t forget that parasites are an essential part of ecosystems as a
selective factor to regulate populations, interacting with other factors like predation
(Mgller & Erritzoe 2000). For all these reasons it’s essential to take into account the

effects that parasites have on communities and ecosystem studies

Co-evolution and Specificity

In this scene antagonism interactions are developed between hosts and its
capacity to fight against parasite infection and parasite itself, which tries to make the
most of its benefit (Festa-Bianchet 1989; Stearns 1992; Forbes 1993). So, hosts try to
avoid costs from parasitism by developing efficient antiparasites defences, meanwhile
parasites try to get over these defences mechanisms by developing more virulent
weapons (Futuyma & Slatkin 1983). This co-evolutive antagonism is known as “Red
Queen Hypothesis”(Van Valen 1973), which took its name after a chapter from “Alice’s
adventures in wonderland & Through the Looking-Glass” by Lewis Carroll (1872)
According to this tale, Alice and the Red Queen have to run non-stop to stay in the same
place. In a similar way, parasite and host run (evolutionarily) as fast as they can to keep
themselves in the same situation avoid, therefore, the extinction of any of them

This co-evolution has given place to one of the most important parasite
characteristic: specificity. When we say specificity we mean the mutual adaptation of a
parasite to the host, also including the parasite restriction to one host or a group of hosts
(Cheng 1986). A great level of specificity means that the host-parasite interactions are
so delicate that one parasite couldn’t alive in other host (Noble & Noble 1976) as result

of a long-time co-evolution. It implies that parasites have the risk to extinguish if host
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would do. In the other hand, a lower level of specificity could be reflected of a wide

adaptatiive capacity (Clayton & Moore 1997).

Virulence, pathogenicity and transmission

Since parasites live inside their host’s body, for many years it was thought that
the most host-parasite interactions keep in balance. In these evolutionary relationships it
was also thought that virulence only could progressively go down until mutualism to
parasite extinction, but environmental factors could move the balance between
mutualism and antagonism (Herre et al. 1999). So, the idea of a relatively benign
parasitism has been for many years, and only recently some modern theories about
severe damages caused by parasites on their host have came (May & Anderson 1979;
Toft 1991; Atkinson & van Riper III 1991).

Generally, by definition, when we thought about parasites only have inn mind
pathogenicity. On the other hand, others researchers, think that there are an unusual
dualism, a balance between good and evil, in this relationship. Parasites can generate
diversity (Janzen 1970), but they also cause extinction (Cunningham & Daszk 1998);
they may castrate a host, but increase its growth rate (see review in Moore 2002); they
can stimulate immune response, but at the same time encourage a secondary chronic
infection (Hudson 2005).

When we talk about effects of parasites it usually has focussed on in their
consequences over host population, without taken into account collateral effects
affecting whole ecosystems and communities (Hudson 2005). So, talking about
parasites, their effects and pathogenicity, we have to refer to consequences on their host
population, without forgetting the regulation of whole ecosystem. Let’s see then how
parasites can modify the populations of their hosts and, indirectly, the processes of
ecosystems.

Theories assumes in a logical way that the transmission of most parasites cab be
considered density dependent. So if a virulent pathogen is introduced into a susceptible
host population it will reduce density but once density is reduced, transmission will fall
and the population will not be extinguished. However, parasites could lead to local
extinction when transmission is frequency dependent, independent of density but
dependent on the contact rate between conspecifics, such as sexually transmitted

diseases (Ginsber ef al. 1995). Similarly vector borne disease are frequency dependent
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since transmission depends on being bitten by a vector then the more often a host is
bitten the more likely they are of being infected, irrespective of host density (Hudson
2005). Indeed vector borne diseases often exhibit inverse density dependence since as
host density decreases, due to parasite induced mortality, so the remaining vectors focus
on smaller and smaller number of hosts thus increasing the likelihood of them being
exposed and dying from the vector borne disease. In this instance disease could drive to

extinction (Hudson 2005)

Parasites and ecosystems

But, it would really important a specie extinction? And parasite extinction? The
seasons to care for diversity are completely in. It could be argued that biodiversity is a
source of natural resources to make economic products like food, drugs, ... (Do
parasites contribute something in this point?). Second, biodiversity could be important
because ethical, aesthetic or cultural reasons (but this is not the case of parasites). Third,
biodiversity may contribute to provision of ecosystem services that are of value to
society, such as primary, plant pollination or climate regulation. This third reason is the
one where interest on biodiversity and ecosystem grows. Could the loss of biodiversity
do affect the regulation of ecosystem? It could have verticals effects along the food
chain leading to extinction to many species (Mork 1996), generating a cascade of
population dynamics, physical and even evolutionary effects within ecosystems (see
review in Loreau et al. 2005). In contrast, little is known on the other effects, horizontal
(genetic, taxonomic and functional diversity within trophic levels). Many of these
studies were focussed on theories of coexistence among competing species, where nich
theory postulates that all species differ to some extent in the resources they use. This
implies functional complementarily among species, and hence increased productivity
and other ecosystem process (Tilman et al. 1997; Loureau 1998).

Many researches have demonstrated that parasites, besides their small size, are
very important in ecosystem conservation. As a result, most ecologists and conservation
biologists are aware that the introduction or elimination of a parasite in an ecosystem
can strongly affect the interactions between a diverse range of species in the
community. This way parasites could affect biodiversity in a horizontal way through

parasite-mediated competition. The transmission of a parasite from one specie to other
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more vulnerable would lead to a higher mortality or a reduction in resources
exploitation in the latter one (Park 1948; Bonsall & Hassell 1997). The effects could
also extend to prey and predators populations vertically (see review in Thomas et al.
2005).

In this line, final Conclusions of the Preliminary Evaluation of Global Warming
Effects in Spain refers the higher virulence of parasites as one of the main impact on
animal biodiversity (Moreno 2005). This idea gives more importance to parasites
impact in ecosystems.

All these wide scale effects in ecosystems are result of combination of parasites
interaction on their host populations. So, we should now explain the mechanisms of

parasites to regulate them.

Do parasites regulate their host populations?

Last two centuries the factors to determine population’s size in animals and
plants have been studied. This regulation is density-dependence since only reduced
fecundity or survival under high densities can regulate populations. In spite of
everything, our knowledge of population regulation is still poor despite more than a
century of research (see reviews in Begon ef al. 1996; Newton 1998), maybe because
some important factors contributing to population regulation have been forgotten, such
as parasites (Mgller 2005). Parasites will be able to regulate their host population when
they reduce fecundity or the survival of the host. In this line, models from Anderson and
May (Anderson & May 1978; May & Anderson 1978) were fundamental to understand
how parasites can regulate them. This regulation will occur when the growth rate of the
parasites exceeds that of the host population assuming that the parasite has a harmful
effect on the survival or fecundity of the host population so the growth rate of the host
population is reduced through the parasite induced effect (Mgller 2005).

Macro-parasites tend to generate morbidity rather than mortality in the host,
reducing the condition and the ability of the host to search for resources, defend a good
territory or provide food for their offspring so heavily infected individuals tend to have
the lower reproductive success and increased vulnerability to secondary causes of

mortality such as predation or secondary infections (Meller 2005)
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Bachk in time parasites were considered as low pathogenicity organisms in
natural populations (Weatherhead & Bennett 1992; Bennett et al. 1993; Davidar &
Morton 1993) in spite they cause diseases and death in captivity birds. Other studies
demonstrated subtle but important effects of hematozoan parasites on the life history of
their avian hosts (Rétti et al. 1993; Korpimiki et al 1993; Allander & Bennett 1994;
Korpimiki et al. 1995; Dufva 1996). However, some researchers did not find any
detrimental effect of these parasites (Baker 1976; Fallis & Desser 1977; Weatherhead &
Bennett 1991, 1992; Kirkpatrick et al. 1991; Weatherhead et al. 1993; Seutin et al.
1994; Dufva & Allander 1995; Korpiméki et al. 1995; Wagner et al. 1997; Dawson &
Bortolotti 2000). As we see, there are no clear conclusions about parasite pathogenicity
and, in addition, about the regulation of their host populations, probably due to scarcity
of experimental manipulation in these studies. We shouldn’t forget that demonstration
of real effects of parasites needs for experimental manipulation of infection levels
(Keymer and Read 1991; Merino et al. 2000).

Therefore, in the second chapter we show a research about detrimental effects of
blood parasites on wild birds, by experimentally reduction of infection levels and

studying the effect of this reduction over breeding success of host population
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COSTS OF IMMUNE RESPONSE IN LIFE HISTORIES

What are life histories?

Imagine a newborn bird decide to plan accurately all its life. An aspect that must
taken into account is that resources are limited, so it should pay attention not to waste
them. Its mind would be filled with many questions like “At which age and size should I
begin reproduction?”’, “When I reproduce, how much time and energy should I allocate
to reproduction, growth or body maintenance?”, “Should I have few nestlings but with
higher size and more quality, or an elevated number of nestling but lower quality and
less survival possibilities?”, “Should I live fast and die young?”, “How many nestlings
should be sons or daughters?”, and especially, “Should I decide this just now, or it
would be better to wait for contemporary social and environmental conditions?”” Too
much questions without margin of error. In all theses questions we can clearly see that
what really matters is the individual genetic contribution to next generations, in other
words, its fitness. Many factors will influence its decision, like childhood and adulthood
duration, the length and intensity of growth period, ageing, reproduction, dispersal and
colonization. All these factors have evolutionary implications and all together form life

histories, which after all are the answers to previous questions.

Costs and trade-offs of life histories

Life histories have been selected to reach maximum in fitness, although we can
sense that the best life history at a moment depends on the circumstances, because
decision variable, the attribute to maximize and restrictions due to limited resources
must be taken into account. There is no ideal organism to mature shortly after it is born,
quickly reproduce and have many descendents with their father’s characteristics and
lives forever. Why this Darwinian demon does not exist? Because there are several
trade-offs and restrictions about body functions (like present and future reproduction),
growth, survival and age at maturity. These trade-offs exist because costs (changes in
traits that decrease fitness) and benefits (variations in traits that increase fitness). It must
be waited that organisms develop at the point where net profit is maximum. Such a

point, not always achievable, is affected by different life history traits and by the
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influence of environmental conditions on mortality and fecundity (see Stearns &
Hoekstra 2000).

The main trade-off affecting life histories is between present fecundity and
residual reproductive value. Reproductive value of an individual at a certain age
consists of probability to survive until next reproductive events, and present and future
fecundity (Fisher 1930). This trade-off has costs, which origin can be ecological (to
allocate resources to reproduction that should be to set aside to avoid environmental
risks such escaping from predation or avoiding parasites) (Magnhagen 1991) or
physiological, like to use limited resources (nutrients, energy, ...) in reproductive
events, so they won’t be able to use in other process such body maintenance (Moreno
1993).

Several studies have experimentally shown the costs of reproduction related to
survival (see review in Moreno 2002), like lower survival probability (Nilsson &
Svensson 1996; Daan et al. 1996), future fecundity decline (Deerenberg et al. 1996;
Sanz 1997) or lower phenotypic quality of nestlings (Blondel ez al. 1998). The question
must be which are the mechanisms generating these costs. Some researchers indicate
that one of the foremost is the susceptibility to predation (Cushing 1985; Shaffer &
Formanowicz 1996), while in other species is thought to be physiological mechanisms
after reproduction such post-nuptial moult (Nilsson & Svensson 1996). Nowadays, the
most studies focus on immune suppression effect of reproduction (Sheldon & Verhulst
1996), given the ubiquity and impact of parasites and diseases in natural history of

organisms.

The role of parasites on their host’s life history

Parasites may play an important ecological and evolutionary role beyond the
effects on host life history traits and evolutionary trade-offs (Thomas et al. 2000),
because their ability to change such traits (fecundity, timing of reproduction, body size,
...) These changes could be by directly exploiting their hosts and/or by inducing them
an adaptive response. Parasitic exploitation is per se an important cause of between-
individual or between-population variation in the life history traits such fecundity,
growth, or survival (Thomas et al. 2005). Changes in host life history traits can also be

an adaptative response to parasitism in order to compensate for the negative effects of
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parasitism on fitness (Minchella 1985; Michalakis & Hochberg 1994). For instance,
there are several examples that show that by reproducing earlier hosts may partly
compensate for the losses due to the parasite (Minchella & Loverde 1981; Polak &
Starmer 1998; Adamo 1999).

Life history and the cost of immunity

Parasites also have the potential to impose selective pressures on other life
history traits such as growth (Agnew et al. 1999), dispersal (Heeb et al. 1999) or
reproductive effort (Moreno et al. 1999).

Carrying on this line, there is a recent interest on study of immune defence
against infections. There is a trade-off between immune defence and other life history
traits, like reproductive effort. Several studies have shown that higher reproductive
effort causes lower immune response (Deerenberg et al. 1997; Nordling et al. 1998),
although other researchers also have experimentally tested the other way round, by
producing an immune challenge and analysing the effects on breeding success (Ilmonen
et al 2000; Réberg et al. 2000).

Immune defence has several characteristics to make it different from other life
history traits. For instance, because of risk of autoimmunity, optimal immune defence is
not necessarily maximum immune defence. In this context there are two important types
of cost associated to immune response. First type are those paid in functional or
structural components of the organism, such as the alteration of a receptor that allows
the recognition of the pathogen as nonself but altered the host’s ability to recognize
another pathogen as nonself (see review in Zuk & Stoehr 2002). The other type of cost
associated with immunity is related to the allocation of essential but limited resources,
such as energy and nutrients. These costs include (1) the development of immune
system, (2) maintenance of the immune system in working order, and (3) the use of
immune system to thwart a parasitic invasion (Klasing 2004)

Besides many of these studies suggest such costs are common, so far it doesn’t
known which are the causes that determine their magnitude neither if there are
differences between host species, nor the net effect for diversity of the selective

pressures exerted by parasites on host life history traits, so it’s necessary to be examined
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more carefully, from both ecological and evolutionary perspectives (Thomas et al.
2005)

For instance, several comparative studies of immune responses indifferent
species of hosts have indicated very large differences in the strength of immune
responses among species (e. g. Moller & Erritzoe 1996; Moller et al. 2001; Van
Nouhuys & Hanski 2002). These variations could be result of differences in probability
and frequency of transmission of parasites. These findings would imply those species
suffer the most from parasites attack would have larger immunity costs.

With the aim of to know how immune response could shape host life history, in
the third chapter we show an experimental study to directly quantification the cost of
immune response in life history of a colonial passerine that suffer the most from

negative effect of parasites on reproductive success.

IMMUNE COSTS OF YOLK ANDROGEN DEPOSITION

Yolk androgen deposition can modify offspring phenotype

The individual contribution to next generations is inexorablely conditioned by
Natural Selection process. So that this selection would act three conditions are essential:
(1) (phenotypic) traits variation between individuals, (2) heredability of these traits, and
(3) those who have these traits must have more chances to match, reproduction and/or
survival (Endler 1986).

A trait is result of three components: genetic o hereditary, environmental and
maternal (Falconer 1989). Genetic component is DNA inherited from parents, and it
codifies for a certain trait and its development. Environmental component means the
influence exerted by environment on phenotype expression starting from genotype.
Finally, maternal compound means all the indirect effects that maternal genotypic could
have on offspring phenotypic, such as maternal care, or quantity/quality of substances in
the yolk with the embryo (see Soler 2002a). This embryo enclosed within the egg
membranes and the shell with all the essential nutrients to develop, like proteins, fat,
minerals and vitamins (Romanoff & Romanoff 1949; White III 1991). All of theses

resources are costly, and strongly influence nestling fitness and survival (Williams
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1994; Nager et al. 2000). However, only recently researches have focused on other yolk
components that can have more subtle action during embryo development, and which

can decisively influence offspring phenotype: hormones (Schwabl 1993)

Kinds of hormones in eggs

The main kinds of hormones found in birds’ eggs are: testosterone (T), So-
dihydrotestosterone (DHT), estradiol (Schwabl 1993), androstenodione (A4) (Schwabl
1997), several thyroid hormones (McNabb & Wilson, 1997), progesterone (Lipar et al.
1999) and corticosterone (Downing & Bryden 2002). They are produced by female and
transferred into the yolk egg during last days ovolution. However, we still don’t know
whether this transfer is an active or a passive one (see review in Gil 2003), but the fact
that they are not inherent in the yolk and have an effect in offspring may show an

accurate control of this transfer (Lipar et al. 1999).

Beneficial effects of yolk androgens

These hormones can have beneficial effects in the development of the embryo
and the nestling, and even shape the phenotype of the adult bird (see review in Gil
2003). Experimentally manipulation of androgen levels in the eggs have shown direct
physiological effects on nestling growth, like shortened embryo development (Eising e?
al. 2001) and faster growth rates (Lipar & Ketterson 2000), effects on nestling begging
behaviour (Schwabl 1996a) and even higher social status once the bird achieves
adulthood (Schwabl 1993).

Several studies have shown that androgen allocation in the eggs could be
differential and adaptative to environmental conditions. For instance, some bird species
females produced higher androgens levels in the yolk when matched to attractive males
(Gil et al. 1999; 2004; 2005b) or when subjected to higher social stress (Groothuis and
Schwabl 2002; Pilz & Smith 2004; Reed and Vleck 2001).
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Differential androgen allocation depending on laying order

Other researches have brought forward proofs of differential androgen allocation
in the yolk depending on laying order, showing an increase with laying order (Gil et al.
2005a; Pilz et al. 2003), decrease (Gil et al. 1999; Schwabl et al. 1997), or even no
effect (Whittingham & Schwabl 2002). It has been proposed that these within-clutch
variation in androgen levels with respect to laying order could be a mechanism to
counteract the effects of hatching asynchrony in the brood, so if yolk androgens
enhances begging and development, increasing levels of androgen with increasing
laying order would favour the last egg of a clutch (Schwabl 1996a). On the contrary,
decreasing of androgen levels with increasing laying order would reinforce the size
hierarchy established by hatching asynchrony, contributing to reduce nestling

aggressiveness and leading to a brood reduction in some species (Schwabl ef al. 1997).

Differential investment in hormones depending on brood sex

Theory predicts that parents should differentially invest in sons and daughters if
the return on fitness would differ between sexes. This return can depend on several
factors such as sex ratio in the population, and the cost of producing sons or daughters
(specially in sexual size dimorphic species) (Charnov 1982). Maternal androgens in egg
yolk may be related to sex allocation in two ways (Groothuis et al. 2005). First, the
same amount of androgens would have qualitatively or quantitatively different effect on
both sexes. This would lead to quality differences between male and female offspring.
Second, maternal hormone condition, its influence in yolk hormone levels, or even the
later itself, may determine the sex of the embryo. This could be possible for two
reasons: first, female is heterogametic sex in birds and therefore able to determine the
sex of her eggs. Second, meiosis takes place after the rapid yolking phase, just before
ovulation, and thus after the deposition of hormones. (see review in Pike & Petrie
2003). Results in several studies are inconclusive, although hormones seem to have sex-
specific effects that should more often take into consideration. Moreover, androgen
levels differ in eggs containing male and female embryos, and they could vary under
environmental conditions or even laying order (see reviews in Gil 2003; Groothuis et al.

2005).
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Cost of egg androgen production

But all these benefits must carry some costs, as differential allocation and
covariation with female quality suggest. These costs can be paid either directly for
nestling, either for the females, or even both. Firstly, chicks could not stand high
testosterone levels, because elevated androgens could cause inhibition of growth and
decrease in survival nestling (Sockman & Schwabl 2000), induction of oxidative stress
(von Schantz et al. 1999), immune depression (Da Silva 1999; Folstad & Karter 1992),
increasing detrimental levels of sibling competition leading to a maladaptive brood
reduction (Mock & Parker 1997) or higher predation risks due to the increase in
begging behaviour (Haskell 1994).

These costs also could be paid for the female. The possibility of direct costs for
the mother assumes that yolk androgens synthesis is related to higher androgens levels
in female bloodstream (Schwabl 1996b). These higher levels could have a wide array of
costs, such immune depression or delay and reduction in reproduction (Searcy 1988;
Nelson 2000). However, recent studies have revealed a more complex regulation,
because in some species there is neither androgen immunosupression nor effects
depending on body condition (Hasselquist et al. 1999; Greenman et al. 2005).

To date we don’t have evidences of any study experimentally shown the
possibility that the cost may be paid directly by the female. With this propose, in the
fourth chapter an experimentally study about immune costs of female yolk androgen
deposition is shown, by analysing consequences on androgen production of an immune

challenge

THE ROLE OF PARASITES IN THE EXPRESSION ON THE
SENESCENCE

What is senescence?

Aging is a slow, progressive and, much to our regret, irremediable process.
Unfortunately, we know yet neither an everlasting youth elixir nor a portrait like Mr.
Dorian Gray had. The search for miraculous potions has been very productive, even

though only from literary or marketing point of view, no scientific. With the passing of
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time vital functions decline, and this fact lead to death in an irremediable way. In human
beings, the improvements in hygiene and nutrition habits, next with advances in
Medicine, have caused a drop in infectious-disease mortality. For instance, the life span
in USA increased from 47 years old in 1900 to 78 years old in 1995 (Bloom 1999). But,
unfortunately, it’s not possible to enlarge maximum life span (Kirkwood 1996): the
oldest age a man ever lived to date is 115 years, the same age as many centuries ago
(Nesse & Williams 1995).

Senescence or ageing is the body deterioration as time goes by, increasing
diseases susceptibility and decreasing damage repair ability. For example, ageing results
in senescence of the gut-associated lymphoid tissue, and decreasing in gastric acid
secretion (Feldman et al. 1996). The low pH of the stomach represents an important
barrier to entry of enteric pathogens, so reduction in gastric acidity can increase the
susceptibility to infections by these pathogens (Morris & Potter 1997).

It has been pointed out that it is an epistasic process that implies more than 100
different genes, besides numerous mutations affecting all ageing process. All these
genes regulate three different levels process: molecular, cellular and organic (Pardo

2003).

Who does senescence operate on?

Do all living creatures age? Is the senescence a common process to all? A
necessary condition to evolution of senescence is the separation between germinal line
(that produces sexual cells) and somatic line (the rest of cells) (Buss 1987). This is the
reason why vegetative-reproduced living beings do not age; only suffer from
deterioration and extrinsic mortality (depredation, diseases, accidents). This way older
age classes are reduced by simple accumulative effect. There are very little probabilities
that an individual reaches old age alive and could reproduce, and in the case of this
could happens, such reproduction would be invisible to Natural Selection (see review
in Moreno 2002). So, first evolutionary explanations about senescence suggested it had
beneficial effects on populations by controlling number of individuals and by avoiding
overpopulations, and older individuals make way for the younger. However, there are
no clear evidences in the wild to support the idea of senescence can regulate number of

individuals (the most of death happens at younger age classes by extrinsic mortality)
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(Lewis et al. 2001) and, also, group selection is consider a weak evolutionary force
compared to selection at individual level (Williams 1966).

Non-adaptative evolutionary hypothesis are based on Natural Selection operate
on whole life cycle of an individual, from fecundation to death. Selective pressures
operate with more intensity on early reproductive ages, while they are ineffective at
older ages, when the chance to be alive in wild is almost non-existent (Medawar 1952;
Hamilton 1966). This is because evolution operates on breeding success, and it must be
waited that selective pressures decrease with age and disappear in post-reproductive age
individuals. Even if there wouldn’t be senescence, mortality rates will increase with age
by simple extrinsic mortality accumulation and so Natural Selection would favour
phenotypes with the most reproductive performance at early ages with minimum

possibilities to death (Soler 2002b).

Evolutionary theories about aging

Senescence theories are nearly old than civilizations. Former scientific, who
really were philosophers, argued that everyone was born with a predetermine quantity
of some kind of vital matter. Once this matter was extinguished as time went by,
everyone died. Many of modern theories about aging emerged from this idea and other
old theories (Knight 2000). Although it isn’t known exact molecular mechanisms
determine senescence, it has been proposed several hypothesis about it, some of them
non-exclusive each other. Let’s see the main ones.

Probably one of the first contemporary ideas is the Mutation accumulation
theory of aging, proposed by Medawar (1952). He maintains that deleterious mutations
are accumulating in lifetime causing mortality dependent on age, specially in long-lived
species. Natural selections hardly operate because of these mutations affect at late
reproductive ages, so we must wait these mutations very often in old individuals by
accumulative effect.

Another theory (2" proposes the existence of alleles with positive effect at
early stages, but detrimental effects at older ages (pleitropic genes). These genes would
be selected due to greater contributions of the early on fitness (Williams 1957), as
examples found in Drosophila (Rose 1991) and the nematode Caenorhabdites elegans

(Friedman & Johnson 1988)
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The third theory, disposable soma (Kirkwood 1977), links studies on
Gerontology to Aging General Evolutionary Theory. Its fundamentals are Natural
Selection must regulate allocation of metabolic resources among growth, soma
maintenance and reproduction, due to limitation of available resources. It states that
there is a trade-of between longevity and reproduction, so an individual who invests the
most resources on body preservation will have fewer sons than other one which main
investment is reproduction (Austad 1997; see review in Soler 2002b). To reach older
ages requires an investment in somatic maintenance that reduces available resources to
reproduction. So, several studies have shown the cost of reproduction, since it could
decrease the efficiency of immune system (Moreno ef al. 1999; Nordling et al. 1998).
The theory predicts that ageing will be the result of non-repaired damage accumulations
in soma, and those species with higher levels of somatic maintenance and reparation
would be more long-lived.

The fourth theory refers to the role of antioxidants to capture free radicals that
cause oxidative stress in cells. The basis fundament of this theory is the damages of
macromolecules caused by oxygen-derived radicals generated incidentally and
uncontrollable during aerobic metabolism. This deterioration is accumulated with age
and mainly affects to DNA, proteins and lipids (Rodriguez & Céspedes 1999). The
principal agents in charge of neutralizing this free radicals are enzymes and antioxidants
compounds like vitamins, catalase and glutation peroxidase, which concentrations and
activities decrease as ageing (Sohal et al. 1990; Benzi & Moretti 1995). All this cause
an irreversible damage that are accumulating as time goes by, resulting in a gradual
loose of functional capacity of the cell (Hayflick 1985; Medveded 1990).

In last years the idea of telomeres may play a role in the expression of the
senescence has become important. Telomeres are the regions in the end of
chromosomes. They are compound by repetitive sequences of DNA that don’t encode to
any particular gene. One of their essential functions is to prevent the rest of
chromosomes from degradation and from joining the extremes of DNA to each other by
the action of a repaired enzyme. Before division cell copies its DNA, but is not able to
copy telomere entirely. As a result, telomeres get shorter every replication, loosing
about 50 to 3200 nucleotides every cell division (Harley et al. 1990)

The wear of telomere with many cellular cycles avoids its protective function, so
chromosomes become unstable and mitosis errors, genetic anomalies and mutations are

shown. The cells that suffer from these defects can’t duplicate and programmed cellular
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death processes are activated. So progressive loss of parts of telomeres on every cell
division leads to senescence and cell death (Harley ef al. 1990; Reddel 1998).

The last modern theory about senescence, similar to disposable soma, is
proposed by Charlton et al. (1998) about Preferential amplification of mutant clones.
It’s base on differences of the genetic material in all the cells of a pluricellular
organism. These differences are due to inevitable errors during copy of the genetic
material starting from zygote. Many of these mutations are non-viable, so cells will die;
other ones are detected and destroying by mutant cell mechanisms of identification and
removal, but some are able to go on splitting and to form clones. Therefore an organism
is a group of slightly different cells to cooperate between themselves in order to group
breeding success as a whole, because is the only way to pass its genetic material (o part
of it) to the next generation. If a mutant cell would appear, it could cancel all the
cellular control mechanisms and expanding rapidly into the tissue, increasing its
population to the detriment of the other cells of the tissue. If the older an individual is,
the more cells division he had, it could happens that the cooperation between body cells
is under optimum level, causing senescence-related phenomena. Along these lines, it
has been demonstrated in muscular tissues the existence of mitochondria mutant clones.
The accumulation of these clones leads to a reduction in ATP production (Johns 1996).

In resume, organisms die due to their inability to repair damaged DNA.

Do parasites play a role in their hosts” senescence?

As we can see in all these theories, senescence implies a physiological decline
that leads to death. One of the main ways this deterioration is seen is a functionality loss
of immune system, particularly by changes in T-cells as individuals grow old, causing
an ability reduction to fight against parasites and to prevent the expression of diseases
(see review in Miller 1996). Several studies have shown that the drop in humoral
immune response is related to senescence in wild birds (Saino et al. 2003; Cichon et al.
2003). Therefore, the emerge question is: Do parasites play an important role in their
host’s senescence? In theory, the answer is very simple. But yet there is no evidence in
wild to demonstrate, because the even better study might be the one who allows to study
the evolution of the same individual all through its life or, at least, several consecutive

years.
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With this purpose, on the fifth and last chapter thesis is shown a comparative test
of prevalence and intensity of hemoparasites (7rypanosoma & Haemoproteus) and
immune system in two related hirundines species (Delichon urbica e Hirundo rustica)

referring to senescence, by capturing the same individual for several years.

GENERAL METHODOLOGY

HOUSE MARTIN, OUR STUDY BIRD

House martin (Delichon urbica Linneo 1758) is a colonial passerine bound to
human environments. Its body mass varies between 16 and 20 g. House martin live on
insects captured by flying. Its match system is monogamous, but extra-pairs copulations
are frequently. Parental care is performed by both sexes. They usually build their nest in
towns, specially on eaves, but also occasionally in rocks close to waters, mountain
ranges, bridges or dams. It’s worldwide distribution specie, occupying nearly all the
Palaearctic, from Eurasia, Siberia, Central Asia to Formosa and Japan, and Northwester
Africa. They breed in almost all regions in Iberian Peninsula, being the most frequent
colonial hirundine in the Southwest. Breeding populations in Spain is nearly 2.150.000
pairs (de Lope 1997).

In Extremadura breeding season begins in March, and it ends in middle July
(Pajuelo et al. 1992), while it lasts from May to October in northern localities (Lind
1960; Balat 1974; Mgller 1974; Hund 1976; Kondelka 1978; Bryant 1979). Clutch sizes
in Extremadura vary from 1 to 7 eggs, decreasing from first to third clutch. The most
common clutch is 5 eggs on first clutch, 4 eggs on second clutch and 3 eggs on third
clutch (Pajuelo et al. 1992). It might point out that this is the only one place in Europe
where a pair could breed three times in the same breeding season (Pajuelo et al. 1992).
The nests are an earthenware mud with a little gate. Many of the nests are over striking.
Southwesterly individuals leave for their winter quarters (mainly Africans) in August-
September, and those from North and central Europe in September-October (Bernis
1971; Ulfstrand et al. 1974), coming back from February on. Its phenology is related to

environmental conditions.
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One of the peculiarities of this specie is phylopatry (Creutz 1939; Gunten 1963;
Rheinwald & Gutscher 1969; Hund & Prizinger 1979; de Lope & da Silva 1988). This
fidelity to born and breeding places allow to this kind of long-term studies. In spite of
this characteristic, these kinds of researches are very difficult because of recapturing the
same individual consecutive years in wild. Many individuals die during migrations,
about 57 per cent of adults (Bryant 1979). To be precise, in one of our studied colonies
birthplace returns vary between 6.1 in second calendar year to 0.5 in fourth calendar
year. Breeding returns also decrease between 27.3 in the second calendar year to 0.5 in

the sixth calendar year (de Lope & da Silva 1988).

STUDY AREA

The study took place in a colony located in the Residencia Universitaria Caja de
Ahorros de Badajoz (RUCAB) (38°52'N, 7°05"W) close to University Campus. This
colony is studied from 1985 (Pajuelo ef al. 1992). The number of house martin’s nest is
about 900, with nearly 600 breeding pairs that build their nest on eaves and building
columns. The most of nests are naturally built, but very few are artificial, built
according to Hund & Prizinger (1979). In Badajoz city more than 5.000 house martin’s
nest are estimated (de Lope 1983), being our study colony the bigger one.

Figure 4. Study area. Nest of Delichon urbica on the top of columns are shown.
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OBJECTIVES

The main aims of this research study are:

v' To experimentally test the pathogenicity of blood parasites in natural populations of
birds, by analysing the effects on their host’s fitness.

v" To discover if overall breeding success of hosts is affected by detrimental effects of
hemoparasites at first stages of their reproductive cycle

v" To identify the costs of production an immune response in different life history traits
v' To determine if the allocation of androgens in the yolk depends on female body
condition

v To know the percentage of infected birds with blood parasites in hirundines natural
populations, by testing the prevalence and intensity of infection in different age classes
v' To check if there is a trade-off between the production of an immune response and
androgen deposition in the yolk

v To analyse if immune system declines with age in natural populations of birds

v To confirm the role of hemoparasites in the expression of the senescence of their

hosts, by analysing the infection in different hirundines species as time goes by
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Abstract

Malarial parasites are supposed to have strong negative fitness consequences for
their hosts, but relatively little evidence supports this claim due to difficulty of making
experimental tests. We experimentally reduced levels of infection with the blood
parasite Haemoproteus prognei in its host the house martin Delichon urbica, by
randomly treating adults with primaquine or a control treatment. Treated birds had
significantly fewer parasites than controls. The experiment increased clutch size by
18%, and this difference increased to 39% at hatching and 42% at fledging. There were
no effects of treatment on quality of offspring measured in terms of tarsus length, body
mass, haematocrit or T-cell mediated immune response. These findings demonstrate
that malarial parasites can have dramatic effects on clutch size and other demographic
variables, potentially influencing the evolution of clutch size, but also the population

dynamics of heavily infected populations of birds.
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INTRODUCTION

Parasites are ubiquitous and have drastic effects on their hosts due to their
exploitation of resources that could otherwise be used by the hosts (Noble and Noble
1976; Price 1980; Combes 2001). It is thus not surprising that most aspects of the life
history of hosts such as age when reaching maturity, clutch size and offspring size are
believed to be affected by parasites (Hochberg et al. 1992; Lehmann 1993; Moller
1997). Results consistent with these ideas have begun to emerge during the last decades
but our knowledge of causal relationships is still rudimentary due to a scarcity of
experimental manipulation.

Malaria is a major cause of death in humans (Miller et al. 2002), but presumably
also in many other organisms (Atkinson and Van Riper 1991; Bennett et al. 1993).
Malaria is supposed to have strong negative effects on host fitness because the group of
intra-cellular parasites involved causes dramatic effects on the efficiency of metabolism
(Chen et al. 2001). Malarial parasites are also some of the most widespread parasites,
with prevalence often reaching 100%, and infections being chronic (Atkinson and Van
Riper 1991). However, the fitness consequences of malarial infections are poorly
known. Several studies have shown that an experimental increase in parental investment
causes an increase in levels of infection (Oppliger et al. 1996; Merino et al. 1996;
Allander 1997; Merild and Andersson 1999; Wiehn et al.1999). Likewise several
studies have suggested that malarial parasites lead to a reduction in a range of different
fitness components, but the results are mixed in terms of magnitude of effect
(Korpimidki et al. 1995; Sundberg 1995; Oppliger et al. 1997; Bennett et al. 1988;
Dawson and Bortolotti 2000; Sanz et al. 2001). Most studies have revealed weak effects
explaining at most a few percent of the variance. The main problem with all these
studies is the lack of experimentation. So far only a single study has experimentally
treated malarial infection in birds. Merino ef al. (2000) treated blue tits Parus caeruleus
with primaquine after the start of laying, causing a significant decrease in the level of
infection and an increase in reproductive success. Thus, there is evidence of a direct
effect of avian malaria on reproductive output.

The objective of this study was to investigate how malaria infection affected
clutch size, using an experimental manipulation of infection status with the antimalarial

agent, primaquine. Experiments of this type are important because they can be used to
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assess whether effects of malarial infection early during the reproductive cycle have
disproportionately large effects on seasonal reproductive success. This requires
treatment of adults well before the start of reproduction. At the start of reproduction and
the production of sex hormones, individuals with chronic infections of malarial
parasites show dramatic relapses (e.g. Chernin 1952; Applegate and Beaudoin 1970;
Allander and Sundberg 1997). Thus early treatment of individual hosts is expected to
reduce or maintain levels of infection at a time in the reproductive cycle when infections
are normally increasing rapidly. We experimentally treated house martins Delichon
urbica, a colonial passerine migratory bird with high levels of prevalence of the parasite

Haemoproteus prognei.

MATERIALS AND METHODS

In March—May 2002, 49 pairs of house martins were chosen before they had laid
eggs and were randomly assigned to one of two treatments. Treatment occurred on
average 9.37 days (SD=1.97) before egg laying started. We treated 52 adults from 26
nests while keeping 46 adults from 23 nests as controls. Poor weather caused
considerable levels of desertion that resulted in 32 treated adults and 28 controls being
assessed for effects of treatment on reproduction. There were no significant differences
in capture date (Mann—Whitney U-test, z = -0.18, P = 0.87), body mass (Mann—Whitney
U-test, z = -0.44, P = 0.68), wing length (Mann—Whitney U-test, z = -1.27, P = 0.22),
tarsus length (Mann—Whitney U-test, z = -0.45, P = 0.65) and haematrocrit (Mann—
Whitney U-test, z=-0.19, P = 0.85) between treated individuals and controls among the
birds that had deserted. Since only half of all pairs (56%) lay second clutches (Pajuelo
et al. 1992), only data from first clutches were recorded. Individuals were captured at
dawn in their nest and injected sub-cutaneously with either 0.01 mg primaquine (Sigma,
St. Louis, Mo.) in 0.1 ml saline solution or the same quantity of pure saline solution
(controls), following the procedure reported by Merino et al. (2000). Primaquine is an
anti-malarial chemical compound used in different treatments to reduce the level of
parasitaemia in birds (Redig et al. 1993). It results in dosedependent effects, such as
gastrointestinal ~disturbances and development of met-haemoglobinaemia and

haemolytic anaemia (Mayorga et al. 1997). Thus, in order to minimize these effects we
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reduced treatment to a lowconcentration single dose. In any case, the toxicity of
primaquine rules out the possibility of beneficial sideeffects of medication, other than a
reduction in blood parasitism (see Merino et al. 2000). Blood samples for
haematological measurements were taken from the brachial vein immediately before
treatment. For identification of blood parasites, a drop of blood was smeared on a
microscope slide and air-dried.

All birds were individually identified with numbered metal rings. Nests were
inspected every day to obtain information on laying date, clutch size, hatching date and
brood size (day 1=10 March).

When nestlings were 12 days old, we recaptured parents and took a second
blood sample to check for the effect of treatment on parasite intensities and prevalence.
Blood samples were fixed in absolute methanol and stained with Giemsa. Half of each
smear was examined under 200- magnification in search of large extraerythrocytic
Haematozoa (i.e. Trypanosoma), and in the other half of the smear 20 fields were
scanned under 400x magnification for intra-erythrocytic haematozoa (i.e.
Haemoproteus). The intensity of extra-erythrocytic parasites was quantified as number
of parasites per 100 fields, and number of parasites per 2,000 erythrocytes for
intraerythrocytic parasites under 1,000- magnification with oil immersion (Merino et al.
1997). As a measure of immune response, we used the T-cellmediated immune response
to a challenge with phytohaemagglutinin (PHA). This is a standard estimate from the
poultry literature of the ability to produce a T-cellmediated immune response (Goto et
al. 1978; Parmentier et al. 1993). Injection with PHA results in local activation and
proliferation of T-cells, followed by local recruitment of inflammatory cells and
increased expression of major histocompatibility complex molecules (Goto et al. 1978;
Abbas et al. 1994). Fifteen-day-old nestlings were injected with 0.05 ml of 0.2 mg
PHA-P in one wing web (Smits et al. 1999). All individuals were injected in the
afternoon between 1600 and 1800 hours. The dose of PHA used in this study is similar
to that used in numerous other studies of free-living or captive birds (Saino et al. 1997;
Christe et al. 1998, 2000; Birkhead et al. 1999; Gonza” lez et al. 1999; Horak et al.
1999; Soler et al. 1999; Merino et al. 2000; Navarro et al. 2003). We measured the
thickness of the patagium (an expandable membranous fold of skin between the wing
and body of a bird) injected with PHA after 24 h, using a pressure-sensitive spessimeter
(Digimatic Indicator ID-C, Mitutoyo Absolute 547-301, Japan) with an accuracy of 0.01

mm. In the subsequent analyses we used the increase in wing thickness as a measure of
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the intensity of the PHA-induced immune response (hereafter T-cell response). On the
first capture, we measured body mass with a Pesola spring balance to the nearest 0.1 g,
and tarsus length with a digital calliper to the nearest 0.01 mm. Micro-capillary tubes
were centrifuged for 10 min at 14,000 r.p.m. to estimate haematocrit (the proportion of

blood volume occupied by red blood cells).

RESULTS

At the start of the breeding season, 48.3% of adults (n=60) were infected with
Haemoproteus, the only common parasite in the population of house martins.

Before treatment with primaquine no significant difference in prevalence (y° =
0.63, P = 0.43) or intensity of parasitism between groups was observed (Mann—Whitney
U-test, z = -1.33, P = 0.18; 32 treated and 28 controls). As expected from the anti-
malarial treatment, there was a significant decrease in prevalence (McNemar y* = 3.77,
P =0.049; Fig. 1a) and in intensity of parasitism (Wilcoxon matched-pairs signed-ranks
test, z=-3.29, P = 0.001; Fig. 1b), while for controls there was a significant increase in
the proportion of individuals that became infected (McNemar y° = 8.64, P = 0.002; Fig.
la), and in the intensity of parasitism (Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test,
z=-2.43, P =0.015; Fig. 1b). In addition, more individuals remained uninfected in the
treated group (34.4%) than among controls (10.7%) (X2:9-3 14, P=0.002).

Clutch size, brood size at hatching and brood size at fledging all differed
significantly between groups (Table 1). Clutch size was on average 18% larger in
treated birds, while the difference increased to 39% at hatching and 42% at fledging.
Hatching success was significantly greater in the treated birds, suggesting that egg
quality and/or incubation behaviour was affected by the treatment (Table 1). In contrast,
there was no significant difference for fledging success or overall breeding success

(Table 1)
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Fig. 1. (A) Prevalence (%) and (B) intensity od infection with Haemoproteus prognei
in adults House martin before (blue) and after (orange) primaquine treatment. Samples

sizes are 16 treated pairs and 14 untreated controls.
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The difference in clutch size between treatment group was small and did not
reach significance, using final Haemoproteus infection intensity as a covariate in an
analysis of covariance (F;s7 = 3.52, P = 0.07). The quality of offspring measured in
terms of body mass, tarsus length, haematocrit or T-cell-mediated immune response did

not differ significantly between groups (Table 1).

Table 1. Mean (SD) reproductive success and nestling quality of treated (n = 16) and
control nests (n = 14). The number of nestlings in treated nests was 45 and in controls

22. Differences for nestlings were tested by using brood means.

z

TABLE 1 TREATMENT CONTROL  (Mann-Whitney P
U-test)
Clutch size 4.44 (0.62) 3.64 (0.93) -2.466 0.02
E;fc(l’l‘ilrfgize at 3.37 (1.25) 2.07 (0.83) 3352 0.001
Eéﬁ;?nsgize at 281 (111)  1.64(0.63) -3.350 0.001
Hatching success 0.75 (0.27) 0.58 (0.26) -2.233 0.03
Fledging success 0.85 (0.16) 0.82 (0.20) -0.496 0.65
Breeding success 0.63 (0.26) 0.48 (0.27) -1.842 0.07
Haematocrit (%) 4552 (2.76)  46.53 (3.18) -0.831 0.413
Body mass (g) 17.69 (1.16)  17.40 (1.15) -0.577 0.586
Tarsus length (mm) 1029 (0.32)  10.31(0.34) -0.438 0.683
T-cell response 1.49 (0.43) 1.35 (0.18) -0.30 0.786

(mm)
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DISCUSSION

Clutch size increased by 18% as a consequence of primaquine treatment (Table
1). Numerous hypotheses have been put forward to explain optimal clutch size (review
in Roff 2001). The importance of parasitism for clutch size evolution has not usually
been appreciated, and only very few studies have addressed this question despite the
ubiquitous presence of parasites in all hosts (Meller 1991; Richner and Heeb 1995;
Martin et al. 2001). One of the hypotheses addressing the evolution of optimal clutch
size relates directly to the impact of parasites on host reproductive success, when
individuals within a large clutch suffer disproportionately from the negative effects of
parasitism (Mgller 1991). Such an effect occurs when parasite populations grow
particularly rapidly in large broods of hosts, or when the fitness consequences of
parasitism are particularly severe in large broods, because more nestlings are negatively
affected by parasitism (Meller 1991). Our present study is the first to demonstrate that
there is indeed an improvement in clutch size as a response to a reduction in the number
of parasites. We can only speculate about possible mechanisms generating this effect
because we did not assess them directly. Firstly, malarial parasites may directly impact
foraging ability and therefore rate of level of resource acquisition necessary for
production of eggs. Secondly, components used by the immune system for fighting
serious infections may also play a role in egg formation. Blount et al. (2004) have
recently shown that carotenoid availability limits egg production in birds, and Saino et
al. (2003) have shown that carotenoids limit the T-cell-mediated immune response
implicated in anti-malarial immune defence (Wakelin 1996). Finally, by definition,
parasites drain energy from their hosts because they extract nutrients that could
otherwise have been used by the host (Price 1980), and immune function requires
resources that might otherwise have been used for other functions (Sheldon and
Verhulst 1996).

While the difference in clutch size between groups was on average 18%, the
difference in hatching was 39%, due to a significant effect of treatment on hatching
success, and the difference in fledging was 42% (Table 1). The effect of treatment on
hatching successmay either be due to an effect of treatment on egg quality or on
incubation behaviour. If there is a trade-off between use of carotenoids and other anti-

oxidants for egg production and immunity, as suggested above (Blount et al. 2004;
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Saino et al. 2003), we speculate that control females laid eggs with reduced levels of
yolk anti-oxidants. This could directly lead to reduced hatching success (Surai 2003).
Alternatively, adult house martins may have been affected by malarial infections,
causing a reduction in the efficiency of incubation and provisioning for offspring. The
latter hypothesis seems less likely since parental effort during the nestling period is
considerably greater than during incubation. We should therefore expect much greater
effects on fledging success than on hatching success, while in reality the opposite
pattern was observed. We suggest two alternative explanations for this result. First, a
month passed from treatment to time of fledging, potentially obscuring any effects of
treatment on infection status. Second, parents may adjust their parental effort to brood
size (see Sheldon and Verhulst 1996).

While parasites can have strong effects on demographic parameters of their
hosts, it is less well known whether this has consequences for population dynamics. We
can make preliminary estimates of the effects of malarial parasites on the population
size of house martins in Spain and Denmark, using the estimated magnitude of effect
from the present study. Annual reproductive success of house martins in Spain is on
average 4.3 eggs in the first clutch and 3.7 eggs in the second clutch. These 8.0 eggs
give rise to, on average, 6.8 fledglings. Haemoproteus parasites have a prevalence of
48% in house martins in Spain. In these 48% of house martins, reproductive success
where blood parasites are reduced increases by 42%. Therefore, overall production of
fledglings is depressed by 40% in the presence of blood parasites. In Denmark, house
martins lay on average 4.08 eggs in the first clutch and 67.7% of the birds lay a second
clutch with on average 3.36 eggs (Moller 1974). These eggs give rise to on average 5.87
fledglings. Since the prevalence of Haemoproteus in Denmark is 0% (n = 55 adults, A.
P. Moller unpublished data), there is no suppression of reproductive blood parasites.
Thus, malarial parasites depress the annual output of fledglings by 40% in the Spanish
population, but do not depress it in the Danish population. Therefore, there are
considerable effects of blood parasitism on the size of the post-breeding population of
hosts, and this may affect the relative contribution of different populations to the overall

population size of hosts across their range due to differences in population productivity.
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Abstract

Immune responses constitute a major way for hosts to defend themselves against
parasites. Since hosts do not habitually produce strong responses all the time, immune
responses much be costly to maintain or produce. We tested experimentally if the
production of a response to a challenge with a novel antigen resulted in a cost in terms
of life history, using the highly colonial house martin Delichon urbica as a model
system. We injected adult breeding birds during laying of the first clutch with
Newcastle disease virus (NDV) or a control injection, and the clutch was subsequently
removed to induce relaying. NDV stimulates the non-specific immune system, causing
production of antibodies during a period of more than two weeks. Accordingly, we
found a change in leukocyte counts in experimental birds compared to controls.
Experimental treatment reduced the frequency of re-laying, caused a delay in timing of
relaying and a reduction in clutch size. Quality of nestlings in terms of body size, body
mass and T-cell mediated immune response did not differ significantly between
treatments. Therefore, seasonal reproductive success differed significantly between
treatments, showing that the production of an immune response is costly in terms of

future fecundity.
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INTRODUCTION

Parasitism is major cause of reduced fecundity and viability in free-living and
domesticated animals and plants. Therefore, hosts have evolved many different defences
to cope with the fitness costs of parasitism. These include means of avoiding infection
in the first place, and ways of eliminating or reducing the effects of parasitism once
infected (e. g. Hart 1997). The immune system has evolved as a major way of reducing
and controlling the effects of parasitism, due to its ability to distinguish between self
and non-self (e. g. Roitt et al. 1996). General and specific immune responses allow the
host to respond efficiently to parasite challenge, causing reductions in viability and
fecundity of parasites. Strong immune responses are supposed to be beneficial because
they prevent or reduce the effects of parasites on host fecundity or viability. This raises
the question why hosts not generally maintain strong immune defences if these are
generally beneficial. Since that is not the case, because immune responses are mainly or
only produced when hosts are challenged by parasite attacks, this suggests that there are
significant costs associated with production of immune responses.

The costs of immunity arise from development of the immune system,
maintenance and active use (Klasing 2004). These costs can be measured in terms of
energetics, auto-immune responses, or effects on life history (e. g. Raberg et al. 1998;
Lochmiller and Deerenberg 2000; Jacot et al. 2004). For example, Ots et al. (2001)
investigated energetic costs of an immune response in great tits Parus major during
winter. A second study of the energetic cost of immunity in white cabbage butterfly
Pieris rapae showed elevated metabolic costs in experimental animals compared to
controls (Freitak et al. 2003). A second kind of cost of immunity is based on the
assumption that a strong immune system may turn itself against the host, causing health
problems in terms of auto-immune diseases (Réaberg et al. 1998). While several
examples of such diseases in humans are consistent with this idea (review in Raberg et
al. 1998), there are to the best of our knowledge no studies of this mechanism in free-
living organisms. Finally, immune responses may be costly in terms of future fecundity
or viability because the costs of maintenance and production of immunity are traded
against other life history characters. This kind of cost has been a major focus of research
in ecological immunology during the last five years. Studies of life history costs of

immunity include reduced viability in bumble bees Bombus terrestris (Baer and
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Schmid-Hempel 1999), reduced parental effort in pied flycatchers Ficedula hypoleuca
with activated immunity (Réberg et al. 2000), and longer duration of nestling periods in
species of birds with strong immune responses (Mgller et al. 2001).

While these studies suggest that such costs are common, it still remains
unknown what determines their magnitude, and whether there are significant differences
among species of hosts. For example, comparative studies of immune responses in
different species of hosts have indicated very large differences in the strength of
immune responses among species. These differences are accounted for by the
probability and frequency of transmission of parasites (e. g. Moller & Erritzoe 1996;
Moller et al. 2001; van Nouhuys and Hanski 2002). These findings would imply that the
costs of immunity would be particularly large in host species that suffer the most from
attacks by virulent parasites. Consistent with this prediction, a comparative study of
members of the swallow family suggested that species that produced strong immune
responses had relatively long developmental periods for their body size (Moller et al.
2001). Here we extend these studies by directly quantifying the life history costs of an
immune response, using a highly social avian species of host with strong negative
impact of parasites on reproductive success. A high degree of coloniality in birds is
associated with food that occurs unpredictably in time and space, potentially making
costs of immune responses particularly severe in species with such a life history.

The aims of this study were to quantify the life history costs of production of an
immune response, by injecting reproducing adults with a novel antigen while keeping a
second group of adults as injected controls. We used the house martin Delichon urbica
as a model system for this experiment because the highly social life of this species
should make it particularly affected by virulent parasites that are readily horizontally
transmitted among adults in the large breeding colonies. The life history costs of
immunity were assessed by removal of the first clutch upon injection, after which we
recorded the frequency and timing of relaying and the success of the replacement clutch.
If the injection with a novel antigen is costly in terms of life history, we would predict
that fewer adult females in the treatment group laid a replacement clutch, did so on a
later date and laid fewer eggs than control females. The magnitude of the cost would be
directly proportional to the magnitude of the effects of treatment on reproductive
variables in the replacement clutch.

The house martin is a highly colonial, insectivorous passerine that breed in

colonies with a maximum size of more than 1000 pairs. This migratory species arrives
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from the winter quarters in early spring, and both males and females build a new nest or
refurbish an old one. A first clutch of 3-6 eggs is laid some weeks later, incubated for
ca. 15 days, after which the nestlings are fed for three-four weeks. Most pairs lay a
second clutch. The large colonies facilitate transmission of many different species of
specialist and generalist parasites that impose important fitness costs on the hosts in
terms of reduced reproductive success (de Lope et al. 1993; Christe et al. 1998; Marzal
et al. 2005). Previous studies have shown that house martins produce strong T-cell
responses compared to other species of hirundines (Moller et al. 2001), and that
immune responses are affected by environmental and genetic components (Christe et al.

2000).

MATERIALS AND METHODS

Study area and general methods

The study was carried out in a colony of house martins in the surroundings of
Badajoz (38°50’N, 6°59"W), southwest Spain during the breeding season of 2004.

Nests were inspected every second day to determine start of laying. When the
first clutch was finished, as shown by no more eggs being added to the clutch, females
were captured in their nest at dawn. They were then randomly assigned to one of two
treatments: (1) treatment group that was injected with 40 ul Newcastle Disease Virus
(NDV, n = 17; avian reovirus, infectious bronchitis, gumboro and Newcastle disease
vaccine, NOBILIS®); or (2) a control group injected with 40 ul physiological water that
was used to quantify the effects of treatment per se on females (PBS, n = 14).

Before treatment of adult females we recorded wing length, tail length and
wingspan with a ruler to the nearest mm, beak length, tarsus length and keel length with
a digital calliper to the nearest 0.01 mm, and body mass with a Pesola spring balance to
the nearest 0.5 g. Feathers were inspected for the presence of growth bars, chewing lice
and feather mites by holding the extended wing and tail against the light and counting
bars and parasites. See Christe ef al. (2002) for detailed information. A blood sample
was taken in a capillary from the brachial vein and a blood smear was made to allow

quantification of leukocytes and blood parasites at the start of the experiment.
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Following injection, the first clutch was removed in order to induce relaying.
Nests were subsequently checked for relaying two days, and presence of a replacement
clutch, time of start of relaying and size of the replacement clutch was recorded.

When the nestlings were 9 days old we recaptured females and took a second
blood sample to allow quantification of blood parasites and leukocytes following
treatment. In addition, we recorded body mass and the abundance of chewing lice and
feather mites, as described above.

Blood samples were fixed in absolute methanol and stained with Giemsa. Half of
each smear was examined under 200x magnification in search of large extra-
erythrocytic Haematozoa (i.e. Trypanosoma), and in the other half of the smear 20 fields
were scanned under 400x magnification for intra-erythrocytic Haematozoa (i.e.
Haemoproteus). The intensity of extra-erythrocytic parasites was quantified as number
of parasites per 100 fields, and number of parasites per 2,000 erythrocytes for intra-
erythrocytic parasites under 1,000x magnification with oil immersion (Merino et al.
1997).

Finally, when nestlings were 14 days old we measured tarsus length to the
nearest 0.01 mm, body mass to the nearest 0.5 g, and took a blood sample in a capillary
tube for measurement of hematocrit and made a blood smear, as described above.
Nestlings were tested for T-cell mediated immune response to an intra-dermal injection
in the patagium with 0.04 mg phytohemagglutinin (PHA) in 0.1 ml PBS. The thickness
of the patagium was measured with a pressure-sensitive calliper (Digimatic Indicator
ID-C Mitutoyo Absolute cod. 547-301 Japan) to the nearest 0.01 mm, and the thickness
was subsequently re-measured after 24 hours. T-cell response was expressed as the
difference in thickness at the end of the 24 hours period minus thickness at the
beginning of this period. See Christe et al. (2001) and Smits et al. (1999) for further

details.

Statistical methods

We tested if variables were normally distributed, and we used parametric or non-
parametric tests accordingly to determine if differences between groups were
statistically significant. We used repeated-measures analysis of variance to test for
changes in reproductive variables between first and replacement clutches, while taking

the dependence of the measurements into account. Finally, we used analysis of
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covariance to test for treatment effects while simultaneously controlling for potentially
confounding continuous variables.

All values reported are means + SE.

RESULTS

Females of the two groups did not differ significantly in any phenotypic
measure, laying date or clutch size before treatment (all P > 0.05; Table 1), implying
that there was no unintentional bias in composition of samples. Thus, we assume in the
following that treatments were effectively randomised by our procedures. However, we
used pre-treatment values of phenotype in the repeated-measures analysis of variance to

control for any pre-treatment variation among groups.

Tabla 1. Mean (SD) of phenotypic and other variables of treatment and control females

before treament, first clutch date (day 1 = 1 March) and size of first clutch

Z (Mann-Witney

TABLE 1 Treatment Control U test)
Wing length 105.59 (2.24)  105.52 (2.07) -0.052 0.958
Rectriz length 60.00 (2.29) 59.64 (2.52) -0.556 0.579
Envergadura 282.90 (5.41)  283.02 (5.20) -0.211 0.833
Bill length 6.44 (0.35) 6.46 (0.44) -0.026 0.979
Tarsus length 11.12 (0.27) 11.14 (0.39) -0.813 0.416
Keel length 18.034 (0.695)  18.33 (0.84) - 1.289 0.197
Body mass 16.00 (1.30) 16.39 (1.09) - 0.807 0.444
Growth bars 19.22 (2.46) 19.02 (2.17) -0.165 0.869
Haematocrit (%) 49.412 (3.606) 50.071 (3.626) -0.599 0.570
Firts clutch size 4.706 (0.686)  4.857 (0.363) -0.675 0.625

Date of clutch 73.81(26.99)  60.35 (13.10) -0.507 0.612
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Experimental females injected with NDV took significantly longer to lay their
replacement clutch than control females, the mean difference between treatment and

control females being ca. 5 days or almost two standard deviations (Fig. 1A; Table 2).

Table 2. Mean (SE) reproductive variables for NDV injected and control adult female

house martins.

TABLE 2 TE;?S?S“ Control 7 (M%ng;gimey p
Days between clutches 19.36 (2.78) 14.64 (3.30) -3.814 0.001
Brood size at fledging 2.41 (1.46) 3.36 (0.93) -2.182 0.029
Breedding success 0.56 (0.30) 0.83 (0.20) -2.712 0.007

Fig 1A. Box plots for NDV injected and control female house martins for time until
start of relaying (days). Values are means, standard deviations and extreme

observations. Sample sizes are 17 and 14 females, respectively.
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Fig 1B. Box plots for NDV injected and control female house martins for brood size of
replacement clutch. Values are means, standard deviations and extreme observations.

Sample sizes are 17 and 14 females, respectively.
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Size of replacement clutches was significantly smaller than the size of the first
clutch in both treatment groups (Table 3), although the difference between treatments
was not statistically significant. However, control females had significantly more
nestlings than treated females, with the two mean values differing by almost one
nestling or one standard deviation (Fig. 1B; Table 2). Therefore, reproductive success
estimated as the number of fledglings divided by clutch size was on average 83% and
significantly higher in control females compared to a mean of 56% in treated females
(Table 2).

Control females that had larger brood size also had significantly higher
haematocrit at the second capture than at first capture, while that was not the case for
treated females (Fig. 1C; Table 3). Body mass of adult females decreased significantly
from first to second capture in controls, but did not decrease in the treatment group
(Table 3). There was no significant difference in the number of feather mites and the

intensity of infection with Haemoproteus between captures or treatments (Table 3).
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Table 3. Mean (SE) reproductive variables for NDV injected and control adult female

house martins.

z (Wilcoxon

TABLE 3 1* clutch Replacement matched-pairs P
clutch .
signed-ranks test)

Clutch size control 4.86 (0.36) 4.07 (0.83) -2.50 0.013
Clutch size treatment 4.71 (0.69) 4.29 (0.77) -2.65 0.008
Feather mite control 5.50 (7.47) 12.07 (18.22) -1.73 0.08
Feather mite treatment ~ 13.00 (23.98) 15.18 (20.47) -1.54 0.12
Feather lice control 4.79 (6.57) 4.86 (3.06) -0.67 0.50
Feather lice treatment 4.29 (5.24) 8.77 (5.24) -2.61 0.009

1 0
Haematocrit (%) 50.07(3.63) 5321 (3.07) 2,66 0.008
control

1 0
Haematocrit (%) 49.41 3.61)  51.06(3.38) 117 0.24
treatment
Weight (g) control 16.39 (1.10) 15.96 (1.10) -2.36 0.018
Weight (g) treatment 16.00 (1.30) 15.74 (1.40) -0.86 0.39
Haemoproteus 3.11(10.10)  2.87 (4.14) 179 0.07
intensity control
Haemoproteus
intensity treatment 0.84 (2.21) 1.44 (2.59) -0.96 0.34
Leukocytes control 44.00 (18.5) 40.21 (9.08) -0.16 0.88

Leukocytes treatment  31.47 (13.46) 45.24 (18.07) 11.12 0.004
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Fig 1C. Box plots for NDV injected and control female house martins for haematocrit.
Values are means, standard deviations and extreme observations. Sample sizes are 17

and 14 females, respectively.
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However, the number of feather lice increased significantly between captures in

treated females, but not in controls (Fig. 1D; Table 2).

Fig 1D. Box plots for NDV injected and control female house martins for abundance of
chewing lice. Values are means, standard deviations and extreme observations. Sample

sizes are 17 and 14 females, respectively.
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Leukocyte counts of adult females that received the NDV treatment increased
significantly between captures, while that was not the case for control females (Fig. 1E;
Table 2). When entering time until relaying as a covariate in an analysis of covariance,
with treatment as a factor, we still found a significant effect of treatment on leukocyte

counts (F = 8.20, d. f. = 1, 28, P = 0.008).

Fig 1E. Box plots for NDV injected and control female house martins for leukocyte
concentration. Values are means, standard deviations and extreme observations. Sample

sizes are 17 and 14 females, respectively.
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There was no significant difference in quality of nestlings between treatment
groups. Mean tarsus length, body mass, haematocrit and T-cell response did not differ

between treatments (Table 4).
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Table 4. Mean (SE) nestling quality of treated and control females. The number of
nestlings in the treated nest was 41 and in controls 48. Differences for nestlings were

tested by using brood means.

Z (Mann-Witney U

TABLE 4 Tratamiento Control P
test)
gjiﬂmg haematocrit 4335 (4.42)  44.57 (2.74) 20.80 0.44
0

Nestling tarsus length 10.84 (0.48)  11.04 (0.45) -1.63 0.1
(mm)

Nestling weight (g) 20.28 (2.34) 21.11 (2.54) -1.25 0.22
Nestling T-cell response 13 44 39 00) 13351 (43.64) -0.56 0.60
(mm)

DISCUSSION

The main results of this experimental study of the life history costs of immunity
were that a challenge of the immune system of adult females caused a significant delay
in start of reproduction, a reduction in overall reproductive success, and an increase in
the abundance of chewing lice. In contrast, there were no effects of experimental
treatment on phenotypic quality of nestlings, suggesting that the costs of immunity were
paid directly by reproducing females. We will briefly discuss each of these main
findings.

Newcastle Disease Virus (NDV) is a common virus found in many different
species of wild and domesticated birds, causing significant mortality (Alexander 1997,
Kuiken et al. 1998). Injection with NDV results in the production of a specific and a
non-specific immune response with the exponential increase in specific antibodies
lasting 7-10 days in different bird species, but it could be maintained even as long as 28
days after vaccination (Svensson et al. 1998; Saino et al. 2002; Rahman et al. 2004).

We did not quantify the concentration of specific antibodies in our experiment.
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However, we found that the concentration of leukocytes increased significantly between
first capture, when the antigen was injected, and the second capture when nestlings were
nine days old. An alternative interpretation of the significant difference in temporal
patterns of increase of leukocyte counts between treatments could be that the delay in
reproduction in treated as compared to control females caused the former to be sampled
later during the breeding season. Since the abundance of parasites increases throughout
the breeding season (Allander and Sundberg 1997; Moller et al. 2003), we should
expect later breeding house martins to be exposed to more parasites and hence have
higher circulating levels of leukocytes. Such an effect has already been described for the
house martin (Christe et al. 2001). However, when using the delay until start of the
replacement clutch as a covariate, we still found a significant effect of treatment on the
concentration of leukocytes. Thus, this difference between treatments cannot be
considered a simple effect of differences in delay among treatments, but must be
considered a real long-term physiological response of females to differences in costs of
immunity.

Challenge of the immune system with NDV affected the timing of reproduction
by causing a delay in start of laying among treated females. Many different species
show sharp seasonal declines in reproductive success, in particular among single-
brooded species that only have to optimise timing of a single clutch (Crick et al. 1993).
In contrast, double-brooded species tend to start laying before the seasonal peak of food
abundance to optimise laying of both first and second clutch (Crick ef al. 1993). Two
general hypotheses have been proposed to explain patterns of seasonal decline in
reproductive success (Arnold et al. 2004). The timing hypothesis suggests that
reproductive success declines due to factors associated with date of laying such as
changes in environmental conditions, reduced breeding synchrony, and/or parental
restraint as a result of lower reproductive value of late-reared chicks (Hatchwell 1991;
Moreno 1998; Arnold et al. 2004). The parental quality hypothesis suggests that
reproductive success declines because individuals that lay late in the season tend to be
younger, less experienced and/or of lower quality than those that lay early (Parson
1975; Hatchwell 1991; Brinkhoff et al. 1993). Our finding, that reproduction was
delayed by a challenge of the immune system of adult females, is consistent with the
timing hypothesis. The reason is that a change in environmental conditions as reflected

by changes in the abundance of parasites (in our experiment simulated by random
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allocation of challenge of the immune system to adult females) caused the delay in
timing of reproduction.

A challenge of the immune system with NDV did not significantly affect clutch
size, but caused a significant difference in brood size and reproductive success. This
effect amounted to a difference in brood size of one standard deviation between the two
groups. The overall effect on reproductive success is likely to be stronger than indicated
by the difference in brood size because the timing of fledging is delayed by five days on
average in treated as compared to control females. Previous studies of the effects of
parasites on reproductive success in the house martin (de Lope ef al. 1993; Christe ef al.
2000; Marzal et al. 2005) could potentially partly be explained by the effects of
parasites on costs of immunity in the host. Obviously, hosts should only incur such
costs if benefits could be achieved in terms of reduced fitness consequences of
parasitism. However, this does not preclude the possibility that a fraction of the costs of
parasitism are due to the direct effects of parasites on immunological costs in the host.

We investigated the effects of experimental treatment on three different species
of parasites in a powerful design that relied on using individuals as their own controls.
We found no evidence of clear changes in abundance in feather mites or blood parasites
of the genus Haemoproteus; a common parasite of house martins in our study area
(Marzal et al. 2005). However, the abundance of chewing lice increased significantly in
treated females, but not in controls. This effect could be explained by the former
category of females having less time and energy available for preening (Mooring 1995;
Giorgi et al. 2001; Moore 2002). The increase in the abundance of chewing lice could
potentially have detrimental effects on flight performance (Barbosa et al. 2003) and
thereby indirectly influence the ability of females to capture insect prey.

We estimated nestling quality for treated and control females, but did not find
any evidence of significant differences in phenotype. However, there was a clear effect
of treatment on reproductive success, suggesting that the absence of an effect of
treatment on nestling quality was due to low quality nestlings dying disproportionately
more often in the treatment than the control group. The cost of immunity could affect
the quality or quantity of parental care, as shown previously in other species (Ilmonen et
al. 2000; Raberg et al. 2000). Challenge of the immune system of mothers could also
affect maternal transfer of antibodies (Saino et al. 2002) and thereby indirectly
influence the development of nestlings. We were unable to assess the amount of

parental care in the house martin, and, therefore, we cannot assess whether treatment
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affected reproductive success through effects on parental care or other mechanisms.
These interpretations are supported by the observation that haematocrit increased
significantly in control females, but not in NDV-injected females. An increase in
haematocrit is indicative of higher levels of activity (Christe et al. 2002; Sanchez-
Guzman et al. 2004), such as seen during the nestling period when adults increase the
rate of capture of insect prey for their offspring.

In conclusion, we have shown that injection of adult female house martins with a
novel antigen caused a significant delay in timing of reproduction and in overall
reproductive success. This provides evidence of significant life history costs of
immunity in a colonial passerine bird with strong impact of parasites on reproductive
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Abstract

Female birds deposit in the yolks of eggs substantial amounts of androgens, such as
testosterone and androstenedione. These androgens have been shown to speed up
nestling development, induce a fast development of ornaments and increase dominance
in adults. Experiments in several species have reported that females invest greater
amounts of androgens in the eggs fathered by attractive males, suggesting that yolk
androgen is a costly investment for either the offspring or the mother. There is some
evidence that nestling immunocompetence may be partially suppressed by high levels of
yolk androgens, but it is not known whether this is also the case for females. We tested
this hypothesis in the house martin by inducing an immune challenge through an
injection of sheep red blood cells (SRBC). Experimental birds laid eggs with lower
amounts of yolk androstenedione than controls, and there was a similar non significant
trend for testosterone. Furthermore, the probability of laying a replacement clutch was
higher for birds that had laid a first clutch with relatively high levels of yolk
testosterone. These results suggest that yolk androgen deposition is limited by immune
costs in the female, and that only females in good condition may afford to invest higher

levels of androgen in eggs.
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INTRODUCTION

Maternal effects are receiving increasing attention as powerful mechanisms that
parents can use to promote adaptation to complex and changing environments
(Mousseau & Fox 1998). Since the discovery of egg androgens in avian eggs (Schwabl
1993), a growing body of research has found that minute differences in the amount of
androgens that a bird receives in the yolk can have important effects on its future
development. Importantly, these effects start right at the beginning of development, and
high levels of egg androgens have been found to result in short incubation periods and
improved embryo growth (Schwabl 1996b; Lipar & Ketterson 2000; Eising et al. 2001).
This leads to a cascade of effects that include increased begging rates, fast development
of sexual ornaments and higher social dominance (Schwabl 1993; Eising & Groothuis
2003; Strasser & Schwabl 2004).

Despite these obvious benefits not all females lay eggs with high levels of
androgens (see for instance Pilz et al. 2003). Furthermore, experimental work in three
different bird species shows differential allocation of egg androgen to the eggs of
attractive males (Gil et al. 1999; Gil et al. 2004; Tanvez et al. 2004; Gil et al. in press).
This pattern suggests that high levels of yolk androgens must carry some type of costs,
either for the offspring or the female (Gil 2003). A recent study has indeed found that
nestlings hatching from testosterone injected eggs have a reduced cellular immune
response (Groothuis et al. 2005). However, no study so far has addressed the possibility
that the cost may be paid by the female that lays those eggs. This is highly probable,
since high androgen titres can be immunosuppressive for females (Duffy & Ball 2002).
In the present study we tested this hypothesis in the house martin Delichon urbica, by
challenging experimental females with an injection of sheep red blood cells (SRBC) and
comparing the levels of androgens laid in the eggs of these females with those laid by
control birds. SRBC injection is a standard test developed to challenge the cell-mediated

immune system, causing a peak in specific antibodies 10-15 days post injection (Roitt et

al. 1996).
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MATERIAL AND METHODS

The study was done in a large colony of house martins in the University of
Extremadura (Badajoz) during February-May 2001. Nests were visited every 2 days
from early February and new eggs found were marked daily with a indelible marker.
Females were captured in their nests at dawn when they had been incubating 4 days
(mean = 3.77, SD = 1.13) and injected subcutaneously with either 0.1 ml of a 5%
solution of SRBC or the same volume of phosphate buffered saline. Females were
haphazardly allocated to experimental groups and did not differ in biometry or age. We
subsequently followed these nests and collected their second broods after a similar
period of incubation (mean = 3.96 , SD = 0.71).

Eggs were frozen at —20°C until dissection. We dissected the yolk from the
embryo while the egg was still frozen to allow a good separation. Yolk was weighed
and steroids extracted by adding 3 ml of diethyl ether to the sample, vortexing,
centrifuging and decanting the ether phase after separation by snap- freezing in a bath of
ethanol at —200C. The ether phase was evaporated under a stream of nitrogen and
dissolved in a fixed volume of PBS. We used commercial 1125 RIA kits for assaying
the samples (DSL Labs, USA). These kits have highly specific (100%) antibodies for
their target hormone and low cross reactivity with other hormones. Reported cross-
reactivity of the androstenedione kit was less than 1% for all hormones tested, and less
than 5% in the case of the testosterone kit (except Sa-DHT which was 5.8%). The intra-
assay coefficient of variation was 5.4 for testosterone and 6.8 for androstenedione. The
inter-assay coefficient of variation was 13.3 for testosterone and 8.85 for
androstenedione.

Sex was determined by amplification of a sex-specific bird product following the
procedures reported by Griffiths et al. (1998). DNA was extracted using Chelex® 100
resin (Bio-Rad Laboratories, CA). The sex identification test employs the P8 (5'-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3") and P2 (5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3")
primers (Griffiths et al. 1998) and PCR amplification was carried out in a total volume
of 25 pL. The final reaction conditions were as follows: 20 uL. ddH20 (Sigma, St Louis,
Mo); 2.5 uL of Taq DNA polymerase 10X buffer (Promega), 50 mM of each dNTP;
100 ng of each primer and 0.5 units of Taq polymerase (Promega). Between 50 and 250

ng of genomic DNA was used as template. A layer of 2 pLL of mineral oil were added to
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avoid evaporation. PCR was performed in a Intelligent Heating Block (Cherlyn
Electronics Ltd). An initial denaturing step at 94 °C for 5 min, 55 °C for 2 min and 72
°C for 5 min was followed by 35 cycles of 94 °C for 1 min, 55°C for 2 min and 72°C for
5 min. A final run of 72°C for 7 min completed the program. PCR products were
separated by electrophoresis for 105 min at 50 V in a 3% agarose gel stained with

ethidium bromide.

Fig. 1 Developing of PCR product in agarose gel

RESULTS

We ran some exploratory models to assess uncontrolled sources of variance in
egg androgen concentration, declaring brood a random factor, and including embryo sex
and laying order, as well as its interaction as fixed factors. Neither sex nor its interaction
with laying order were significant: male and female eggs contained similar amounts of

androgens (log T: F1,64.9 = 0.54, P = 0.46; log A4: F1,65.1 = 1.49, P = 0.22; Fig. 2).
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Fig. 2 Embryo sex did not influence androgen yolk composition (pg/mg). Graph shows

least squares means plus SE.
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Both androgens increased with increasing laying order (log T: F1,63.3 = 11.7, P <
0.001, estimate (SE) = 0.11 (0.03); log A4: F1,63.4 = 7.26, P < 0.01, estimate (SE) =

0.06 (0.02); Fig. 3).
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Fig. 3 Differences between groups in androgen yolk composition in replacement
clutches. Graph shows means of residual concentrations corrected for laying order plus

SE.
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Laying order is confounded by differential incubation time, since females
typically start incubating before the last egg is laid, and it has been shown that androgen
concentration decreases with incubation time, probably because of yolk and albumen
mixing (EIf & Fivizzani 2002; Pilz et al. 2005). Therefore, in the following analyses we
used female average log yolk androgen concentrations estimated as residuals from the
regressions on laying order as a way of controlling for differential incubation time.
Results do not change if we use uncorrected raw data instead.

Females injected with SRBC were as likely as control females to lay a
replacement clutch (SRBC: 39% vs. PBS: 55%; %2 = 0.98, df =1, P = 0.32). A stepwise
logistic regression using the two androgen concentrations as predictors of the likelihood
of laying a replacement clutch showed that females that laid replacement clutches had
significantly higher levels of yolk T in their first clutch that females that did not lay a

second clutch (y2 = 6.59, df = 1, P < 0.05; mean uncorrected concentrations (SE): 5.1
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(0.5) pg/mg vs. 3.4 147 (0.4) pg/mg). Yolk androstenedione was not retained in the final
model.

There was a strong repeatability between first and second clutches in yolk T
concentration (rp = 0.65, n = 16, P < 0.01), but not in yolk A4 (rp = 0.07, n =16, P =
0.87).

Our main prediction was that the concentration of yolk androgen in replacement
broods would be lower for females injected with SRBC that for control females. We ran
GLMs for yolk T and A4 with treatment as a main factor. In the case of yolk T we
added first clutch yolk T concentration as a covariate to correct for differences in
relaying probability. We found that SRBC injected females laid eggs with lower levels
of yolk A4 than control females (F1,12 = 6.57, P <0.05; Fig. 3). Although the trend was
in the same direction, there were no significant differences in yolk T levels (F1,12 =

2.55, P = 0.13; Fig. 3).

DISCUSSION

We found that females that had been challenged with a foreign antigen (SRBC)
laid eggs that had a lower androstenedione content than control females. A similar
pattern, although not statistically significant, was found for yolk testosterone. Since
SRBC injection induces a costly immune response that sequesters resources from other
body functions, increasing metabolic rates and reducing body condition (Ots et al.
2001), our results suggest that egg androgen allocation is costly and that is constitutes a
condition-dependent investment. Furthermore, in agreement with this conclusion, we
found that the probability of laying a replacement clutch was positively directed with
testosterone levels in the first brood, as expected if yolk androgen deposition was a
condition dependent trait.

Yolk androgens are passed from the female bird to the egg (Schwabl 1993) and
modulate the development of the embryo (Lipar & Ketterson 2000), having long-lasting
consequences in behaviour at the nestling and adult stages. Nestlings hatching from
eggs experimentally injected with high androgen levels beg more intensively and have
shorter incubation periods (Schwabl 1996b; Eising & Groothuis 2003), although the
beneficial effects at this stage may be more relevant in situations of strong competition

for food (Pilz et al. 2004). In adulthood, these birds are more likely to be dominant in
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flocks (Schwabl 1993), and develop ornaments earlier than control birds (Strasser &
Schwabl 2004).

In agreement with life history theory (Burley 1988), females have been shown to
invest higher levels of egg androgens when mated to attractive males (Gil et al. 1999;
Gil et al. 2004; Tanvez et al. 2004; Gil et al. in press). This pattern of differential
allocation suggests that females accrue indirect benefits from these offspring (Sheldon
2000), but also that a high yolk androgen investment is somehow costly (Gil 2003). At
least three possibilities can be identified: (1) high levels of yolk androgens can be costly
to the offspring, for instance impairing their immune system. Evidence towards this
point has recently been identified by a reduced T-cell immune response in androgen
treated black headed gull eggs (Groothuis et al. 2005); (2) female and male offspring
may have different yolk androgen optima in some species, thus limiting the scope of
optimal sex ratio determination (Saino et al. submitted); and (3) high androgen yolk
allocation may be costly for the mother. Our study gives support to this third source of
costs.

Androgen levels in females increase around egg laying (Schwabl et al. 2005), as
a consequence of the high androgen production that takes place in the growing follicles
(Staub & De Beer 1997; Johnson 1999). An experimental study in the canary Serinus
canaria has shown that plasma testosterone levels in the female are a reflection of yolk
androgen production (Schwabl 1996a), suggesting that females that lay eggs with high
levels of testosterone are also exposed to high testosterone levels in plasma. In
agreement with this point, comparative evidence shows that females in colonial species
lay eggs with higher amount of androgens (Gil ef al. unpublished manuscript), and also
have higher levels of circulating testosterone (Mgller et al. 2005). Since high androgen
levels have been shown to reduce immune responsiveness in males as well as females
(Folstad & Karter 1992; Verhulst et al. 1999; Duffy et al. 2000), our results suggest that
the immune response against SRBC injection interfered with androgen production in
our experimental birds. This would have resulted in the reduced amount of androgens
that we found in the yolks laid by these females.

However, evidence from other studies suggest that there is a complex
relationship between costs, benefits and yolk androgen investment. For instance,
androgen injections in American kestrels Falco sparverius were found to increase
nestling mortality (Sockman & Schwabl 2000). This result suggests that the benefits of
high yolk androgen levels may depend on the phenotypic or genotypic quality of the
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offspring. In line with this idea, the two sexes can have different optima for yolk
androgen levels (Saino er al. submitted). Also, two different food supplementation
studies have shown that food supplemented females do not increase yolk androgen
levels, as it would be expected if this allocation would be limited by resources
(Verboven et al. 2003; Gil ef al. submitted). Taken together, all this evidence shows that
yolk androgens as a maternal effect have a complex matrix of costs and benefits, and
that the simple rule of “the more the better” cannot be applied in this case. In other
words, it is not correct to consider yolk androgens as yet another egg resource, but
rather as a phenotypic modifier subject to costs and benefits that show transgenerational

differences among mother and offspring.
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Abstract

Senescence is the progressive lost of functionality accompanied by fertility
decreasing and increasing in risk of mortality as time goes by. Immune system
deteriorates as ageing, so it could cause an ability reduction to fight against parasites
and to prevent diseases. That is the reason why parasitism has been supposed to be
involved in the expression on the senescence. Several studies have shown that immune
function declines with age in humans and captive animals, but little is known about
whether immune function deteriorates with age in natural populations due to the
impossibility to study the same individual consecutive years.

In this study we made a comparative test for prevalence of malarial infection
(Trypanosoma and Haemoproteus) between two avian species, capturing the same
individual every year. We show that protozoan parasites are related to the expression of
their hosts’ senescence in three natural populations of two different avian species
(Delichon urbica and Hirundo rustica), because immune system declines with age at the
same time that prevalences and intensities of blood parasites infection increase as a
consequence of this immune deterioration. The most prevalence of infection happens in
three years old individual, and decreases in older birds. It could be because these older
birds had no previous exposition to infection, or because they have a strong immune

system to fight against parasites.



Chapter V Parasitism as a sign of senescence 102

INTRODUCTION

Aging is a continuous and irreversible process of gradual changes as the time
goes by. Usually aging is used as a synonymous with senescence, but the Merck Manual
of Geriatrics (2000) define aging as a “process of gradual and spontaneous change,
resulting in maturation through childhood, puberty, and young adulthood and then
decline through middle and late age” while defines senescence as a “the process by
which the capacity for cell division, growth, and function is lost over time, ultimately
leading to an incompatibility with life” (see Beers & Berkow 2000). Besides, both terms
are normally used as synonyms, because senescence leads to aging, and is the main
cause of aging, but not all effects of aging can be attributed to senescence. For instance,
menopause is a part of aging, but due to its clear genetic origin (de Bruin ef al. 2001)
may be segregated from senescence (de Magalhaes 2003, 2005)

But, which is the cause of aging? Many theories have been proposed for a long

time, even though there is no definitive answer yet (see review in Barja 1998; table 1)

Table 1. Theories of aging and senescence (taken from Barja 1998)

1. ORGANIC THEORIES

- Immunitary
- Endocrinology

2. CELULAR THEORIES
- Maximum limit of cellular duplication
3. MOLECULAR THEORIES

- Residues accumulation

- Cross-over between macromolecules
- Somatic mutations

- Catastrophic errors

- Metabolic

- Glucooxidation

- Free radicals

4. PROGRAMMED AGING THEORIES
- Genetic program of aging
5. EVOLUTIONARY THEORIES

- Energy allocation between reproductive effort and self-maintenance
- Preation risk intensity

- Pleitropic theories
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According to Fisher’s definition (1930), senescence reflects decrease in age-
dependent residual reproductive value in species, usually given rise to a deteriorating
phenotype and an increase in mortality with age. Therefore, age-related decline in
physiological functions leads to an increasing in mortality rates (Finch 1990; Holmes &
Austad 1995)

Ricklefs (2000) proposed two hypotheses to explain this decline in function
associated with aging. First, physiological deterioration that goes with aging may
increase the vulnerability of organisms to the same extrinsic factors of mortality that
cause death in other ages (e.g. predation, infectious diseases and weather-related stress).
On the other hand, senescence may reflect the increasing related to age of intrinsic
causes of death (e.g. vascular disease, cancer, autoimmune disease and acquired genetic
damage) that kill individuals irrespective of external environment. Therefore, extrinsic
mortality is consider as the key factor that determines how natural selection moulds
intrinsic mortality (Abrahams 2004)

Several animal species have prominently appear in senescence researches (Sprott
& Austad 1996). Many of these studies have been centred on genetic basis of the aging
and in a better comprehension of the ways to regulate rates of aging, creating a new
framework to the studies of senescence-related diseases (Rogina et al. 2000; Reddy et
al. 2004). Researches have identified animal genes that influences life span. Some of
them modify senescence process in the whole, while other ones act shaping the
expression of aging-related diseases (Guenette & Tanzi 1999; Eslamboli ef al. 2005)

With few exceptions, birds species show remarkably higher longevities
compared to their mammalian counterparts and live up to three times longer than
mammals of equivalent body mass (Finch 1990; Holmes & Austad 1995). These
slowing aging rates are paradoxical due to their high metabolic rates (2-2.5 times
higher, with lifetime energy expenditure up to 15 times higher), blood sugar levels (two-
to four-fold levels) and body temperatures (nearly 3°C higher) (Holmes et al. 2001).
According to current biochemical theories of aging, elevation of these parameters in
birds should prompt to fast tissue damage due to the accumulation of deleterious
products from oxidative metabolism and Malliard reaction (Monnier ef al. 1991; Kristal
& Yu 1992; Holmes ef al. 2001). However, some bird species show one of the higher
life spans in the Animal Kingdom (Carey & Judge 2000). These long-lived species
could be those who show slow aging patterns with delayed maturity and low annual

fecundity, but recent studies suggest that birds have special adaptations for preventing
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age-related tissue damage and capacity for neurogeneration in brain (Monnier et al.
1991; Kristal & Yu 1992; Holmes et al. 2001; Holmes & Ottinger 2003).

Despite these anti-aging mechanisms, birds do age, so studies on this group of
vertebrates would be specially interesting. Moreover, since birds and other
homoeothermic animals (including humans and primates) show gradual senescence with
definite life span, the study of avian aging processes should become important because
it might actually be more similar to ours in some respects than those of the short-lived
rodents typically used to model basic of mammalian aging processes (Holmes &
Ottinger 2003).

In human beings and laboratory animals it has been observed a decrease in
immune function related to age (see Nagel et al. 1986; Miller 1990 for reviews), also in
invertebrates (Adamo et al. 2001; Kurtz et al. 2002). The physiological mechanisms
generating these effects have been documented. For instance, T-cell proliferation,
generation of cytotoxic effectors, production of some interleukins by T-cells, T-cells
activity and even antigen presentation may decline with age (Miller 1996; 2000).
Furthermore, several studies in natural populations have shown a decrease in antibody
production in older birds (Cichon et al. 2003, Saino et al. 2003).

Since T-cells are implicated in antimalarial defence (Wakelin 1996), this decline
in immune function could lead to an ability reduction of fighting against parasites and
preventing the expression of diseases. Hence, individuals might suffer higher parasitism
intensities when growing old.

The effects of senescence related to parasitism would be particularly important
in populations that suffer the most from attacks of virulent parasites, because this factor
of extrinsic mortality might have influence on intrinsic mortality beyond senescence
effects (see Abrahams 2004). So, the better study may be the examination of prevalence
and intensity of parasitism in the same individuals along their life or, at least, several
consecutive years.

To the best of our knowledge, so far only a single study have been able to study
blood parasitism in the same individuals in two consecutive years (Bennet & Bishop
1990). Here we extend this study by comparing prevalence and intensities of blood
parasitism in two members of swallow family, studying the evolution of parasitism and

the immune system in the same individual throughout the years.
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MATERIAL AND METHODS

The study took place in three different colonies of hirundines during breeding
season at Badajoz, Southern Spain, as a part of a long-term project. First one was a
Delichon urbica colony close to University Campus (RUCAB) (38°52'N, 7°05'W). The
second one was a barn swallow Hirundo rustica colony situated in an open farmland
(38°52°N, 6°50°W). We also studied house martins during 2004 and 2005 in a colony 10
kms. away from Badajoz (BOTOA) (38°53°N, 6°55°W).

From 1997 to date more than 5.000 martins and 1.000 swallows were captured at
dawn in their nest and with mist nest. Because of high mortality of swallows family
species (Bryant 1979, Turner 1994) and rates of migratory return (de Lope & da Silva
1988, Turner 1994), the final total number of samples of this study was 412 and 54
martins (RUCAB and BOTOA colonies), and 100 swallows, matched in 206, 27 and 50
pairs, respectively.

Birds were individually identified with numbered metal rings. A blood sample
was taken in a capillary from the brachial vein and a blood smear was made to allow
quantification of leukocytes and blood parasites. Blood samples were fixed in absolute
methanol and stained with Giemsa. Half of each smear was examined under 200x
magnification in search of large extra-erythrocytic Haematozoa (i.e. Trypanosoma), and
in the other half of the smear 20 fields were scanned under 400x magnification for intra-
erythrocytic Haematozoa (i.e. Haemoproteus). The intensity of extra-erythrocytic
parasites was quantified as number of parasites per 100 fields, and number of parasites
per 2,000 erythrocytes for intra-erythrocytic parasites under 1,000x magnification with
oil immersion (Merino et al. 1997). Total leukocyte count was quantified as the number

of leukocytes per 50 fields at 1,000x magnification (Naguib et al. 2004).

Statistical methods

We used non-parametric tests accordingly to determine if differences in
prevalence (McNemar x%), intensity of infections and leukocyte counts (Wilcoxon
matched paired test) between years were statistically significant (SPSS 12.0 for

Windows).
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RESULTS

A total of 4 genders of parasites were found in the blood of the birds studied
(table 2). Haemoproteus was the higher prevalence in martins, while 7rypanosoma was
in swallows. The other two parasites prevalence were lower than 2%, therefore they

won’t be included in subsequent analyses.

Table 2. Prevalence of infection (%) of different blood parasites genders in three

studied populations of hirundines. Samples sizes of birds examined are shown

population N Haemoproteus Trypanosoma Leucocytozoon Microfilaria
Infected | Prevalence | Infected | Prevalence | Infected | Prevalence | Infected | Prevalence
Delichon
urbica RUCAB | 1008 | 534 52.9 15 1.5 1 0.1 6 0.6
Delichon
urbica BOTOA | 40 21 52.5 0 0 0 0 0 0
Hirundo rustica| 265 4 1.5 59 22.2 0 0 5 1.9

There were significant differences in both species in prevalence of blood
parasites infections by studying the same group of individuals in two consecutives years
(Delichon urbica RUCAB: X;* Pearson=10.125, P = 0.001; Delichon urbica Botoa: X;
Pearson= 6.033, P = 0.014; Hirundo rustica: X; Pearson = 4.000; P = 0.046) (Figure 1)
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Figure 1. Prevalence of hemoparasites infection in three populations studied en two

consecutives years. Number of infected birds on each year is included.
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56 martins from RUCAB colony were infected first year of study, while there

were twice infected birds the second year. 65 healthy individuals in the first year were

infected the second one. In contrast, only 10 individuals looked like recovered from

infection. 63 birds were uninfected neither of two years. In addition, 46 individuals

were infected both years. The differences were significant (McNemar y* = 14,08; p <

0,001) (table 3)

Table 3. Prevalence of infection of adults in RUCAB house martin colony

D. urbica RUCAB YEAR 2 INFECTED |YEAR 2 UNINFECTED TOTAL
YEAR 1 INFECTED 46 10 56
YEAR | UNINFECTED 65 63 128
TOTAL 111 73 184
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7.11; P <0,05) (table 4) and swallows (McNemar Xz =4,083; p <0,05) (table 5)

Table 4. Prevalence of infection of adults in BOTOA house martin colony

D. urbica BOTOA YEAR 2 INFECTED YEAR 2 UNINFECTED TOTAL
YEAR 1 INFECTED 8 0 8
YEAR 1 UNINFECTED 10 9 19
TOTAL 18 9 27

Table 5. Prevalence of infection of barn swallows adults

Hirundo rustica YEAR 2 INFECTED | YEAR 2 UNINFECTED TOTAL
YEAR 1 INFECTED 2 2 4
YEAR 1 UNINFECTED 10 36 46
TOTAL 12 38 50

In order to go deeply into the study of parasitism and senescence, we divided

RUCAB population in three different age-classes: one year old (table 6), minus or equal

three years old (table 7), and older (table 8). The age of three years old is suitable to

classify individuals according to their ages because previous studies have shown that

this is the life span of house martins in our colony (de Lope, unpublished data). The

prevalence of infection in recaptured individuals year after year was significantly

different in all the categories [(nestling to 1 year old: McNemar x* = 12.07; p < 0.001),

(age < 3 years old: McNemar x> = 27.841; p < 0.001), (age > 3 years old: McNemar y* =

10.452; p< 0.001)]

Table 6. Prevalence of infection in 1-year-old house martins

D. urbica RUCAB YEAR 2 INFECTED | YEAR 2 UNINFECTED TOTAL
YEAR 1 INFECTED 0 0 0
YEAR | UNINFECTED 14 8 22
TOTAL 14 8 22
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Table 7. Prevalence of infection in house martins aged between one and three years old

D. urbica RUCAB YEAR 2 INFECTED | YEAR 2 UNINFECTED TOTAL
YEAR 1 INFECTED 25 4 29
YEAR 1 UNINFECTED 40 37 77
TOTAL 65 41 106
Table 8. Prevalence of infection in house martins older than 3 years old
D. urbica RUCAB YEAR 2 INFECTED | YEAR 2 UNINFECTED TOTAL
YEAR 1 INFECTED 21 6 27
YEAR 1 UNINFECTED 25 26 51
TOTAL 46 32 78

The differences in intensity of infection in house martins were significantly in
both populations (RUCAB: Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test, z = 2.190, P =
0.029; BOTOA: Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test, z=2.268, P = 0.023)

The number of leukocytes significantly declined with age in the same individual
in both species (Delichon urbica: Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test, z = -3.415,
P = 0.009; Hirundo rustica: Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test, z =-2.613, P =
0.009)

Between 1999 and 2005 it was made a study on prevalence of blood parasites
infection in exact known age House martins (RUCAB) (figure 2) and Barn swallows
(figure 3). To avoid pseudoreplication, none individual was included in two different

categories. Birds used in other experiments were also excluded.
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Figure 2. Prevalence of Haemoproteus infection in exact known age House martins.

Sample sizes are shown.
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Figure 3. Prevalence of Trypanosoma infection in exact known age Barn swallows.
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DISCUSION

The main findings of this study were that (1) immune systema deteriorates with
age in natural populations of hirundines, as drop in circulating leukocytes shows; (2)
this immunitary decline clashes with increasing in prevalence and intensities of blood
parasites when individuals grow old; and (3) the most prevalence of hemoparasites
happens in 3-years-old house martins and barn swallows, being lower in older
individuals. We will briefly discuss each of these main findings.

From 1997 more than 5.000 house martins and 1.000 barn swallows were
captured, but only we could recapture 283 useful for the study, probably due to high
mortality of these species (Lack 1949; Bryant 1979), estimating that 88% of individuals
die during their first year if life (Rheinwald 1975; Rheinwald et al. 1976). In a previous
study in Botoa colony rates of natal returns were estimated, varying between 6.1% in
the second calendar year and 0.5% in the fourth calendar year. In addition, breeding
return rates decrease from 27.3% second calendar year to 0.6% in the sixth calendar
year (de Lope & da Silva 1998). Therefore, there is the intrinsic difficulty doing this
kind of study. In fact, to the best of our knowledge, there are very few studies under
natural conditions that were able to capture the same individual year after year (Bennett
& Bishop 1990; but see also Allander & Bennett 1994).

All blood samples were collected during breeding season, between March and
June, because higher prevalence of blood parasites is found at this time (Allander &
Bennett 1994), although infections could last to the end of autumn in lower intensities
(Allander & Sundberg 1997). Also, most of parasites transmission in temperate climates
happens during host breeding season, when many hosts suffer from spring relapses in
their chronic infections and the most parasites are, as a clear adaptation in host-parasite
co evolution (Atkinson & van Ripper 1991). Because of some house martins nestlings
were infected, we are certain that Haemoproteus infection occurred in the breeding area.
This is also attributable to 7Trypanosoma infection, because in a previous study some
nestlings infected were found (Merino et al. 1998).

Four different blood parasites genders were found in the blood smears.
Haemoproteus was the most common parasites in both house martins populations, with
prevalences of infections higher than 50%, just like other birds suffer (Allander &
Bennett 1994; Sundberg 1995; Dawson & Bortolloti 2000). All Haemoproteus



Chapter V Parasitism as a sign of senescence 112

infections were mixed with other blood parasites infectious, as other many studies
(Allander & Bennett 1994; Merili et al. 1995; Dawson & Bortolotti 1999).

Trypanosoma was the most common parasite found in adults Barn swallows,
with prevalences nearly to 22%, similar to other Trypanosoma infections found in
several passerines (Merino & Potti 1995; Merino et al. 1997; Scheuerlein & Ricklefs
2004). As previously quoted, due to lower prevalence of two other parasites genders,
they won’t be included in subsequent analyses, as other studies did (Merino et al. 2000)

Variations on prevalence infections could be due to both host intrinsic factors
(genotypic resistance, behavioural mechanisms or health condition) and extrinsic factors
(different vector exposition), sex (McCurdy et al. 1988) or age (Weatherhead & Bennett
1992). Prevalence of infection in house martins are higher than in barn swallows.
Perhaps these differences could reflect a balance between exposition and infection
resistance (van Riper et al. 1994; Atkinson & van Riper 1991; Holmstad & Skorping
1998; Wiehn et al. 1999), because Trypanosoma infection is transmitted by simulids
vectors, more often in northern environments (Scheuerlein & Ricklefs 2004)

Some studies show prevalence of infections in one or more populations, even
though prevalence is by itself a poor indicator of parasites effects on their hosts (May
1984; Anderson 1986; Kirkpatrick 1991), although changes in prevalence could give to
us a very valuable information (Kitron & Higashi 1985; Kirkpatrick 1991). It’s clear
that the very best research is the one who show changes in prevalence and intensity of
infection in the same individual year after year. To date, we don’t have evidence of any
other study able to do in birds natural populations for so many years.

Here we present a comparative test of prevalence and intensity of malaria
parasites, recapturing the same individual along the time in three different natural
populations of two species of the swallow’s family. According to the sense of our
predictions, the immune system declines with age, and it causes an increasing in
prevalence and intensity of infection in both species.

Parasitism and genetic-base diseases have been implicated on the expression of
the senescence for a long time (Medawar 1952; Williams 1957), because immune
system is consider deteriorating with age (Miller 1996). Our results are consistent with
these hypothesis. In addition, intensity of ectoparasites also increase with age (Moller &
de Lope 1999), maybe as a consequence of host ability reduction with age to defend

against parasites.
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Contagion risk increases with age, maybe due to higher vector exposition
(Weatherhead & Bennett 1991; Allander & Bennett 1994). Moreover, many birds retain
infections for years (Bennett & Bishop 1990), so birds infected one year will be also
infected the next one, besides new infected birds. This is agree with our results, where
the most birds retain infection, and only very few looked like recovered. Also, It’s only
natural that the longer an animal lives, the more environmental risk suffers, including
hemoparasites infections.

Another point that reaffirms our hypothesis is because of hemoparasites
infections spring relapses, probably arisen by reproduction hormones (Atkinson & van
Riper 1991). So we could expect higher prevalences and intensities during breeding
season (Allander & Sundberg 1997). Relapse of sexual hormones at the beginning of
the breeding season might cause an immune suppression and chronic infections relapses
(Zuk 1991; Folstad & Karter 1992). In fact, it has shown in birds that a great breeding
effort could increase intensities of parasites, both in natural populations (Korpiméki et
al. 1993; Allander & Bennett 1995; Dufva 1996; Oppliger et al. 1997; Ilmonen et al.
1999) and in experimentally manipulated clutch sizes (Norris et al. 1994; Richner et al.
1995; Ots & Horak 1996; Allander 1997; Siikaméki et al. 1997; Wiehn & Korpimiki
1998; Wiehn et al. 1999). So, the longer an animal lives, the more reproduction events it
has, and the more immunosupression it suffers

In the same way, migration related stress might also provoke an infections
relapse (Valkiunas 1991). What’s more, migrant birds suffer most from protozoan
parasites than residents (Bennett & Fallis 1960; Dogiel 1964; Greiner 1975; Figuerola
& Green 2000), specially trans-saharian migrants (Peirce & Mead 1978), as swallows
do. Moller & Erritzoe (1988) showed that migrant birds have immune system organs
bigger than sedentaries. Hence, we must assume than probability of become infected, or
to increase a chronic infection, grows as growing old. And it may get worse with
migrations.

By compare prevalence of infection in known age individuals in both species,
it’s shown that older ones stand lower prevalence. We suggest two alternative
explanations for this result. First, it might be that older individuals are those who had no
previous infection exposition. Second, individuals that reach this age should have a very
good immune system to reduce or even avoid infection effects (Weatherhead & Bennett
1991; Allander & Bennett 1994; Wakelin 1996; Ots & Horak 1998), and also, perhaps

infected birds are not alive. In this context, several studies have shown that high
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intensities of hematozoan infection could lead to a continuous body deterioration, or
even death (Olsen & Gaunt 1985; Hawkey & Samour 1988; Atkinson & van Riper
1991; Bennett et al. 1993; Butterworth & Harcourt- Brown 1996; Evans & Otter 1998;
Chen et al. 2001)

Concluding, and according to our results, we confirm that immune system
declines with age in natural populations of birds, at the same time that prevaleneces and
intensities of blood parasites infection increasing as a consequence of this immune
deterioration. Hence, we show that parasites could play an important role in the
expression of their host’s senescence. Therefore, forthcoming studies on effects of
parasites over their host populations must take into account the age of the analysed

individuals.
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According to proposed objectives in Chapter I, and in accordance with results,

conclusions of this PhD thesis are:

l.

Los parésitos malaricos pueden tener efectos dramaticos sobre las variables
demograficas de sus hospedadores, como demuestra el hecho del incremento
significativo del tamafio de puesta, éxito de eclosion y éxito reproductor tras la
reduccion experimental de la prevalencia e intensidad de parasitismo. De hecho,
existen efectos considerables de los pardsitos sanguineos en el tamafo de las
poblaciones de sus hospedadores, pudiendo afectar a la contribucion relativa de
las diferentes poblaciones y al total del tamafio poblacional debido a diferencias
en productividad de distintas poblaciones causadas por el impacto de los

parasitos.

Malarial parasites can have dramatic effects on their hosts’ demographic
variables, as demonstrate the significative increase in clutch size,
hatching success and reproductive success when the infection was
experimentally reduced. Therefore, there are considerable effects of
blood parasitism on the size of the post-breeding population of hosts, and
this may affect the relative contribution of different populations to the
overall population size of hosts across their range due to differences in

population productivity

La reduccion experimental del parasitismo no tuvo ninglin efecto en la condicion
corporal de los volantones, probablemente debido a un cese del efecto del
tratamiento experimental anti-malarico con el tiempo o a un ajuste del esfuerzo

parental al tamafo de cria.

Experimental infection reduction has no effect on phenotypic quality of
the nestlings, probably due to a drop of treatment effects on infection
status, or an adjustment of parental effort to brood size
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3. La produccion de una respuesta inmune es costosa en términos de estrategias
vitales, como demuestra el descenso en el éxito reproductor de las hembras a las

que se les indujo experimentalmente una respuesta inmune

There is a life history cost of producing an immune response, as
demonstrate the decrease of reproductive success in immune challenged

adult females

4. Los costes de la respuesta inmune se concretaron en nuestro estudio en un
retraso en el comienzo de la reproduccion, una reduccion en el éxito reproductor
y un aumento de la infestacion por parésitos. Estos costes podrian ser
especialmente significativos y acusados en las estrategias vitales de poblaciones
de aves que sufren un fuerte impacto de los parasitos en su éxito reproductor,

como es el caso del Avion Comun.

The life history costs of immunity in our study were that a challenge of
the immune system of adult females caused a significant delay in start of
reproduction, a reduction in overall reproductive success, and an
increase in the abundance parasites. These costs of immunity could be
especially significant in a colonial passerine bird with strong impact of

parasites on reproductive success, like House martin

5. No encontramos efectos provocados por la induccidon experimental de una
respuesta inmune sobre la calidad fenotipica de los descendientes, lo que nos
sugiere que los costes de la inmunidad fueron pagados directamente por las

hembras.

We did not find any effects of experimental treatment on phenotypic
quality of nestlings, suggesting that the costs of immunity were paid

directly by reproducing females

6. La distribuciéon de andrégenos en las yemas de los huevos es muy costosa y
constituye una inversion dependiente de la condicidon corporal, como demuestra

la menor concentracion de androgenos en las puestas de reposicion de las
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hembras a las que se les indujo experimentalmente una respuesta inmune en

referencia a las hembras del grupo control

Yolk androgen allocation is costly and that is constitutes a condition-
dependent investment, as shown the less androgen concentrated
reposition clutch from experimentally immune-challenged females than

control females

Con relacion a la anterior conclusion, las hembras que realizaron una puesta de
reposicion tuvieron niveles de testosterona en las yemas de las primeras puestas
significativamente mayores que aquellas hembras que no pudieron realizar
puestas de reposicion. Esta evidencia reafirma nuestra idea de la dependencia de

la condicion corporal de la deposicion de androgenos en la yema.

Related to previous conclusion, females who were able to lay a
reposition clutch also had higher testosterone levels in first clutches than
those were not able to lay a reposition clutch. This evidence support our

idea that yolk androgen deposition was a condition dependent trait

No hubo diferencias en la concentracion de andrégenos en la yema dependiendo

del sexo del embridon

There were no differences in yolk androgen concentration between sexes

La concentracion de androgenos en la yema se incrementd con el orden de

puesta, de forma similar que se ha encontrado en estudios previos

Yolk androgen concentration increases with laying order, as previous

studies shown

En los individuos analizados se encontraron cuatro especies de pardsitos
sanguineos: Haemoproteus, Trypanosoma, Leucocytozoon y una microfilaria de

nematodo no identificado.
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We found four blood parasites genus in analysed individuals:
Haemoproteus, Trypanosoma, Leucocytozoon and an unidentified

nematode microfilaria

. La especie de hemoparasito con mayor prevalencia en el Avion Comun fue

Haemoproteus, apareciendo infectados mas de la mitad de los individuos de la
poblacion. En cambio, en Golondrinas Comunes la mayor infeccion

correspondid a Trypanosoma, con prevalencias en torno al 20%.

The highest prevalence found in House martins was the genus
Haemoproteus (more than 50 %). In contrast, the highest prevalence in

barn swallows was the genus Trypanosoma (20 %)

La presencia de pollos y juveniles de Avion Comun infectados por
Haemoproteus y Trypansoma nos indica que la transmision de la infeccion
puede ocurrir en su area de cria, con lo que los vectores apropiados para dicha

transmision deben encontrarse también en la localidad de cria

The findings of infected nestlings show that transmission of infection may

take place in the breeding area, so suitable vectors also may be there

Comprobamos que la prevalencia e intensidad de infecciéon por hemoparasitos
aumenta con la edad en estas poblaciones naturales de aves estudiadas,
comenzando a notarse los efectos del parasitismo a edades tempranas, siendo

éste un patron comun en las dos especies de hirundinidos analizadas.

We show that prevalence and intensity of protozoan parasites infection
increases with age in natural populations are related to the expression of
their hosts senescence in three natural populations of two different avian
species (Delichon urbica and Hirundo rustica), because blood parasites
infection levels increase as their hosts grow old.

De forma similar, el sistema inmune de los individuos de las dos especies

analizadas se deteriora con el envejecimiento, constatado por el descenso en el
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numero de leucocitos circulantes en los individuos conforme avanzan en edad,

pudiendo ser la causa del aumento de la infeccion antes resefiado.

Similarly, immune system in both analysed species deteriorates with age,
as decrease in circulating leukocytes shown. It could cause the increase
in blood parasites as they grow old

Al estudiar comparativamente la prevalencia de infeccion en las poblaciones de
Avion y Golondrina en referencia a la edad exacta conocida de los individuos
analizados, observamos que ¢ésta aumentd con la edad desde el estadio juvenil
hasta alcanzar un maximo en individuos de 3 afios, siendo menor en individuos
de edad més avanzada. Estas diferencias podrian deberse a que los individuos
que alcanzaron una edad madura son aquellos que previamente no han estado
expuestos a la infeccion, o bien han sido capaces de desarrollar un sistema
inmune eficiente que les permite atenuar o anular los efectos de la infeccion, o
incluso pudieran desarrollar una cierta inmunidad adquirida tras una exposicion

previa a la infeccion

With a comparative test of prevalence of infection among three natural
populations of two different avian species we show that the most
prevalence of infection happens at three years old individual, and
decreases in older birds. It could be because these older birds had no
exposition to infection, or because they have a strong immune system to

fight against parasites
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