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1. RESUMEN

Lo peor no es cometer un error,

sino tratar de justificarlo, en vez de
aprovecharlo como aviso providencial de
nuestra ligereza o ignorancia.

Santiago Ramén y Cajal

Recientemente se ha sugerido que la coloracion verde azulada de
los huevos de algunas especies de aves podria funcionar como una se-
fal sexual después del emparejamiento que reflejaria la condicion fisio-
l6gica de las hembras en el momento de la puesta, y que los machos
utilizarian para ajustar su esfuerzo parental en la crianza de los pollos
(hipotesis SSEC). Esta hipotesis se basa en que la biliverdina, que es el
pigmento responsable de esta coloracién verde azulada de la cdscara del
huevo, es un potente antioxidante; por ello, sélo aquellas hembras en
buenas condiciones fisicas y con reservas suficientes de antioxidantes
serian capaces de usar una mayor cantidad de pigmentos para exagerar
dicha sefal. Ademas estas hembras, mas resistentes al estrés oxidativo,
también podrian depositar mayor cantidad de antioxidantes en la yema
del huevo. Estos elementos son fundamentales para el correcto desarro-
llo del embrién y afectan a la calidad fenotipica de los pollos. Ademas,
algunos antioxidantes pigmentarios participan también en la expresién
de otros caracteres de las aves, como es el color de las plumas y de los
tejidos frescos; en este caso, la intensidad de esta coloracion indicaria su
condicion fisioldgica. En este contexto tedrico, usando al estornino negro
(Sturnus unicolor) como modelo, esta tesis doctoral trata de comprobar,
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por un lado, la hipotesis SSEC vy, por otro, de explorar la posibilidad de que
la coloracién del pico de este ave refleje la concentracidon de antioxidantes
en su sangre.

Para comprobar la hipotesis SSEC hemos realizado tres aproxima-
ciones experimentales. En un primer experimento aumentamos la carga
alar de las hembras unas semanas antes de la puesta. Esta manipulacién
afectd a su condicién fisica durante la puesta y a la intensidad de la colo-
racién de los huevos. En un segundo experimento utilizamos huevos arti-
ficiales coloreados con dos intensidades de coloracién verde azulada que
sustituyeron a los huevos naturales y demostramos un efecto de la inten-
sidad de la coloracion en la tasa de cebas de los machos que se mantuvo
a distintas edades de los pollos. En la ultima aproximaciéon experimental
manipulamos el ambiente nutricional de algunos pollos de los nidos expe-
rimentales mediante una alimentacion suplementaria y encontramos que
las diferencias en la respuesta inmunitaria entre los pollos alimentados y
los no alimentados era menor en los nidos donde se habian incubado hue-
vos de color verde azulado mads intenso. También analizamos el contenido
en antioxidantes (carotenoides y vitamina A) de la yema de los huevos
y hemos podido poner de manifiesto una relacion entre la coloracién de
éstos y la concentracién de antioxidantes (inversion maternal). Estos re-
sultados indican que el color verde azulado de los huevos de esta especie
es una sefal sexual de las hembras con la que indican a los machos su
condicion fisiolégica y la inversidon maternal realizada en los huevos.

También encontramos evidencias de que la coloracién del pico de
los machos y de las hembras de estornino puede ser utilizado para sefia-
lizar-conocer su estado fisioldgico. El pico de los estorninos es de color
amarillo intenso durante el comienzo de la estacion reproductora y se va
oscureciendo a medida que ésta avanza y hemos constatado la existen-
cia de diferencias sexuales tanto en su coloracién como en su variacién
estacional. Ademas, el analisis de la concentracion de antioxidantes en el
plasma sanguineo puso de manifiesto diferencias sexuales en el conte-
nido de antioxidantes en plasma. Por tanto, la coloracion del pico en los
machos y en las hembras podria estar funcionando también como una
sefial indicadora de la calidad antioxidativa de los individuos. Todos estos
resultados apoyan la existencia de caracteres sexuales secundarios (CSS)
en las hembras de estornino negro. Los estudios de CSS en hembras son
bastante escasos y los resultados de esta tesis sugieren que el color del
pico en hembras de estornino negro es un rasgo candidato para jugar un
papel en los procesos de seleccion sexual.



2. INTRODUCCION GENERAL

Y cuanto mas aprendemos de la
naturaleza de las cosas, mas evidente
es que lo que llamamos descanso es
solo actividad desapercibida,; que lo que
llamamos la paz no es sino una batalla
extenuante.

Thomas Henry Huxley

Cuando Darwin publico su libro “The Origin of Species” (1859) se tuvo
que enfrentar a un hecho controvertido acerca de su Seleccién Natural.
Darwin sugeria que aquellos caracteres que aumentan la eficacia bioldgi-
ca de los individuos incrementando su supervivencia, y por tanto el éxito
reproductor de su poseedor, serian seleccionados y verian aumentada su
frecuencia en la poblacion en sucesivas generaciones. Pero el problema,
en muchos casos, es que los individuos son portadores de caracteres
ostentosos que, aparentemente, reducen la capacidad de supervivencia
del su portador. EI mismo dio solucion a esta controversia poco después,
en 1871, en su libro “The decent of Man and the Selection in Relation to
Sex”, mediante la consideracion de un tipo de proceso selectivo que de-
nomind Seleccion Sexual. Definid la seleccidén sexual como una variante
de la seleccion natural que actla sobre los rasgos asociados al éxito del
emparejamiento de tal forma que estos caracteres ostentosos, a los que
denomind Caracteres Sexuales Secundarios (CSS), se seleccionarian gra-
cias al incremento del éxito reproductor de sus poseedores, a través de la
preferencia por individuos del otro sexo, a pesar incluso de influir nega-
tivamente en su supervivencia. Zahavi (1975) propuso que estas sefales



8 Coloraciones de los huevos y del pico del estornino negro

sexuales, ademas, deberian indicar de forma fiable la calidad fenotipica
de los individuos portadores gracias a que los costes de producir y man-
tener las sefales serian relativamente menores para aquellos individuos
de mejor calidad. En este escenario, solamente los individuos de alta ca-
lidad podrian permitirse tales gastos, por lo que la posesion de costosos
hornamentos indicaria honestamente su calidad gracias al handicap que
suponen los CSS. Estas sefiales honestas pueden actuar en contextos
intra-sexuales (v.g., Mgller, 1987, McGraw y Hill, 2000) o inter-sexuales
(v.g., Mgller, 1988, Petrie, 1994).

Muchos de los CSS consisten en llamativas coloraciones (de plumas,
de piel, etc.) que son dependientes de pigmentos que, como los carote-
noides, tienen importantes funciones fisioldgicas. Los carotenoides son
pigmentos organicos del grupo de los terpenos que engloban a mas de
seiscientas moléculas diferentes y que se sintetizan en los cloroplastos
y en los cromoplastos de las plantas y en otros organismos fotosintéti-
cos como algas, hongos y algunas bacterias. Los carotenoides absorben
energia de la luz azul para la fotosintesis y protegen a la clorofila del
dafio solar (Armstrong y Hearst, 1996). No pueden ser sintetizados de
novo por los animales —excepto, al menos, en una especie de pulgén
gue si puede sintetizarlo por si mismo como consecuencia de la trasmi-
sion horizontal de los genes (Moran and Jarvik, 2010)— y por lo tanto los
animales deben adquirirlos a partir de plantas y herbivoros en su dieta
(Kodric-Brown, 1989; Hill, 1991; Olson y Owens, 1998). En consecuen-
cia, la intensidad de su coloracion estaria vinculada a la capacidad de
un individuo para adquirir alimentos ricos en estos pigmentos (Endler,
1980; Hill, 1999). Los carotenoides, en general, tienen un importante
papel en el estado de salud de los individuos gracias a sus acciones de
inhibicidn de radicales libres (Burton e Ingold 1984; Mgller et al., 2000;
Chew y Park, 2004; Martinez et al., 2008; pero v.et. Costantini y Mgller,
2008) y de estimulacién del sistema inmune (Mgller et al. 2000), por lo
que su utilizacién como CSS revelaria honestamente la calidad de los
seflalizadores. Algunos estudios, en los que se ha manipulado la dieta
(Blount et al., 2003; McGraw y Ardia, 2003) y la inmunocompetencia
(Faivre et al., 2003; Alonso-Alvarez et al., 2004) de algunas aves, han
producido resultados consistentes con esta hipotesis. Las madres trans-
fieren carotenoides a los embriones que son importantes para la calidad
de los hijos y para la regulacion de su desarrollo embrionario (v.g. la
expresion génica y la actividad de factores de crecimiento y hormonas;
Hofmann y Eichele, 1994), y que, en el caso de los huevos de las aves,
afectan al desarrollo y a la expresion de algunos componentes del sis-
tema inmune relacionados con la probabilidad de supervivencia de las
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crias (Saino et al., 2003; Blount et al., 2003; McGraw y Ardia, 2003),
asi como también proporcionan al embrién importantes defensas frente
al estrés oxidativo durante la maduracion de las células y de los tejidos
(Surai y Speake, 1998). Ademas de los carotenoides existen también
otros antioxidantes de naturaleza no pigmentaria (v.g. vitaminas C, E
y A) que, por su relacion fisioldgica con ellos, podrian ser sefializados a
través de las coloraciones dependientes de carotenoides como caracte-
res sexuales secundarios (Hartley y Kennedy, 2004). Asi, por ejemplo,
varios estudios experimentales han mostrado una relacién positiva entre
la concentracion en sangre de antioxidantes no pigmentarios (v.g., vita-
mina E) y la coloracién de las aves y de los peces (v.g. Bertrand et al.,
2006; Pérez et al., 2007; v.et. Karu et al., 2008). A pesar de las eviden-
cias de la relacién entre antioxidantes pigmentarios y no pigmentarios,
no se conoce si ésto ocurre para todos los tipos de vitaminas incoloras:
el sistema integrado antioxidante de los animales es bastante complejo
(Surai, 2002) y diferentes tipos de carotenoides (v.g. B-carotenos, hy-
droxycarotenoids y ketocarotenoids) pueden tener diferente actividad
antioxidante e interactuar de forma distinta con diferentes vitaminas o
con otros componentes antioxidantes (Catoni et al., 2008). Ademas, dis-
tintos factores ecoldgicos y genéticos podrian afectar a la concentracion
de distintos antioxidantes en la sangre y en distintos caracteres sexuales
secundarios (Tella et al., 2004, Cohen et al., 2009), por lo que la hipo-
tética sefializacion de la capacidad antioxidante tendria un componente
ecologico y filogenético. Por ello, para comprender el funcionamiento de
estas sefales es imprescindible su estudio en distintos contextos ecolo-
gicos y filogenéticos.

Los CSS se han estudiado principalmente en los machos, en los que
en general éstos suelen ser mas extravagantes que en las hembras. Las
aves han sido muy utilizadas para estos estudios y en ellas se ha puesto
de manifiesto que las coloraciones vistosas de las hembras han evolu-
cionado frecuentemente en la historia evolutiva de este grupo y que,
en la mayoria de los casos, deben de ser fruto de procesos de seleccion
sexual (v.g. Irwin, 1994; Price y Birch, 1996; Omland, 1997; Burns,
1998; Amundsen, 2000). Como en el caso de los machos, los caracteres
sexuales secundarios de las hembras pueden funcionar en contextos in-
ter- (v.g. Bernet et al, 1998; Charadrius morinellus (Owens et al., 1994)
o intra-sexuales (v.g. Langmore, 1998; Bleiweiss, 1992; Heinsohn et al.,
2005). Dentro del contexto inter-sexual, son generalmente las hembras
las que realizan mayor inversion en la reproduccion y, por tanto, es el
sexo que elije a la pareja. Los estudios teodricos, sin embargo, sugieren
gue la seleccién de la pareja puede ser un proceso bidireccional, en el
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que no es solamente uno de los sexos el que elige actuando el otro de
forma pasiva, sino que dicho emparejamiento puede ocurrir mediante
una seleccién mutua (Anderson, 1994; Parker, 1983). En estos casos
de seleccion mutua de pareja, los procesos de seleccién sexual podrian
estar ocurriendo en los machos y en las hembras sobre los mismos (v.g.
Jones y Hunter, 1993, 1999), o sobre distintos CSS de los dos sexos (ver
Amundsen, 2000).

Teniendo en cuenta el desequilibrio existente entre machos y hem-
bras respecto a la inversién en reproduccion, Trivers (1972) ha llamado
la atencion sobre la existencia de conflictos sexuales a la hora de que
machos y hembras decidan la inversion en un determinado suceso repro-
ductivo. Posteriormente, Burley (1986) ha propuesto la hipdtesis sobre la
inversién parental diferencial como una posible solucién al conflicto se-
xual sobre la inversidon en reproduccion. Esta hipotesis propone que cada
uno de los miembros de la pareja podrian usar los caracteres sexuales
secundarios del otro (si existiesen en los dos), junto con otras sefales
de calidad reproductora (v.g. edad, salud, etc.), para ajustar la inversidon
optima en reproducciéon. Las hembras y los machos que invirtieran dife-
rencialmente en funcién del atractivo (o de la inversién) de su pareja,
tendrian mayor eficacia biolégica que los que no lo hicieran y, por tanto,
los CSS, al menos en parte, se seleccionarian gracias a las inversiones
diferenciales de aquella.

La inversion diferencial en funcion de CSS de la pareja puede ocu-
rrir después del emparejamiento incluso en especies mondgamas, por lo
gue es un mecanismo de seleccidén sexual que tendria lugar después de
formarse la pareja. Otros procesos de seleccidén sexual después del empa-
rejamiento o copula tienen lugar cuando, por ejemplo, se da la competen-
cia espermatica (entre espermatozoides de distintos machos) o seleccion
criptica de esperma por la hembra (v.g. Birkhead and Mgller, 1998). Estos
mecanismos explican que en muchas especies de aves las exhibiciones
de cortejo se mantenga hasta después de la copula (Eberhard, 1996).
Al igual que ocurre con la seleccién sexual relacionada con el empareja-
miento, la seleccion sexual post-emparejamiento también puede influir
en la evolucién de los CSS de la pareja (v.g. Soler et al., 1996; Soler et
al., 1998; Moreno y Osorno, 2003). Si bien son muchos los estudios ex-
perimentales que han puesto de manifiesto la existencia de una relacion
entre los CSS de los machos y la inversion diferencial de las hembras (ver
revision en Sheldon, 2000), son bastantes escasos los estudios que han
abordado experimentalmente la posibilidad de una inversion diferencial
del macho en funcién del atractivo de la hembra.
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Sheldon (2000) propone una serie de requerimientos que seria nece-
sario tenerlos en cuenta a la hora de llevar a cabo un estudio sobre inver-
sion diferencial. Destaca la importancia de utilizar una aproximacién ex-
perimental. En este sentido, el sistema de estudio tendria que permitir la
manipulacion del atractivo de la pareja, experimento que se podria realizar
bien manipulando el fenotipo o bien mediante el cambio experimental de
pareja. Una simple correlacion entre la inversidon y la calidad de la pareja
podria explicarse de diferentes formas que no tiene por qué ser causadas
por la hipotesis de inversion diferencial, ademas, de ser necesario que las
parejas pudieran ser distribuidas aleatoriamente entre los tratamientos.
Asi, si por ejemplo se manipula la apariencia del individuo antes de que la
pareja esté formada, esta manipulacidon no solo podria afectar a la inver-
sion diferencial sino también a la eleccidn de pareja y, en este caso, no se-
ria posible distinguir entre los efectos debidos a los procesos acontecidos
antes y después del emparejamiento. Todo ello hace que, aunque existen
numerosas aproximaciones correlacionales que apuntan a la existencia
de una inversién diferencial, pocas son las que tratan de abordar experi-
mentalmente esta inversién diferencial de los machos y su efecto sobre el
desarrollo de los CSS de las hembras.

Las sefales indicadoras de la calidad fenotipica de los individuos no se
reducen exclusivamente a la parte visual externa del propio individuo como
son el tamafio, la coloracidon de las plumas, el color del pico o el color de las
patas, sino que esta calidad fenotipica puede también expresarse con rasgos
externos, del tipo fenotipo extendido (sensu Dawkin, 1982), que son resul-
tado de la actividad de los individuos y que actian de forma independiente
a otras sefiales. Estos rasgos de fenotipo extendido, en el caso de las aves,
incluirian por ejemplo los nidos, los huevos, etc.; rasgos que, al tener un
fuerte componente genético y estar relacionados con la eficacia bioldgica,
habrian evolucionado mediante procesos de seleccion. El ejemplo clasico de
fenotipo extendido en las aves es la construccién del nido, el cual se ha de-
mostrado en varias especies que es un caracter que funciona como una sefal
honesta de la calidad del macho, que es seleccionado por las hembras afec-
tando a su inversién parental (Evans, 1997; Moreno et al., 1994; Soler et al.,
1998; ver revisidon en Hansell, 2000). Estos caracteres sexuales extendidos
podrian seguir funcionando incluso después del emparejamiento, afectando
a la inversion parental de los padres (ver revision en Schaedelin y Taborsky,
2009). En el caso de que el caracter extendido fuera el de las hembras y es-
tuviera relacionado con su calidad fenotipica, los machos podrian utilizarlo y,
en funcidén de la expresion de este caracter, ajustar su esfuerzo reproductor,
como puede ser el caso de la coloracién de los huevos de las aves (Moreno
y Osorno, 2003).
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La coloracion de los huevos de las aves es muy variable, y aunque
existen patrones comunes a distintos niveles taxondmicos, la funcion o el
valor adaptativo de ella no estan claros. Hasta el momento se han suge-
rido distintas hipdtesis funcionales que intentan explicar la variacion en
esta coloracion tanto entre distintas especies como dentro de una misma
(ver revisiones en (Underwood and Sealy 2002). Dichas posibles funcio-
nes pueden estar relacionadas con caracteristicas fisicas de los pigmentos
(v.g. filtrado de radiaciones y proporcionar resistencia a la cascara del
huevo), directamente con el color de los mismos (mimetismo con el me-
dio que los rodea, disminuyendo el riesgo de depredaciéon; reconocimien-
to de los propios huevos vy, por tanto, de los huevos parasitos) o, tam-
bién, con los costos de produccion de los pigmentos que han dado lugar
a la coloracién de los huevos (sefializacidon de la condicidon de la hembra;
Moreno y Osorno, 2003). Una de las hipdtesis mas antiguas relacionada
directamente con la coloracién del huevo sugiere que las distintas colora-
ciones de los huevos se han de interpretar como el resultado de presiones
selectivas de depredacién, ya que los huevos mas cripticos en el ambiente
seran también los mas dificilmente detectados por los depredadores. Esta
funcion se ha intentado comprobar en distintas especies con resultados
dispares (v.g. (Weidinger 2001). La interpretaciéon mas generalizada para
estos resultados es que esta funcion puede ser mas importante para las
especies que nidifican en el suelo (v.g. Timbergen et al., 1961; Solis y
de Lope, 1995), ya que la importancia del mimetismo debe de ser menor
para las especies que nidifican en arbustos o entre vegetacion (Gotmark
1992), y menor aun para las especies que nidifican en agujeros con poca
luminosidad. En este tipo de nidos, los depredadores podrian localizar los
nidos solamente detectando la actividad parental de los adultos (Martin
et al. 2000) o, directamente, buscando nidos conspicuos (Mgller 1990).

Otra hipdtesis que explica la coloracion de los huevos en las aves que
nidifican en el suelo, aunque enfocada en este caso a las aves con marca-
do caracter colonial, como es el caso de las gaviotas, sugiere que la colo-
racion del huevo y sus diferentes patrones podrian ser utilizados para el
reconocimiento de los huevos propios por parte de los adultos (Birkhead,
1978). Igualmente centrado en la detectabilidad de los huevos, aunque
en este caso para especies que anidan en cavidades o construyen nidos
cerrados, Avilés y colaboradores (2006) propusieron que la coloracion UV
de los huevos de algunas especies de aves que nidifican en ambientes
con poca luminosidad podria favorecer su detectabilidad. El parasitismo
de cria también podria influir en la evolucion de la coloracion de los hue-
vos de las aves: los parasitos de cria ponen sus huevos en nidos de otros
individuos, bien de su misma especie (parasitismo intraespecifico) o bien
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de otras (parasitismo interespecifico), provocando en la mayoria de los
casos una drastica reduccion del éxito reproductor de sus hospedadores.
Esta reduccion del éxito reproductor favorece la aparicion de defensas en
los hospedadores frente a los parasitos de cria, de las cuales el reconoci-
miento y la expulsién de huevos es la mas importante (Rothstein 1990).
En este sentido, se ha propuesto que las variaciones en los patrones de
coloracién a nivel individual y especifico es lo que permite a los hospeda-
dores distinguir mas facilmente los huevos propios de los huevos para-
sitos (@ien et al., 1995; Soler y Mgller, 1996) (Stokke et al. 2002; Petrie
and Mgller 1991). Asi, por ejemplo, una disminucién en la variacion intra-
puesta favoreceria el reconocimiento de huevos extranos y provocaria,
ademas, un aumento de la variacion inter-puesta, dificultando el mime-
tismo de los huevos parasitos respecto a los de la especie hospedadora
(Soler y Mgller, 1996). Por tanto, aunque esta funcidon no explicara por si
sola la variacién en la coloracion de los huevos entre distintas especies,
si que podria explicar la variacion existente entre individuos de la misma
especie.

Otras hipédtesis se centran en las propiedades fisico-quimicas de los
pigmentos que dan coloracién a los huevos. Asi Gosler et al. (2005) pro-
pusieron que las cualidades térmicas y mecanicas de las protoporfirinas
que dan color a las manchas ocres de los huevos de muchas especies de
aves tendrian una funcién térmica y afectarian a la dureza de los huevos.
En relacién a éstos y otros compuestos pigmentarios de las cascaras de
los huevos y a sus propiedades quimicas, Moreno y Osorno (2003) lanza-
ron la hipotesis de la “Seleccion Sexual de la Coloracién de los Huevos”
(SSEC). En esta hipodtesis proponen que, en especies de aves con cuidado
biparental que ponen huevos de color verde azulado, la intensidad de esta
coloracién podria estar funcionando como un caracter sexual post-copula,
de forma que indicaria al macho la calidad de la hembra y/o la inversion
realizada en la progenie, lo que le permitiria ajustar asi su esfuerzo re-
productor. Esta hipdtesis estd basada en el hecho de que el pigmento
responsable de esta coloracién verde azulada de la cascara de los huevos,
la biliverdina (Kennedy and Vevers 1976), es un potente antioxidante y
de que, por tanto, su uso en la cascara de los mismos seria costoso para
la hembra, pero indicaria a su pareja su calidad fenotipica.

La biliverdina se encuentra en la cascara de los huevos en forma de
biliverdina-IX y biliverdina quilato de zinc. La biliverdina-IX es un derivado
de la desintegracion del grupo hemo de la hemoglobina en aves, peces, an-
fibios y animales herbivoros, y es transformada en bilirrubina en los anima-
les carnivoros y omnivoros (Hudson y Smith, 1975; Ponka, 1997). Ambos
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pigmentos cumplen una funcién fisioldgica importante en el organismo ya
gue poseen importantes propiedades antimutagénicas y antioxidantes en
condiciones naturales, habiendo demostrado ser unos potentes eliminado-
res de radicales peréxilo, e inhibiendo los efectos perjudiciales de los hidro-
carburos policiclicos aromaticos, aminas heterociclicas y otros oxidantes de
alto poder mutagénico (Stocker et al., 1987; Ohrui et al., 2003). La biliver-
dina causante de la coloracion verde azulada de los huevos es sintetizada
directamente por la glandula responsable de la formacion de la cascara de
éste (Zhao et al., 2006), estando controlada genéticamente la produccién
de dicho pigmento por el locus dominante O sitiado en el brazo p del cro-
mosoma 1 (Crawford, 1990). Por lo tanto, dada la importancia como antio-
xidante de la biliverdina, y puesto que las hembras durante la puesta estan
sometidas a altos niveles de estrés oxidativo (e.g., Von Schantz et al. 1999;
Alonso-Alvarez et al. 2004), s6lo aquellas hembras poseedoras de altas
reservas de antioxidantes y en buenas condiciones fisioldgicas podrian ser
capaces de destinar altas cantidades de biliverdina a la exageracion de la
coloracién verde azulada de la cascara (Moreno and Osorno 2003). De ahi
se desprende el valor informativo que para los machos tendria la intensidad
del color verde-azulado de los huevos de sus parejas, y las ventajas que
les conllevaria ajustar su esfuerzo reproductor a la sefial de las hembras.

De esta SSEC se pueden desprender tres predicciones principales. (i)
La primera es que la coloracién verde azulada de los huevos deberia reflejar
la condicion de la hembra en el momento de la puesta: esta prediccidon ha
recibido algunos apoyos empiricos en los que se ha mostrado que la condi-
cién corporal de las hembras, medida como los residuos de la regresién del
peso y del tarso durante la reproduccion, esta positivamente relacionada
con la intensidad de la coloracién verde azulada de los huevos en diferentes
especies, como es el caso del papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca)
(Moreno et al., 2005), el azulejo gorjicanelo (Sialia sialis) (Siefferman et
al., 2006), el papamoscas collarino (Ficedula albicollis) (Krist y Grim, 2007)
y la gaviota de Delaware (Larus delawarensis) (Hanley et al., 2008). (ii) La
segunda prediccidn sugiere que los machos deberian ajustar su comporta-
miento parental, como son la incubacidn, la defensa del nido, la alimenta-
cion de los pollos, etc., en funcién de la intensidad de la coloracion verde
azulada de la cascara de los huevos; asi, algunos estudios empiricos han
mostrado que los machos suministran mas alimentos a los pollos cuando
éstos han nacido en nidos donde los huevos mostraban una coloracion
mas verde azulada (Moreno et al., 2004; Hanley et al., 2008; Morales et
al., 2010), aunqgue en otros casos no ha llegado a detectarse esta relacion
(Krist y Grim, 2007; Hanley y Doucet, 2009; ver revision en Reynolds et al.,
2009). (iii) La tercera prediccion es que los cambios producidos en el es-
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fuerzo paternal a consecuencia de la coloracién de los huevos deberian ver-
se reflejados en la condicion de los pollos, y ademas que, como reflejo de
la sefializacion de la calidad fisioldgica de las hembras, la coloracion verde
azulada de los huevos deberia reflejar la inversién materna en diferentes
moléculas de la yema de los huevos y, por tanto, en la calidad de éstos. En
este caso, el color de los huevos no solo reflejaria la calidad de la hembra,
sino también la inversién que ha realizado en la produccién de los mismos,
en términos de concentracion de productos quimicos esenciales para el
desarrollo de los embriones (Morales et al., 2006). Esta posibilidad, por
tanto, predeciria (iv) una relacion positiva entre intensidad de coloraciéon
y concentracion de productos esenciales (v.g. anticuerpos, antioxidantes,
etc.) en los huevos. De acuerdo con esta hipdtesis, se ha encontrado que la
coloracién verde azulada de los huevos refleja la concentracién de inmuno-
globulinas en la yema de los huevos de papamoscas cerrojillo (Morales et
al., 2006), la concentracion de testosterona en el estornino negro (Sturnus
unicolor), o la concentracién de carotenoides en el cuco europeo (Cuculus
canorus) y en el carricero tordal (Acrocephalus arundinaceus) (Hargitai et
al., 2010) [como resultado negativo, ver el caso de dos especes de mirlos
introducidas en Nueva Zelanda (Turdus merula y Turdus philomelos) estu-
diado por Cassey et al., 2008].

La importancia de esta hipotesis radica en que plantea una funcién
general de la coloracion de los huevos de las aves, sobre todo de las
coloraciones azuladas o verdosas causadas por la biliverdina. Asi, por
ejemplo, (Underwood and Sealy 2002) concluyen, en su revision sobre el
valor adaptativo de la coloracion de los huevos, que “para la mayoria de
las especies el significado adaptativo de los huevos azules es un misterio”.
Ademas, y en este mismo sentido, esta hipotesis sugiere un mecanismo
gue permitiria, en mayor o menor medida, una resolucion del conflicto
sexual existente entre machos y hembras a la hora de decidir su inversion
parental, buscar cépulas extra-pareja, etc. (Andersson 1994), asi como
también propone la existencia de un ornamento en las hembras que, en
caso de demostrarse su importancia en distintas especies de aves, permi-
tiria el estudio de un CSS mas o menos generalizado. Otra ventaja de la
utilizacion de este caracter en los estudios de seleccion sexual es que no
se expresa en los machos y, por tanto, que no se podria explicar como una
mala adaptaciéon de las hembras debido a una correlaciéon genética con
los caracteres seleccionados sexualmente en los machos (Lande, 1980;
Muma y Weatherhead, 1989; Cuervo et al., 1996). Por ello, la hipodtesis
SSEC, ademas de proponer la coloracién de los huevos como un ornamen-
to facil de estudiar, podria permitir el esclarecimiento de la importancia de
los procesos de seleccién sexual en las hembras.
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Los objetivos de esta tesis se encuadran dentro de este contexto
tedrico de los procesos de selecciéon sexual mutua de los caracteres de
los machos y de las hembras y, en especial, de aquellos relacionados con
la coloracion de los huevos, en una especie poliginica con huevos verde
azulados como es el estornino negro.



3. OBJETIVOS

Aquel que duda y no investiga,
se torna no sdlo infeliz,
sino también injusto.

Blaise Pascal

En esta tesis doctoral nos hemos planteado abordar las principales
predicciones que se desprenden de la hipotesis propuesta por Moreno y
Osorno (2003) sobre la SSEC que, como hemos expuesto anteriormente,
sugiere que la coloracidn de los huevos de las aves puede ser un caracter
sexual secundario por el cual las hembras muestran su calidad fenotipica
0 genética a su pareja, y que los machos la utilizan ajustando a ella su
inversion en reproduccion. Para comprobar dichas predicciones, hemos
utilizado como especie modelo el estornino negro, que es un ave en el
que el cuidado de la progenie es de caracter biparental y cuyos huevos
presentan una coloracion tipicamente verde azulada (ver Métodos), lo
que lo convierte en un modelo tipo para la hipotesis de SSEC.

Como primer objetivo de la tesis (Objetivo 1) nos hemos propuesto
abordar experimentalmente si, como predice la SSEC, la coloracion de los
huevos esta influenciada por la condicién corporal de las hembras, como
cabria esperar si realmente la deposicion de pigmentos (biliverdina) en
la cascara fuese costoso para ella en el momento de la puesta. Para ello,
hemos manipulado experimentalmente la condicion fisica de aquellas an-
tes de la puesta, mediante la imposicion de un handicap (ver Métodos),
y posteriormente hemos medido y analizado si, como predice la SSEC, la



18 Coloraciones de los huevos y del pico del estornino negro

coloracidon de los huevos puestos por estas hembras experimentales es
menos intensa que la de los huevos de otras hembras control. La detec-
cion de un efecto experimental indicaria que la coloracion verde azulada
de estos huevos es una sefial honesta que indicaria la calidad fisioldgica
las hembras. Sdlo aquellas en 6ptima condicidn fisioldgica serian capaces
de invertir suficiente cantidad de pigmentos en exagerar la intensidad de
esta sefial (Zahavi 1975).

Como segundo objetivo de esta tesis (Objetivo 2) nos hemos pro-
puesto testar si la intensidad de la coloracién verde azulada de la cascara
de los huevos del estornino afecta a la inversion parental de los machos.
Esta es la principal prediccion de la hipdtesis, ya que su corroboracion
indicaria la funcién adaptativa de la, en principio, costosa coloracion ver-
de azulada de los huevos. Como medida de la inversién paterna de los
machos en el cuidado de la progenie hemos utilizado el suministro de
alimento que aportaban los machos a los pollos en sus nidos, nidos que
previamente se habia manipulado mediante la colocacién en ellos de hue-
vos experimentales de diferente intensidad de coloracién verde azulada
(ver Métodos).

Como tercer objetivo (Objetivo 3) nos hemos planteado comprobar
si realmente la coloracién verde azulada de los huevos predice el ambien-
te nutricional que experimentan los pollos durante su desarrollo. Para ello
hemos manipulado el ambiente nutricional de algunos pollos en el nido
mediante una alimentacidon suplementaria, dejando a los demdas como
control en el mismo nido. Después hemos estimado la respuesta inmune
a la fitohemaglutinina (PHA; ver Métodos), la cual ha demostrado ser un
buen indicador de la condicion nutricional de los pollos durante su desa-
rrollo (Alonso-Alvarez y Tella 2001). Nuestra prediccidn es que si el color
de los huevos predice el ambiente nutricional de los nidos, las diferencias
entre los pollos con y sin alimento extra tendria que ser menor en aque-
llos nidos con huevos mas azulados.

Otra posibilidad, que podria explicar también esta mejor condicion
de los pollos procedentes de nidos con huevos mds intensamente verde
azulados, y que ademas se relacionaria directamente con la esperada
mejor condicidn fisioldgica de las hembras que ponen huevos de colora-
cion mas intensa, es que la intensidad de coloracién verde azulada esté
positivamente relacionada con una mayor inversion maternal (al incluir
en sus huevos una mayor cantidad de nutrientes, hormonas, anticuerpos
y/0 antioxidantes), importante para el desarrollo del embrion (Surai et al.,
2001a,b; Saino et al., 2003). En este escenario, nos planteamos el cuarto
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objetivo (Objetivo 4), para el cual hemos estimado la concentracion de
algunos tipos de antioxidantes, como son los carotenoides y las vitaminas
A y E (ver Métodos) presentes en la yema de los huevos, y la hemos
relacionado con la intensidad de coloracion verde azulada de la cascara
de los mismos. Dichos antioxidantes (carotenoides y vitaminas Ay E) no
pueden ser sintetizados por los vertebrados y son un recurso limitado
para las hembras a la hora de incluirlos en la yema del huevo. Por tanto,
las evidencias de esa asociacion sugeririan que el color de los huevos no
solo indicaria al macho la calidad de la hembra sino, también, la inversion
materna realizada por ésta.

Como quinto objetivo (Objetivo 5) nos hemos planteado el estu-
dio de los caracteres morfolégicos de los estorninos negros que pudieran
indicar la calidad fenotipica de los machos y de las hembras y que, por
tanto, pudieran estar implicados en procesos de seleccidon sexual mutua.
En concreto, nos hemos propuesto comprobar si la coloracion amarillento
anaranjada que durante la época de cria presenta el pico de los estor-
ninos, tanto machos como hembras (ver Métodos), podria reflejar la
concentracion en sangre de algunos antioxidantes presentes en el plasma
sanguineo (carotenoides y vitamina A). Al contrario de lo que ocurre con
la coloracion de otros ornamentos, como son las plumas y otros teji-
dos inertes, los pigmentos responsables de la coloracién de tejidos vivos,
como la piel y el pico, son movilizados continuamente (Lozano, 1994) vy,
por tanto, podrian sefializar la condicidén fisioldgica a corto plazo, tanto
de las hembras como de los machos. Para ello (i) tendriamos que estu-
diar posibles diferencias sexuales en la coloracion amarilla del pico de los
estorninos, (ii) investigar las relaciones entre la coloracién del pico y los
niveles plasmaticos de carotenoides y de vitaminas, asi como con la con-
dicion corporal de los machos y hembras, y (iii) examinar los cambios en
la relacién entre la coloracion del pico y los carotenoides y vitamina A pre-
sentes en el plasma y la condicién corporal en la época de reproduccién.
Nuestras predicciones iniciales han sido que (i) la coloracién del pico debe
de estar positivamente relacionada con el estado fisiolégico en machos
y hembras, y que, (ii) puesto que machos y hembras estan expuestos a
diferentes demandas fisioldgicas durante las diferentes etapas reproduc-
tivas (v.g. defensa del nido, puesta de huevos, incubacion, alimentacién),
la asociacion prevista entre la coloracion del pico y el estado fisioldgico
debe depender del sexo.






4. METODOS

Lo importante no es cuanto hacemos,
sino cuanto amor, cuanta honestidad y
cuanta fe ponemos en lo que hacemos.

Madre Teresa de Calcuta

4.1. Especie modelo y area de estudio

Los estudios fueron realizados en la Hoya de Guadix, Espana (37°18'N,
3011'W), durante la estaciones reproductoras del 2005 al 2008, mediante
la utilizacion de cajas nido de reciente instalacién (2005-2006), las cuales
se colocaron cerca, o dentro, de colonias previamente establecidas de es-
tornino negro (Sturnus unicolor) en edificios viejos de la zona. Los adultos
fueron capturados utilizando trampas instaladas dentro de las cajas nido
durante el periodo de construccién de nidos y formacion de parejas. Una
vez iniciada la puesta no se volvian a capturar hasta una vez eclosiona-
dos los huevos. Los individuos capturados fueron sexados visualmente
siguiendo a Svensson (1992), se les tomo diferentes medidas anatéomicas
(peso, tarso, ala y pico) y se les extrajo sangre para futuros analisis. Por
ultimo, todos los individuos capturados fueron marcados con una anilla
metalica numerada y una combinacion Unica de anillas de colores para su
posterior identificacion.

El estornino negro es un ave paseriforme de la familia Sturnidae,
sexualmente dimorfica, de plumaje negro brillante en los machos y mas
apagado en las hembras. En el periodo nupcial la punta del pico es de co-
lor amarillento, con la mandibula inferior y la base del pico de los machos
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de un color grisdceo azulado, que en las hembras se torna de un color
amarillento rosaceo (Figura 8). El pico se torna negruzco en el periodo
post nupcial (Veiga et al., 2001). Las plumas del cuello de los machos
parecen ser un CSS ya que son notablemente mas alargadas y estrechas
que las de las hembras y los juveniles, y estan relacionadas con la pro-
babilidad de reproducirse (Aparicio et al., 2001). Realizan una muda post
nupcial completa entre los meses de septiembre y octubre. Sus huevos
son inmaculados, de color verde azulado (Cramp, 1998), y con un pico de
coloracién en la franja del UV (300-400nm; Figura 3).

Figura 1. Mapa de situacion de Guadix (arriba izqda); imagen de una colonia de
estornino negro en un escenario de cine abandonado (Estacidon de la Calahorra)
(arriba dcha). Macho de estornino negro (abajo izqda.); hembra de estornino
negro (abajo dcha.) (Fotografia: Carlos Navarro)

Las hembras ponen un huevo al dia, habitualmente por la mafiana,
y generalmente comienzan la incubacién con el penultimo huevo de la
puesta, lo que determina una eclosién asincrénica (Cramp, 1998). En
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la poblacién de estudio el tamafno tipico de puesta fué entre 4-5 hue-
vos (datos combinados del 2005-2006; N=159; media=4.55; SD=0.97;
rango=2-7) y, salvo en raras ocasiones, la incubacién era una tarea ex-
clusiva de la hembra (datos no publicados). Los pollos son alimentados
principalmente con insectos (Motis et al., 1997), tanto por la hembra
como por el macho (Cramp 1998; Veiga et al. 2002). Los machos partici-
paban de la alimentacién de los pollos principalmente durante la primera
mitad del tiempo de estancia de los pollos en el nido.
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Figura 2. Espectro de reflectancia tipico de los huevos de estornino negro, con un
pico de coloracion UV. En azul el rango de absorcidn de la biliverdina. En el interior
de la figura; nido de estornino negro donde se pueden observar los huevos con la
caracteristica coloracién verde azulada

4.2. Protocolo de manipulacion de la condiciéon corporal
de las hembras

Aproximadamente un mes antes de la puesta de huevos (media =32.0
dias, SD=17.8, N=32), capturamos los individuos que dormian dentro de
las cajas nido tapando las entradas antes del amanecer, y a otros que vi-
sitaron los nidos por la mafiana mediante trampas de caida en el nido. La
manipulacién de la carga alar de las hembras de estorninos la realizamos
siguiendo el protocolo establecido en Mgller (1995). Asi, durante las tem-
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poradas de campo de 2005 y 2006, todas las hembras capturadas sema-
nas antes de comenzar la puesta fueron pesadas, medidas, y asignadas
aleatoriamente a uno de los tres siguientes tratamientos:

e Grupo Experimental: Las plumas primarias nimero cuatro y cinco
de ambas alas fueron cortadas por la base del raquis. (N=33)

e  Grupo control de manipulacién: De las puntas de las plumas
primarias niumero cuatro y cinco se corté 1mm. (N=21)

e  Grupo control: La hembra fue capturada y las alas manejadas
como en los tratamientos 1 y 2, dejando las plumas primarias
cuatro y cinco intactas. (N =28)




Métodos 25

Este experimento reduce la superficie alar de las hembras experi-
mentales alrededor del 5%. El experimento no afecté a la probabilidad
de reproduccion, ya que el porcentaje de hembras a las que se detectd
reproduciéndose en la colonia no varié para los diferentes tratamientos
[experimentales: 42.9%, de manipulacién simulada: 42.9%, el control:
42.4%; Modelo Lineal Generalizado (GLZ) con error binomial y funcién
logistica, Wald=0.11, p=0.95]. Asi, después de quitar los nidos de dos de
las hembras control y uno de una hembra experimental, de las cuales per-
dimos los datos de medicion del color de los huevos, se recopild informa-
cion de la coloracidon de los huevos de 11 hembras experimentales, 9 de
manipulacién simulada, y 12 hembras control. No encontramos diferen-
cias entre los diferentes afios (2005-2006) en la coloracion de los huevos
(F, ,, =0.08, p=0.78) ni en el efecto de nuestro experimento ( interaccion
entre el afio y el tratamiento experimental; F,.s=0.04; p=0.96), por lo
gue pudmos juntar los datos de ambos afios.

La intensidad del color azul verdoso de los huevos (ver Métodos
4.8.3) de las hembras control capturadas antes de la reproduccion [R(400-
575)/R(300-700), media=55.32, SD=2.47, N=12] no difirid significati-
vamente del color de los huevos de las hembras que fueron capturadas
después de la puesta [R(400-575)/R(300-700); media=55.87, SD=2,89,
N=7; t18=0.43, p=0.66] , lo que sugiere que la captura y manipulacién
de las hembras no afectdé a la intensidad del color verde azulado de los
huevos. La comparacién entre la variacién en las masas corporales de
las hembras que fueron capturadas dos veces, antes de la puesta de los
huevos, en relacion con el tratamiento experimental reveld que, la elimi-
nacién experimental de las plumas de las alas tuvo un efecto perjudicial
sobre la condicidén corporal de las hembras [ANOVA de medidas repetidas,
la masa corporal de las hembras en la captura en diferentes fechas, efecto
dentro (para el mismo individuo), y el tratamiento experimental, como
efecto entre tratamientos; interaccion: F, |, =8.56, p=0.014]. Mientras
que la masa corporal de las hembras experimentales disminuyo6 entre la
primera y la segunda [media (SD)=84.4 (4.7) g, vs 80.7 (3.1) g; n=6],
la de las hembras control tendié a aumentar [media (SD)=81.1 (3.5) g,
vs 86.6 (8.0) g, N=7]. Este efecto fue independiente de la diferencia de
tiempo entre las capturas [tiempo entre la primera y la segunda captura:
media (SD)=8.6 (3.0) dias], ya que cuando esta informacion se incluyo
como covariable en el modelo anterior, el término de interaccidn entre el
cambio de masa corporal y tratamiento experimental permanecié sien-
do estadisticamente significativa (F,,,=6.53, p=0.029). Por lo tanto, la
eliminacion experimental de plumas de las alas provocd una reduccion
efectiva de la condicidn corporal en las hembras experimentales.
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4.3. Creacion de huevos de estornino coloreados artificiales

Los huevos artificiales fueron hechos de escayola, utilizando moldes
de latex realizados a partir de 12 huevos naturales de estornino negro.
Mas tarde, los huevos artificiales fueron pintados con pinturas acrilicas in-
tentando reproducir un color similar al de los huevos naturales de mayor y
menor pigmentacion de nuestra poblacion. Todos los huevos artificiales de
color claros y oscuros se pintaron con el mismo tipos de pintura (Natural
Color System, Scandinavian Colour Institute: Color: huevos oscuros: 2030-
B90G; huevos claro: 10% de los huevos de pintura oscura y el 90% de
blanco puro). La coloracién de los huevos experimentales estaba dentro de
la variacion natural en color ya que, en promedio, la coloracion de los hue-
vos naturales de estornino negro coincidié con el rango entre los huevos
claros y oscuros, tanto en el brillo cromatico como en la parte azul (400-
475 nm) y verde (475-550 nm) del espectro de reflectancia (Figura 3-4).
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Figura 3. Espectros de reflectancia media (£ SD) para los huevos naturales
de estornino negro. También se muestran los espectros de reflectancia de los
huevos artificiales (claros y oscuros). Los huevos claros (derecha) y oscuros
(izquierda) utilizados en el experimento se muestran en la parte inferior de la
imagen, mientras que los huevos naturales de coloracidn similar se muestran
en la parte superior.
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Figure 4. Media, maximo y minimo del porcentaje de reflectancia de longitudes
de onda verde azuladas (400-575nm) en relacién con el total (300-700nm) o
el espectro de vision humano (400-700nm) para los huevos artificiales (claros:
N =20, oscuros: N=20) y naturales (N=814) de estornino negro. Los valores
medios de la reflectancia total (brillo) de los huevos naturales y experimentales
también se muestran.

4.4. Manipulacion del color de la puesta

Durante el periodo de nidificacién de 2006, visitamos los nidos todos
los dias hasta el comienzo de la puesta. Una vez que el primer huevo
fue detectado, visitamos los nidos varias veces durante la mafana hasta
detectar el nuevo huevo; visitas que se repitieron diariamente hasta el
término de la puesta. Cada nuevo huevo se intercambidé inmediatamente
por un huevo verde azulado artificial de color claro (N=11 nidos) o de
color oscuro (N=11 nidos; Figura 3). Los huevos experimentales de un
mismo nido siempre fueron del mismo tipo, con los que conseguimos
puestas de color claro u oscuro; siendo el tratamiento asignado aleatoria-
mente. Asumimos que los machos detectaron los huevos experimentales
de sus nidos naturales ya que los huevos fueron retirados por la mafana
temprano y, por tanto, tan solo permanecieron unas pocas horas en el
nido original. Ademas, para asegurarse de que el esfuerzo de aprovisio-
namiento en los nidos experimentales estuvo dentro del rango natural
de variacién, algunos nidos (N =29) se mantuvieron como controles para
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compararlos con los nidos experimentales. Dos semanas después de la
puesta del primer huevo, lo que corresponde al periodo de incubacion
tipico para la especie (Cramp, 1998), los huevos experimentales fueron
reemplazados por 2-3 pollos recién eclosionados de nidos no incluidos en
el experimento y seleccionados al azar. En consecuencia, los pollos de los
nidos experimentales nunca estuvieron relacionados genéticamente con
los adultos que cuidaron de ellos.

4.5. Estimacion de la tasa de ceba parental

Comportamiento de aprovisionamiento de los adultos se observo tres
veces en el curso del periodo de crianza de los pollos, especificamente
cuando los pollos cumplieron 4 [media (SD)=4.0 (1.5) dias, N=48 (22
nidos experimentales)], 9 [media (SD)=8.6 (2.1) dias, N=43 (20 nidos
experimentales)], y 15 (media (SD)=14.8 (1.6) dias, N=37 (19 nidos
experimentales)) dias de edad. Las visitas de los padres se registraron
por la mafiana mediante observacion directa de los nidos con un telesco-
pio (desde un hide o un coche) durante periodos de aproximadamente
una hora [media (SD)=59.8 (3.37) min., N=127]. Cuando el numero
de nidos que se observd fue grande, algunos nidos (elegidos al azar en
relacion con el tratamiento experimental) fueron grabados con una ca-
mara de video colocada a varios metros de distancia de la caja nido. Las
observaciones y las grabaciones en la que no se detectaron las visitas de
los padres con alimentacidén no se incluyeron en los analisis. Las tasas de
aprovisionamiento se han corregido a periodos de una hora resultado de
dividir el nUmero de visitas por el nUmero de minutos grabados y mul-
tiplicando por sesenta. Para cada visita se identificaba el sexo, y si los
adultos llevaban comida para alimentar a las crias (es decir, visitas de
alimentacién).

4.6. Manipulacion de la condicion nutricional de los pollos

Durante la temporada de cria de 2005, tres dias después de la eclo-
sion de los huevos, los pollos se pesaron, y fueron marcados con rotu-
ladores de colores resistentes al agua, con un codigo individualizado, en
el tarso, y se ordenaron jerarquicamente de acuerdo a la masa corporal
dentro de cada nido. Al mas pesado de los pollos se le asigno aleatoria-
mente un tratamiento de alimentacion suplementaria o bien se le sumi-
nistro la misma cantidad de agua como control; a los siguientes en la
jerarquia de peso se les alternaron los tratamientos. El tratamiento de
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alimentacién suplementaria consistié en la administracion de 0.2ml de
pasta rica en calorias, con micronutrientes esenciales (minerales, vitami-
nas y aminoacidos; 5 calorias por gramo, Nutri-Calorias, Shering-Plough
Animal Health). Posteriormente, revisamos los nidos cada dos dias (cinco
veces durante el periodo de estancia de los pollos en el nido), para volver
a remarcar los tarsos de todos los pollos y suministrarle el tratamiento
asignado en la primera visita a cada uno de ellos (Figura 5).

Los pollos fueron anillados unos cuatro dias antes de abandonar el
nido; a los 13 o 14 dias de edad. En ese momento también se pesaron
(con un dinamometro (Pesola) de precision 0.5g) y se midieron (el tarso
con un calibre digital, con una precisién de 0.01mm, vy la longitud del ala
con una regla con una precisién de 0.1cm). El indice de condicién corporal
se estimo6 como los residuos de la regresién de masa corporal sobre la lon-
gitud del tarso (Schulte-Hostedde et al., 2005). Por otra parte, como una
variable relacionada con la condicion nutricional de los polluelos también
se utilizaron los valores de respuesta inmunitaria al test de la fitohemoa-
glutinina (PHA; ver Métodos 4.7).

| Pasta rica en calorias |

Pollos
Mas pesado

v

1
2
3
4
5 Menos pesado

Indice nutricional=PHA (pollos experimentales) — PHA (pollos control)
(De Neve et al. 2004c)

Figura 5. Esquema del tratamiento de manipulacién de la condicién nutricional de
los pollos dentro de la nidada. Fotografia: Carlos Navarro

Los analisis de medidas repetidas mostraron que los pollos suplementa-
dos con alimento enriquecido experimentaron un incremento significativo en
la respuesta a la PHA, pero no detectamos efectos en la longitud de su tarso,
masa corporal, o en el indice de condicién (Tabla I). Por ello, dentro de cada



30 Coloraciones de los huevos y del pico del estornino negro

nido, las diferencias en la respuesta a la PHA entre los pollos a los que se le
suministré alimento suplementario y los pollos control fueron utilizadas como
un indice relacionado con las condiciones nutricionales que los pollos expe-
rimentaron durante su desarrollo (en adelante, el estado nutricional de los
pollos; para un enfoque similar véase De Neve et al., 2004c).

4.7. Test de la fitohemaglutinina (PHA)

La Fitohemaglutinina (PHA) es una lectina ampliamente distribuida en-
tre la legumbres y en algunas oleaginosas incluida la soja Glycine max.
Las lectinas son proteinas que reconocen carbohidratos y se caracterizan
por su habilidad para combinarse con receptores de membrana de carbo-
hidratos. Estructuralmente estan formadas por un dominio tipo lectinas y
otro globular que es el que reconoce a los carbohidratos (Sharma y Surolia,
1997). La PHA fue reconocida por su capacidad para aglutinar eritrocitos y
leucocitos. Ademas estimula inespecificamente la proliferacion de células T
(Hernandez y Leavitt, 1984; Buhring et al., 1999), y es esta caracteristica
mitogénica lo que le da su principal aplicacion en ecologia evolutiva para
estimar el grado de respuesta inmunitaria mediada por células T (Kennedy
y Nager, 2006), aunque también refleje otros componentes del sistema
inmunoldgico, como las moléculas de MHC (v.g. Goto et al., 1978; Martin
et al., 2006). Ademas, es bien sabido que esta respuesta refleja las condi-
ciones nutricionales que los pollos han experimentado durante el desarrollo
(v.g. Alonso-Alvarez y Tella, 2001; Jovani et al., 2004).

El test de la PHA consiste en la estimacién de la hinchazén de la piel
provocada por la inyeccion de este mitdgeno. Para ello, en primer lugar
se marca con un rotulador resistente al agua el punto donde se habra de
inyectar, y se tomaran las medidas (Figura 6). Seguidamente, se mide
el espesor de los patagios de ambas alas del ave mediante el uso de un
espesimetro (Mitutoyo, CI0O12 ID-, con una precisiéon de 0.01mm). Pos-
teriormente los pollos son inyectados por via subcutanea en el patagio
derecho con 0.2 mg de PHA (Sigma Chemical Co.) disuelto en 0.04ml
de solucién salina fisioldgica (PBS, Bausch y Lomb Co.). En el patagio iz-
quierdo se le inyectd 0.04 ml de solucidn salina fisioldégica (Figura 6). 24
horas después de la inyeccién los patagios son nuevamente medidos (Fi-
gura 6). La respuesta inmune se estima como el cambio en el grosor del
patagio del ala derecha (inyeccion de PHA) menos el cambio en el espesor
del patagio del ala izquierda (PBS) (Smits et al. 1999). Las mediciones de
cada patagio se repitieron tres veces, usandose la media de estas medi-
das en los analisis posteriores.
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Respuesta a la PHA = (PHA 24h - PHA 0Oh) - (PBS 24h - PBS 0h)
(Smits et al. 1999)

Figura 6.- Arriba izq.:

Patagio de de un pollo de
rabilargo (Cyanopica Cyanus).
Arriba dcha.: Inyeccién con
fitohematoglutinina (PHA) a un
pollo de rabilargo. Abajo izq.:
Medicion de la respuesta a la
PHA. Imagenes cedidas por
Juliana Valencia

4.8. Medicion del color
4.8.1. Protocolo en los objetivos 1, 2 y 3

La medicién de la coloracién de los huevos se realizé dos dias des-
pués del final de la puesta. Para estandarizar las condiciones ambientales
de luz, todas las medidas fueron tomadas dentro de un hide portatil,
con paredes opacas, situado en las cercanias de los nidos. Para evitar la
desercion en los nidos por parte de los padres, las entradas de los nidos
fueron bloqueadas mediante el uso de un trapo durante el tiempo que
durd la medicion del espectro de reflectancia del color de los huevos. Los
huevos fueron devueltos a su nido no mas tarde de 15min. después de la
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retirada de los mismos. Visitas posteriores a estos nidos nos confirmé que
ninguno de ellos habia sido abandonado como consecuencia de nuestra
manipulacion.

4.8.2. Protocolo en el objetivo 4

Dos dias después del final de la puesta, y aleatoriamente respecto
a la secuencia de puesta, se recolectaron 38 huevos, dos huevos en 16
nidos y un solo huevo en 6 nidos adicionales. Los nidos de los que hemos
recogido uno o dos huevos no se diferenciaron en el color de sus huevos
(t,,=0.44, p=0.66). Ademas, para reducir la posible influencia de fechas
de puesta en nuestros analisis, limitamos la recogida de muestras a los
nidos que se iniciaron en un periodo de 6 dias (N=22, SD=1.59 dias),
coincidiendo con el pico de las primeras puestas. Los huevos fueron trans-
portados inmediatamente al laboratorio en una nevera portatil en donde
de inmediato se midié el color del cascarén en una habitacion oscura (es
decir, para estandarizar las condiciones de luz ambiente). Seguidamente
los huevos fueron guardados en cajas oscuras, individualizados en bolsas
herméticas en un congelador a -20°C.

4.8.3. Protocolo de medicion del color del huevo

El color de los huevos fue medido en cinco areas seleccionadas alea-
toriamente a lo largo del eje longitudinal de la superficie del huevo (Avilés
et al.,, 2006a, b). El espectro de reflectancia (300-700nm) fue obteni-
do usando un espectrofotometro Ocean Optic (Espectrofotémetro S2000
conectado a una lampara alégena de deleuterio (D2-W, mini) apto para
una reflectancia coaxial (QR-400-7-UV-vis) y el software OOIBase32TM
(Ocean Optics, Inc., Dunedin, FL, USA). La reflectancia fue siempre medi-
da mediante el uso de una sonda a una distancia constante y a un angulo
de 459 de la superficie del huevo. Las medidas fueron tomadas de forma
referenciada a un color blanco estandar (WS-2) y a uno negro. La calibra-
cién se realizo antes de la medicion en cada huevo.

Aunque la percepcion visual de las aves puede ser parcialmente mo-
delada de forma compleja en relacion con la sensibilidad de la retina de las
aves vy la luz ambiental (Endler et al., 2005; Avilés et al., 2008), nosotros
utilizamos las variables obtenidas a partir de los datos del espectrofoto-
metro, asumiendo que, al ser todas las cajas nido iguales, las condiciones
de luminosidad dentro de las cajas nido eran similares, y que no existen
diferencias significativas en la percepcion del color por parte de los indivi-
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duos de la misma especie. Como variable indicadora de la intensidad de la
coloracién verde azulada se utilizo el porcentaje de reflectancia en la region
azul y verde del espectro (R400-575/R300-700) (Siefferman et al., 2006),
siendo ésta la region donde la biliverdina muestra el menor grado absor-
cion (Falchuk et al., 2002) y donde la reflexidon de los huevos de estornino
alcanza su maximo (Figura 2). Esta medida ha resultado relacionada con
la de la calidad de los individuos en trabajos anteriores (Siefferman et al.,
2006). La estimacién de esta variable en las cinco dreas medidas de la cas-
cara de los huevos mostraron una repetibilidad alta (datos del afio 2005,
r=0.87, F 45604 =6.7, p <0.0001). Ademas, la variacion entre los nidos fue
significativamente mayor que la variacion dentro de cada nido (r=0.85,
F =17.4, p <0.0001). Esto nos permitid utilizar los valores medios de

48,158
cada puesta calculados sobre los valores promedios por huevo.

Ocean Optic S2000

Lampara alogena de deleuterio
y [D2-W, mini)

Sofrware O01Base32TM )
|Ocean Optics, Inc., Dunedin, FL, US4A) 2

Sonda i
Batena

Blanco estandar (WS-2)

Figura 7. Esquema del espectrofotdmetro usado para la medicién del color.

4.8.4. Protocolo de medicién del color del pico

El color del pico se midid tres veces (con excepcidn de un ave al que sélo
se le midié dos veces) en la parte apical amarilla. Los espectros de reflectan-
cia se obtuvieron entre 360 y 700nm para todas las aves, justo después de
tomar muestras de sangre usando un colorimetro [Konica Minolta Sensing
(Seul, Corea del Sur), CM-2600d], lo cual da estimaciones de los valores de
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reflectancia a intervalos de 10nm. Los picos se iluminaron con un angulo de
90° de la superficie de medicion con una fuente de luz de xendn, y la luz
reflejada fue capturada en el mismo angulo. Las mediciones fueron tomadas
en relacién con un blanco estandar (CM-A145, Konica Minolta Sensing) y
las referencias oscuras (CM-A32, Konica Minolta Sensing). El colorimetro se
calibré antes de la medicién de cada ave. A partir de los datos espectrales se
calculé el brillo como la reflectancia media de cada intervalo de 10nm entre
360 y 700nm. El espectro de reflectancia del pico de las hembras muestra
dos picos (Figura 8). El primero se corresponde con parte de la gama de
la absorbencia de los carotenoides (desde 450 hasta 570nm; Britton et al.,
1995), mientras que el segundo (570-700nm) coincide con la tipica forma
en aumento gradual del espectro de feomelaninas (Prota, 1992; Riley, 1997.
Este segundo pico, sin embargo, no aparece en el espectro de los machos.

)-b
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=
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360 390 420 450 480 510 540 570 600 630 660 690
Longitud de onda (nm)

Figura 8. Representacion del espectro de reflectancia de la punta del pico de los
machos y de las hembras de estornino. En la imagen, detalle del pico de un macho
y una hembra de estornino negro.

Debido a que nuestro objetivo era estudiar las diferencias sexuales
en la banda de frecuencias de carotenoides, se estimaron valores tona-
les y cromaticos en la bandas de frecuencia 450-570nm para machos y
hembras. El tono fue calculado como la longitud de onda en el punto de
inflexion del espectro dentro de los intervalos de las diferentes longitudes
de onda obtenidas (Keyser y Hill, 1999). El tono es un buen indicador de
la concentracion del carotenoides pigmentarios del tegumento en algunas
especies (Saks et al., 2003). El croma de los carotenoides se definié como
el porcentaje de reflectancia en la banda de los carotenoides (450-570nm;
Peters et al., 2004) en relacién con la reflectancia total (360-700nm). Las
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aves que presentaron valores altos de saturacion para el intervalo de
450-570nm presentaron valores bajos de croma para el intervalo de 570-
700nm (Figura 8), por lo que las estimaciones de croma de longitud de
onda baja (450 a 570) no fueron utilizadas en nuestro analisis.

Las tres medidas de la coloracion del pico tomadas en cada individuo
(véase mas arriba) fueron repetibles tanto en las hembras (brillo: r=0.75,
Fa216s=7-03, p < 0.0001; tono (450-570nm): r=0.63, Fy, ., =4.45,
p <0.0001; croma (450 570 nm): r=0.94, F, .=35.77, p < 0.0001)
como en los machos (brillo: r=0.70, F,,,,=5.85 p < 0.0001; tono
(450-570nm) : r=0.47, F,,,=2.77, p < 0.0001; croma (450-570nm):
r=0.94, F,,,,=29.56, p < 0.0001). Por lo tanto, hemos utilizado los va-
lores promedio por individuo para los analisis estadisticos (Sokal y Rohlf
1981; Zar, 1984).

4.9. Método de estimacion del contenido de carotenoides
y vitaminas en huevos y plasma

4.9.1. Medicién y peso de huevos y yemas

Los huevos se pesaron con una balanza digital (precisién=0.001g)
y, antes de que fueran congelados, se midié el largo y el ancho con un
calibre (precisién de 0.01mm). El volumen de los huevos fue calculado
usando la formula de Hoyt (1979).

Volumen de huevo: Volumen=0.515 (largo) x (ancho)’
Hoyt (1979)

Siguiendo el protocolo usado en estudios previos (v.g. Borttoloti et
al., 2003), los huevos fueron almacenados en un congelador a -20°C. En
dias posteriores, la yema y albiumina de los huevos congelados fueron
separadas con un bisturi y papel secante para realizar posteriormente los
analisis de antioxidantes. Las muestras de la yema fueron pesadas y de
nuevo congeladas (-20°C) en criotubos, que se almacenaron en cajas de
carton negro durante 165 dias, momento en el cual las muestras se alma-
cenaron en un congelador de -80°C hasta que se realizaron los analisis de
antioxidantes finales que se llevaron a cabo 109 dias después.

Las variaciones entre nidos en la masa de los huevos, en los voliume-
nes, y en el peso de las yemas fue significativamente mas alta que la va-

riacion dentro de cada nido (volumen de los huevos: r=0.65, F ; , =4.71,
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p=0.001; masa de los huevos: r=0,51, F15116=3.08, p=0.01, el peso de
las yemas: r=0.46, F; (=2.70, p=0.02). Asi que utilizamos los valores
medios para cada nido en los analisis estadisticos.

4.9.2. Obtencion del plasma sanguineo

Los estorninos utilizados para estimar la concentracién de carotenoi-
des en plasma se capturaron al comienzo de la temporada de reproduc-
cion (del 14 de marzo al 14 Abril de 2007), durante el periodo de em-
parejamiento y construccién de nidos. Ademas, al comienzo de la etapa
de pollos (dos o tres dias después de la eclosidon), capturamos 41 hem-
bras reproductoras y 20 machos reproductores. Entre ellos 13 machos
y 9 hembras ya habia sido capturados y muestreados al principio de la
temporada de cria. Se determind la masa corporal (Pesola, precision de
0.5g) vy la longitud del tarso (precisién 0.01cm) para todas las aves. La
condicion corporal se calculé como residuos de la regresién del peso sobre
el tarso. Por uUltimo, mediante una puncién en la vena braquial, se reco-
gieron 50 pl de sangre en tubos heparinizados, siempre durante los dos
primeros minutos después de su captura lo que reduce el efecto del estrés
sobre los antioxidantes en plasma (Romero y Reed, 2005; Chastel et al.,
2005). Las muestras de sangre se colocaron en un refrigerador portatil
(4-5°C) hasta la centrifugacion (12000 r.p.m. x 5min.) y separacion del
plasma unas horas después en el laboratorio. El plasma se congel6 inme-
diatamente después (-20°C).

4.9.3. Extraccion y cuantificacion de carotenoides y vitaminas

Se cuantificd la concentracién de retinol (vitamina A) y de carotenoi-
des en plasma. Los niveles de retinol, tocoferol (vitamina E) y carotenoi-
des en la yema del huevo se estimaron siguiendo el protocolo descrito en
McGraw et al. (2008). Las muestras se descongelaron y se agregd 15yl
de plasma/yema a un tubo de microcentrifuga, al que se le afiadio 100yl
de etanol y se agitdé en un vortex durante 5seg. Posteriormente, se afa-
dieron 100ul de MTBE (Metil tert-butil éter) y se agité de nuevo durante
5seg. A continuacién, los tubos se centrifugaron durante 3min. a 12000
r.p.m. y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo Eppendorf de tapa de
rosca donde se evaporaron en una campana de extraccion mediante un
evaporador de nitrégeno. A continuacion, el sobrenadante se resuspendid
en 200ul de fase mévil (metanol: acetonitrilo: diclorometano; 42:42:16,
v/v/v), se ajitd mediante un vortex durante 5 segundos, y se inyectaron
50ul en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC; Waters



Métodos 37

Alliancea Instrument, Waters Corporation, Milford, MA). Se utilizaron 5um
en una columna Waters Carotenoid C-30 (4.6 x 250mm de didmetro) para
determinar los tipos y cantidades de los distintos compuestos presentes.
Las concentraciones de pigmentos fueron calculados en base a curvas
patron construidas usando como referencia cantidades conocidas de los
compuestos a cuantificar purificados. Para determinar los niveles totales
de carotenoides en el plasma se sumaron las concentraciones estimadas
para cada uno de ellos. Los totales de los compuestos en el huevo se cal-
cularon multiplicando la concentracién total de compuestos por la masa
total de la yema.

Todas las mediciones en plasma fueron realizadas por C. Navarro
y las de yema por K.J. McGraw, lo que redujo la varianza debido a la
variabilidad inter-observador. Los analisis se realizaron a ciegas con
respecto al individuo y el huevo. Sobre la base de comparacién con los
compuestos de referencia, se estimaron concentraciones en plasma de
cis-luteina, trans-luteina, zeaxantina, B-caroteno, y los carotenoides
esterificados (Tabla II). En la yema se detectd, retinol (vitamina A),
tocoferol (vitamina E), cis-luteina, trans-luteina, zeaxantina, dos keto-
carotenos no identificados (lambda-max=473 y 474nm), y B-caroteno
(Tabla III). Encontramos una repetitividad moderada dentro de los
nidos de las concentraciones en yema de la mayoria de estos com-
puestos (vitamina E: r=0.76; F . =7.23, p=0.0001; trans-luteina:
r=0.68; F =5.30, p=0.0009; cis-luteina: r=0.62; F =4.27,

15,16 15,16

p=0.0032; zeaxantina: r=0.70; F =5.56, p=0.0007; ketoca-

15,16

rotenos: r=0,86; F =13.30, p <0.00001; y B-caroteno: r=0,66;

15,16

F =4.84, p=0.0016), con la excepcidon de la vitamina A (r=0.03;

15,16

Fis16=1.07, p=0.44). Por lo tanto, se utilizé el valor medio por nido
para las variables repetibles, mientras que para la vitamina A se utilizo

el valor obtenido en un huevo seleccionados al azar.

4.10. Métodos estadisticos

Todas las variables, excepto el tono de la coloracién del pico de los
machos, siguieron aproximadamente una distribucién normal (test de
Kolmogorov-Smirnov para las variables continuas, p > 0.2) y, conse-
cuentemente, utilizamos pruebas estadisticas paramétricas para anali-
zar los datos. Ademas, se encontrd un valor atipico para la coloracién
del pico de una hembra (brillo=469.82) (mas de dos veces la desviacion
estandar [media=670.02; SD=95.78]) que fue eliminado de nuestro
conjunto de datos.
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Para probar los efectos de la eliminacién de las plumas del ala de las
hembras en la pérdida de masa corporal y en la coloracion de los huevos
de la puesta (Objetivo 1) se utilizaron analisis de regresién, ANOVAs de
una via y ANOVAs de medidas repetidas.

Para probar el efecto de los modelos de huevos artificiales de co-
lores (azul verdoso claros y oscuros) en las tasas de ceba de los ma-
chos (Objetivo 2), se utilizd un Modelo Lineal General (GLM) usando
el tratamiento experimental (puestas claras u oscuras) y la fase del
desarrollo de los pollos (es decir, 13: 4 dias, 22: 9 dias, 33: 15 dias
después de la eclosion) como efectos fijos. Para tener en cuenta la fal-
ta de independencia de las distintas observaciones en el mismo nido,
las edades de los pollos y la identidad del nido, anidadas dentro del
tratamiento experimental, se incluyeron en el modelo como un factor
aleatorio. Ademas, dado que la tasa de cebas de los machos podia de-
pender de la tasa de ceba de las hembras, del tamafio de la nidada,
la fecha de eclosién, y de la edad de los pollos en el momento de la
observacion, todas estas variables se incluyeron en un primer modelo
como covariables. Después de probar el modelo que incluia todos los
factores mencionados y las covariables, asi como la interaccion entre
factores fijos (en adelante, el modelo completo), la variable asociada
con el mayor valor de p fué eliminada sistematicamente hasta llegar a
un modelo donde todos los factores y covariables se asociaron a valores
de p inferiores a 0.1 (en adelante, el modelo final). Los residuos de los
modelos estadisticos se aproximaron a una distribucién normal (test de
Kolmogorov-Smirnov, p > 0.2) y las variaciones en el porcentaje de ce-
bas de los diferentes grupos fueron homogéneos (prueba de Levene de
homogeneidad de varianzas, F; ., =1.09, p=0.37), validando el uso de
las pruebas paramétricas. Dado que algunos nidos que participaron en
el experimento fueron depredados durante el periodo de permanencia
de los pollos, los tamafios de muestra de las tasa de cebas difirieron
para las diferentes edades.

Para probar el efecto de nuestro experimento de suministro de ali-
mentacion suplementaria en la hipotética relacidn entre la coloracién de
los huevos y el fenotipo de los pollos (Objetivo 3), exploramos la relacion
entre estas variables para los pollos control y experimentales mediante
un analisis de covarianza de medidas repetidas (tratamiento como factor
repetido dentro del nido y las variables relacionadas con la coloracién de
huevos como covariables). Los analisis de regresién se utilizaron para
probar la relacion entre los tamanos del efecto dentro de los nidos en
nuestro experimento de alimentacién suplementaria.
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Para analizar la posible relacidon entre la coloracidon verde azulada del
huevo y su contenido en carotenoides y vitamina A y E (Objetivo 4) reali-
zamos un Analisis de Componentes Principales (PCA) con el que redujimos
el nUmero de variables independientes y los problemas de colinealidad. Las
cantidades y las concentraciones de carotenoides totales y yema de vita-
minas aparecieron altamente correlacionadas de forma positiva (ANOVA
de una via, F, 3=526.95, p <0.00001, r > 0.96) vy, por tanto, se utilizo el
PCA sobre todas las cantidades y los valores de concentracion de carote-
noides y vitaminas analizadas. El PCA resumi6 las catorce variables en tres
ejes. El primer componente principal (PC1) explico el 57% de la variacion
y describid la variacion en las concentraciones y las cantidades de vitami-
na E, luteina, cis-trans-luteina y zeaxantina en yema. El segundo compo-
nente principal (PC2) explicd el 22% de la variacién y se relacion6 con la
concentracion y la cantidad de vitamina A (negativamente) y B-caroteno
(positiva) en yema. El tercer componente principal (PC3) explicé el 13% de
la varianza y se asocid positivamente con la concentracion y la cantidad de
ketocarotenos en yema (Tabla III). La intensidad del color azul verdoso
del huevo se utilizé como variable dependiente y las concentraciones y la
cantidad de vitaminas y carotenoides (PC1, PC2 y PC3) como variables in-
dependientes en los Modelos de Regresién General (GRM).

Las diferencias intersexuales en las medidas de color del pico, condi-
cidén corporal y niveles plasmaticos de retinol y carotenoides en estorninos
adultos (Objetivo 5) se analizaron utilizando medidas obtenidas en la
primera captura (emparejamiento; 30 machos y 33 hembras). Se utilizo
la fecha de captura y la fecha de captura al cuadrado como covariables
en los analisis estadisticos ya que los niveles plasmaticos de vitamina A
y carotenoides cambiaron durante la temporada siguiendo una funcién
cuadratica [MANOVA; fecha de captura: F,os=3.32, p=0.04; (fecha de
captura)?, F, ,,=4.96, p=0.008; véase Ninni et al., 2004]. El test de la
MANOVA se utilizo para evaluar las relaciones entre la coloracién del pico
(variables dependientes) y las variables relacionadas con los antioxidan-
tes del plasma (nivel totales de carotenoides en plasma (TPCL) y nivel
de vitamina A) y la condicién corporal como variables continuas inde-
pendientes. El sexo se incluyé como un factor fijo independiente en los
analisis. Después de estimar los parametros estadisticos asociados a los
factores antes mencionados, se incluyeron en el modelo las interacciones
entre el sexo y las variables continuas independientes para explorar las
diferencias sexuales en las relaciones entre el color del pico y los niveles
de carotenoides y vitamina A en plasma (ver Quinn y Keough, 2002). La
asociacion entre las variables de color del pico y los antioxidantes del
plasma y la condicidon corporal se exploraron también en los individuos
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capturados dos o tres dias después de la eclosidon de los huevos. En este
analisis se incluyd, la fecha de eclosién como covariable adicional para
corregir los posibles efectos estacionales. Por ultimo, para los individuos
capturados dos veces (es decir, durante la fase de construccion de nido
y, posteriormente, después de la eclosidn), se analizaron las diferencias
dentro de la temporada en la asociacién entre la coloracién del pico y los
antioxidantes del plasma. En este andlisis utilizamos la diferencia entre
la fecha promedio de eclosién en nuestra poblacion y la fecha de captura
para corregir las posibles tendencias de temporada.

Todos los andlisis se realizaron con el software Statistica 6 (Statsoft,
2001) y se establecié un valor alfa de 0.05 en la inferencia estadistica
para los valores de p de dos colas.



5. RESULTADOS

La casualidad no es, ni puede ser
mas que una causa ignorada
de un efecto desconocido.

Frangois Marie Arouet (Voltaire)

5.1. Objetivo 1: condicion corporal de las hembras y coloracion
verde azulada de los huevos

Los huevos puestos por las hembras de estornino no experimenta-
les (v.g. de los grupos control y control de la manipulacién) fueron de
coloracién mas verde azulada que los huevos puestos por las hembras
experimentales (F,,, = 2.98, p = 0.067; comparaciones post-hoc, del
test-LSD: control vs experimentales: p = 0.049; experimental vs mani-
pulacion simulada: p = 0.040). Ademas, dado que la intensidad del color
verde azulado de los huevos puestos por las hembras en los dos grupos
control no se diferenciaba (comparacién post-hoc, test-LSD: control vs
manipulacién simulada, p = 0.81), se combinaron los datos de los dos
grupos control para aumentar la potencia estadistica de la comparacion
de la coloracion de los huevos entre los de las hembras control y los de
las hembras experimentales (F, ,,= 6.08, p = 0.020). Este resultado no
cambid cualitativamente, incluso después de incluir aquellas hembras del
grupo control que no fueron capturadas antes de la puesta (F, ., = 6.19,
p = 0.018, Figura 9).

1,37

Ademas, nuestro experimento de aumentar la carga alar no afectd
al tamafio de la puesta (el efecto del tratamiento: F,,; = 1.30, p = 0.29;
comparaciones post-hoc, test-LSD: p = 0.12) ni al tamafio del huevo (el
efecto del tratamiento: F,,, = 0.02, p = 0.98; comparaciones post-hoc,
test-LSD: p = 0.83). Todos estos resultados, en conjunto, sugieren que
el color verde azulado de los huevos se vio afectado por la manipulacién

experimental sobre la condicién corporal de las hembras.
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Figura 9: Medias ponderadas (+ 95% de intervalo de confianza) de la coloracion
verde azulada [R (400-575 nm) / R (300-700 nm)] de los huevos puestos por las
hembras: (i) experimentales; (ii) las de manipulacién simulada; (iii) las control.

5.2. Objetivo 2: manipulaciéon experimental de la coloracién
de los huevos y tasa de ceba parental

Las tasas de ceba de los machos de estornino en los nidos donde los
huevos no se quitaron [huevos naturales; tasa promedio de alimentacion por
hora (SE) = 1.94 (0.24)] no difirieron significativamente de la registradas en
los nidos experimentales [media tasa de alimentacién por hora (SE) = 1.57

(0.23); F, ;o = 1.40, p = 0.24], después de tener en cuenta el efecto de la
edad de los pollos (F, ,, = 32.7, p <0.0001), y controlar por el nuamero de
pollos (F, ,, = 0.004, p > 0.9), fecha de eclosion (F, ¢ =1.66, p = 0.2), por-

centaje de aprovisionamiento dado por las hembras (F, (, = 0.46, p = 0.5)
y la variacién en la edad de la nidada dentro de cada etapa de desarrollo de
los pollos (F, o, = 0.72, p = 0.40). Este resultado no vari6 despues de que
fueran retirados del modelo todos los términos no significativos (efecto del
experimento, F, ., . = 0.14, p > 0.7). Por lo tanto, la tasa de cebas observada
en los nidos experimentales (es decir, los que incuban huevos artificiales)
estan dentro de la variacion natural en la tasa de ceba de la poblacion.

El color verde azulado de los huevos no se relacion6 significativamen-
te con la tasa de cebas de las hembras (12 observacion: r = 0.13, N = 44,
p = 0.4; 23 observacion: r = 0.08, N = 40, p = 0.6; 32 observacion : r = -0.01,
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N = 34, p = 0.96), tamafo de la nidada (r = -0.06, N = 44, p = 0.7) o ta-
mafo del huevo (r = -0.25, N = 42, p = 0.1). Sin embargo, los machos de
los nidos con huevos artificiales oscuros alimentaron a los pollos con mas fre-
cuencia que los de los nidos con huevos artificiales claros (Figura 10; mode-
lo final: F, ,, ,=7.75, p = 0.008; modelo completo: F, ,,, =4.10, p = 0.048)
y, ni el nimero de pollos del nido (modelo completo: F,5,=0.02, p > 0.9),
ni la variacion de edad de la pollada dentro de cada observacién (modelo
completo: F, ,; = 0.32, p = 0.58), o |a tasa de cebas de las hembras (modelo
completo: Fly30 = 1.56, p = 0.22) explicaron una proporcion significativa de
la variacion en la tasa de ceba de los machos.

357

—-O- Huevos claros
—@- Huevos oscuros

307
257
207
1.5¢
1.0y

0571

Cebas de los machos por hora

0.0

4 9 15
Edad de los pollos (dias)

Figura 10: Medias (x SE) de visitas de ceba por hora realizadas por los machos
en los nidos experimentales con huevos artificiales de color verde azulado claros
y oscuros en tres diferentes etapas de desarrollo de los pollos. Se muestra el
tamafio de muestra (N).

Aparte del tratamiento experimental (véase mas arriba), sdlo la fase
de desarrollo de los pollos (F, ,; = 7.83, p = 0.0015), la identidad nido
(Fy0 35 =2.67, p = 0.005) y la fecha de eclosion (modelo final: F, 3 =3.17,
p = 0008) se mantuvieron en el modelo final. Asi, aunque las hembras
tendieron a alimentar a sus crias con mayor frecuencia en los nidos con
huevos oscuros experimentales [media tasa de alimentaciéon por hora
(SE) = 5.35 (0.32) vs 4.12 (0.47)], las diferencias no alcanzaron signifi-

cacion estadistica (F, ,;;=3.62, p = 0.06) después de controlarse por su
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efecto la tasa de ceba de los machos (F, ., = 0.47, p = 0.50), la fecha de
puesta (F, ,, =2.93, p = 0.096), la variacion de edad de la nidada dentro
de cada observacion (F, ., = 3.01, p = 0.091), el tiempo de observacion
(F 36 = 0.94, p = 0.40) y la identidad del nido (F,, ,;=3.08, p = 0.002).
Como consecuencia de ello, el nimero total de episodios de alimentacion
fue mayor en los nidos con huevos oscuros [media tasa de alimentacién
por hora (SE) = 5.05 (0.53)] que en los nidos con huevos claros [tasa
promedio de alimentacién por hora (SE) = 7.36 (0.51); modelo completo,
el efecto del tratamiento: F, ., = 10.10, p = 0.002].

5.3. Objetivo 3: coloracion de los huevos y condicion nutricional
de los pollos

El efecto de nuestro experimento de alimentacion suplementaria sobre
la respuesta inmunitaria de los pollos a la PHA fue mayor en nidos donde
se incubaron huevos con una menor intensidad de coloracidon verde azulada
[R(400-575)/R(300-700): r = -0.61, p = 0.001, N = 25; Figura 11]. Esta
relacion negativa no se debié a un efecto negativo del experimento de
alimentacién suplementaria sobre la respuesta a la PHA, detectada en
algunos nidos (es decir, la respuesta PHA de los pollos control resulté ma-
yor que el de los pollos experimentales), ya que sélo cuando utilizamos
aquellos nidos donde los efectos fueron positivos, la relacién siguié siendo
negativa y significativa (r = -0.53, N = 17, p = 0.029).

Por otra parte, cuando se afiade al modelo la fecha de la puesta (Beta
parcial (SE) = 0.358 (0.151), t,, = 2.37, p = 0.027), ésta explica una
parte significativa de la variacién observada en la diferencia de la res-
puesta a la PHA, distinta a la varianza explicada por la intensidad del color
verde azulado del huevo (Beta parcial (SE) = -0.610 (0.151), t,, = 4.04,
p = 0.0006), aunque ésto no ocurrié con el tamafio de la puesta (p = 0.8)
o con el nimero de pollos (p = 0.8). Por lo tanto, el efecto del experimen-
to de alimentacion suplementaria varié en funcion de la intensidad del
color verde azulado de los huevos.

Por ultimo, también se detectd que la relacion entre el grado de res-
puesta inmune a la PHA y la coloracion de los huevos fue diferente entre los
pollos experimentales y los controles (ANCOVA, F, ., = 13.9, p = 0.0011; la
interaccion entre la intensidad de color verde azulado y el tratamiento ex-
perimental: F, ., = 13.5, p = 0.0013). La respuesta inmune de los pollos en
nidos con huevos de colores claros tendieron a ser mas bajas para los pollos
control que para los experimentales, ocurriendo lo contrario en los nidos con
huevos de coloracién verde azulada mas intensa (Figura 12).
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Figura 11: Relacion entre la coloracion verde azulada [R(400-575nm) / R(300-700nm)]
de los huevos y diferencia en la respuesta PHA de los pollos suplementados y los pollos
control del mismo nido. La ecuacion y la linea de regresion también se muestran.
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Figura 12. Relacion entre la coloracién verde azulada [R(400-575 nm)/R(300-700 nm)]
de los huevos y la respuesta a la PHA de los pollos con alimentacion suplementaria
(circulos y linea de regresion de puntos) y de los pollos control (circulos negros y linea
continua) en el nido.
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5.4. Objetivo 4: coloracion de los huevos y contenido
de carotenoides y vitaminas Ay E en la yema

Figura 13 A

— Coloracién (400-575nm) = 0.53+0.01x

OQ 0.60

N

$ 056

o

3

< 0.52

[}

°

S

s 0.48

o

O .44

-2 -1 0 1 2
Antioxidantes < PC1 < Antioxidantes

Figura 13 B

Coloracién (400-575nm) = 0.53+0.003x

o
o
=]

=
wu
()]
[ ]

Color del huevo (%)
o
o
®
[ J
[ ]
[ ]

<o
I
®
[ J

<
o~
N

-2 -1 0 1 2 3
Vitamina A > PC2 < B Caroteno

Figura 13 C

Coloracion(400-575nm) = 0.52+0.0006x

o
o
=]

o
w
(2]
[ ]

o
I
@
L

Color del huevo (%)
(=]
[ ]
L
L 4
[ J
L

o
S
E

) -1 0 1 2 3
Ketocarotenos < PC3 < Ketocarotenos

Figura 13. Relacion entre la intensidad de la coloracién verde azulada de los huevos
[(R400-575) / (R300-700)] de estornino negro y el valor de (A) PC1 (que se encuentra
positivamente relacionada con la concentracion y el total de vitamina E, cis-luteina,
trans-luteina and zeaxantina), (B) PC2 (que se encuentra positivamente relacionado
con la concentraciéon de B-carotenos y negativamente con la concentraciéon de vitamina
A) y (C) PC3 (que se encuentra positivamente relacionado con la concentracion de
ketocarotenos) en la yema. En cada caso, se muestra la linea de regresién. N=23 nidos
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Los carotenoides y las vitaminas encontrados en las yema de los
huevos de estornino negro fueron similares a las encontrados en otras
especies (Cassey et al., 2005). En unidades de pg/g, las vitaminas Ay
E representaron el 2% y 49%, respectivamente, del total de los antio-
Xxidantes estudiados en las yemas de huevo de los estorninos, mientras
los carotenoides comprendieron el 49% restante de los antioxidantes
totales analizados en las yemas de huevo, con la luteina y la xantofila
como la forma dominante (Tabla III).

Encontramos una relacion significativa y positiva entre la intensidad
de la coloracién azul verdosa de la cascaras de huevo de estorninos y
la concentracion y la cantidad de algunos [PC1: F, s =8.10, p = 0.011,
Beta (SE) = 0.55 (0.19); Figura 13], pero no de otros antioxidantes
de la yema [PC2: F. .. =0.35, p = 0.56, beta (SE) = 0.12 (0.19); PC3:

1,18

F,,,=0.02, p = 0.89, Beta (SE) = 0.03 (0.19); Figura 13].

El modelo completo explicé el 21% de la varianza en la intensidad
de la coloracién de los huevos (r?2 = 0.21, F,15-2.82 p = 0.068). Estos
resultados no cambiaron cuando se utilizé un huevo seleccionado al
azar por nido [PC1: F , = 8.17, p = 0.010, Beta(SE) = 0.55(0.19);
PC2: F, , = 0.59, p = 0.45, Beta(SE) = 0.15(0.19); PC3: F, ,, = 0.09,
p = 0.77, Beta(SE) = 0.05(0.19)], o se incluyé el efecto no significativo
de la fecha de puesta [F, ., = 0.013, p = 0.91, Beta(SE) = 0.02(0.20)]
en el modelo [PC1: F = 7.64, p = 0.013, Beta(SE) = 0.55(0.20)].
La inclusion del efecto no significativo del volumen de los huevos
[F,,,_4.38, p = 0.052, Beta (SE) = 0.40 (0.18)] en el modelo tampo-
co afectd a la significacion de la relacion detectada [PC1: F, ., _6.76,
p = 0.019, Beta (SE) = 0.47 (0.18)]. Por lo tanto, la intensidad de la
coloracion verde azulada de los huevos de estornino negro refleja la
cantidad y concentracién de los antioxidantes mas abundantes en la
yema del huevo (luteina, zeaxantina y vitamina E).

5.5. Objetivo 5: coloracion del pico como sefnal indicadora
del contenido de carotenoides y de vitamina A y E en plasma

5.5.1. Diferencias sexuales en la coloracion del pico de los estorninos

Se detectaron diferencias sexuales en la coloracién de la punta del
pico dentro de la banda de frecuencias de los carotenoides (entre 450 y
570nm; MANOVA: F, ., = 48.14, p < 0.0001), después de controlar por

el efecto de la fecha de captura (MANOVA: F, ., = 11.69, p < 0.0001) y
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de la fecha de captura al cuadrado (MANOVA: F, . = 12.05, p < 0.0001).
Los picos de las hembras mostraron una coloracion mas saturada
(F 5= 67.57, p < 0.0001) y una tendencia no significativa a ser mas
brillante (F, ;,, =3.32, p = 0.051) que los de los machos en la banda
de longitudes de onda de los carotenoides (450-570nm; Figura 14).
El tono estimado dentro de la banda de longitudes de onda de caro-
tenoides no varié con el sexo (F, o= 0.26, p = 0.61). Por otra parte,
los machos tuvieron una menor concentracion total de carotenoides
circulantes en el plasma que las hembras (MANOVA para las diferencias
en la concentraciéon total de carotenoides entre machos y hembras,
incluyendo la fecha de captura y la fecha de captura al cuadrado como
covariables y el efecto del sexo: F, . = 2.58, p = 0.036, (ver resultados
univariantes de la prueba en el Tabla IV). Por ultimo, no se detectaron

diferencias entre los sexos en la concentracion de vitamina A en plas-

ma (F, ¢, =0.15, p = 0.69).
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5.5.2. Correlacion entre condicion corporal, niveles de antioxidantes
en plasma y coloracion del pico durante el emparejamiento

Durante la temporada de apareamiento se encontré una relacién
positiva significativa entre el tono de la punta del pico y la con-
centracion total de carotenoides en plasma (TPCL) en ambos sexos
(Tabla IV). También detectamos una asociacién negativa entre el
TPCL y el croma y el brillo de los picos de los estorninos, después
de controlar por el efecto del sexo, la fecha de captura, y la fecha
de captura al cuadrado (MANOVA: F, ., = 19.56, P <0.0001; ver el
resultado de la pruebas univariantes en el Tabla IV; Figura 15). El
nivel de vitamina A en plasma también explica una porcién adicio-
nal de la variacion en color del pico (croma; MANOVA: F, . = 2.90,
p = 0.04; ver los resultados de las pruebas univariantes en el Tabla IV;
Figura 15).
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Por otra parte, las relaciones entre el color del pico y el TPCL difi-
rieron para machos y hembras durante la época de apareamiento. Esta
diferencia no aparece entre las relaciones del color del pico y la condicién
corporal o la vitamina A, (MANOVA: Sexo x TPCL: F, ;, = 3.71, p < 0.017;
Sexo x vitamina A: Fiso = 0.92, p < 0.43; Sexo x condicidon corporal:

F,s,=2.23, p < 0.09; ver los resultados de las pruebas univariantes en el
Tabla IV). La relacion entre el brillo del pico y el TPCL fue positiva en las

hembras y negativa en los machos (Tabla IV).

También se encontrd que la pendiente de la relacidén entre el tono y
el TPCL fue mayor en los machos que en las hembras (Figura 15B; ver
las estadisticas asociadas a la interaccion en el Tabla IV), y que tanto
machos como hembras mostraron una relacion negativa entre el TPCL
y croma asociado a carotenoides. Los niveles plasmaticos de vitamina
A no se relacionaron con el TPCL (F, ;, = 2.00, p = 0.16). Ademas, no
hubo una relacion significativa entre la condicién corporal y el TPCL
(F,..,= 0.38, p = 0.13) o la concentracion plasmatica de vitamina A
(F,59=0.40, p = 0.52) después de controlar por sexo, fecha de captu-
ra, y fecha de captura al cuadrado.

1,59

5.5.3. Correlacion entre condicion corporal, niveles de antioxidantes
en plasma y coloracion del pico después de la eclosion

Ni la condicién corporal, ni el TPCL, ni la concentracién de vitamina
A en el plasma explicaron ninguna de las variables de color estudiadas
en la punta del pico de los individuos capturados unos dias después de
la eclosidon (croma (450-570nm), tono (450-570nm) y brillo; MANOVA:
Condicion corporal F, = 0.35, p = 0.79; TPCL F, ,, = 0.25, p = 0.86;
vitamina A F, . =0.71, p = 0.55) después de controlar por el efecto del
sexo (MANOVA: F, , =8.88, p < 0.001), la fecha de eclosién (MANO-
VA: F, = 0.67, p = 0.57) y la fecha de eclosién al cuadrado (MANO-
VA: F, ,,=0.90, p = 0.45). Los términos de interaccion entre el sexo y
TPCL (MANOVA: F, ,, =2.05, p = 0.12), el sexo y la vitamina A (MANO-
VA: F,,s =1.25, p = 0,30), y el sexo y la condicion corporal (MANOVA:
F 4 = 0.45, p = 0.71) no explicaron una proporcion significativa de la
variacion en la coloracion del pico dos o tres dias después de la eclosion.
Sélo la interaccion entre el sexo y la fecha al cuadrado resulto estadisti-
camente significativa (MANOVA: F, . =2.72, p = 0.05). Las pruebas uni-
variantes mostraron que la relacidén entre la fecha de eclosion y el croma
(450-570nm) varidé con el sexo (F, ,, = 8.05, p = 0.007), aunque esto

no ocurrié con el tono (450-570nm) (F = 3.33, p = 0.07) o el brillo

1,47
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= 0.06, p = 0.80). El croma (450-570nm) en las hembras aumentd
=35.61, p < 0.0001, r = 0.71),
= 0.09, p = 0.76,

(F1 47
conforme avanzaba la temporada (F, ;;
y esta tendencia no se detectd en los machos (F
r =-0.08).
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5.5.4. Cambio temporal de la coloracion del pico y de los niveles
de antioxidantes

El analisis de la coloracidon del pico en las aves capturadas reveld que
la coloracion del pico variaba a lo largo de la estacién reproductora; tanto
en los machos (MANOVA, F, . =8.90, p = 0.00002) como en las hem-
bras (MANOVA F, ., = 8.70, p = 0.00001) de estornino negro. Los picos
de las hembras, en el periodo de incubacién, fueron menos brillantes,
tenian menos matices, y eran mas saturados en la banda de frecuencias
de los carotenoides en comparacion con los valores de color estimados
en el periodo de apareamiento. Picos de los machos capturados dos dias
después de la eclosion tuvieron menor brillo y croma (450-570nm), pero
mas coloracién verde amarillenta (tono a 450-570nm) que los capturados
durante el periodo de apareamiento (ver Tabla V).

En los machos, los niveles de TPCL (F, ,, = 8.74, p = 0.005) y de
vitamina A en plasma (F, ,, = 7.36, p = 0.009) fueron mas altos du-
rante el periodo posterior a la eclosion de los pollos [TPCL, media
(SE) = 9.20 (0.64)); Vitamina A: media (SE) = 1.09 (0.05)] que durante
la etapa de apareamiento [TPCL, media (SE) = 6.43 (0.58), Vitamina A:
media (SE) = 0.93 (0.04)]. Del mismo modo, las hembras mostraron
un aumento de la concentracion de vitamina A [F, = 6.99, p = 0.01;
etapa de apareamiento: media (SE) = 0.90 (0.03), etapa posterior a la
eclosion: media (SE) = 1.03 (0.04)], aunque mostraron una reduccion
de los niveles plasmaticos de carotenoides (TPCL) entre la etapa de apa-
reamiento y la de eclosidn de los huevos [F,¢s=11.96, p = 0.0009; etapa
de apareamiento: media (SE) = 7.83 (0.48), etapa de eclosion: media
(SE) = 5.22 (0.47)].






6. DISCUSION

Al principio vienen necesariamente a

la mente la fantasia y la fabula. Desfilan
después los calculos matematicos, y solo

al final la realizacién corona el pensamiento.

Konstantin Tsiolkovsky

En esta tesis se aportan varias evidencias experimentales que apo-
yan la hipdétesis de que la intensidad del color verde azulado de los hue-
vos de estornino negro es un caracter seleccionado sexualmente que los
machos utilizan para ajustar su esfuerzo parental (SSEC). Ademas, se
aportan resultados que sugieren que la coloracion del pico de esta especie
es un rasgo plastico, indicador de la capacidad antioxidativa de los indi-
viduos, y que por tanto podria estar siendo seleccionado sexualmente en
esta especie. A continuacion se discuten algunos aspectos relacionados
con los métodos experimentales utilizados y los resultados obtenidos, asi
como otras hipotesis alternativas que podrian explicar los hallazgos mas
significativos de esta tesis.

El tratamiento experimental de corte de plumas del ala, que acarrea
un gasto de energia asociado a las actividades de vuelo (Mgller et al.
1995), se reflejé en una mayor tasa de pérdida de masa corporal de las
hembras experimentales en comparacion con las hembras control (ver
Métodos 4.2). El experimento se realizé semanas antes de la puesta de
huevos, por lo que conseguimos manipular experimentalmente la condicion
de las hembras a la hora de realizar la puesta. Moreno y Osorno (2003)
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habian predicho una relacién positiva entre la condicién de las hembras y
la intensidad de la coloracion verde azulada del huevo (Objetivo 1). Si
las hembras reflejasen sus niveles de estrés oxidativo en la intensidad
de la coloracion de los huevos gracias a las propiedades antioxidantes
de la biliverdina, deberiamos encontrar una relacion positiva entre la
condicién corporal de las hembras y la intensidad del color verde azulado
de los huevos. Esta relacion ha sido empiricamente demostrada en
diferentes especies (ver Introduccion). Ademas, en un experimento
de alimentacidon suplementaria, Moreno et al. (2006a) demostraron
gue las hembras alimentadas suplementariamente ponian huevos de
coloracion verde azulada mas intensa que las hembras controles. En
nuestro estudio manipulamos la condicion corporal de las hembras
aumentando la carga alar, lo que les provocé un mayor esfuerzo en
sus actividades de vuelo. El efecto que detectamos Unicamente puede
ser explicado por una asociacion entre color y esfuerzo fisico realizado
antes de la puesta del huevo; esfuerzo que debe de estar relacionado
con el estrés oxidativo, tal y como predice la hipotesis SSEC. Al no
manipular las condiciones nutricionales de las hembras directamente,
las diferencias encontradas en la coloracion de los huevos entre las
hembras experimentales y de control no se puede explicar por un
efecto directo de los pigmentos adquiridos en la dieta.

En nuestro segundo experimento (Objetivo 2) se investigd el efecto
del color del huevo per se en el esfuerzo de alimentacion de los padres.
Tal y como ocurre con otros caracteres sexuales secundarios seleccio-
nados después del apareamiento (Burley, 1988; Sheldon, 2000), se es-
peraria una inversion diferencial en reproduccidén de los machos que, en
nuestro caso, se ajustaria a la intensidad de la coloracién verde azulada
de los huevos del estornino. Segun la SSEC, la intensidad de la coloracién
verde azulada de los huevos en el estornino negro sefialaria la condicién
corporal de las hembras, y los machos deberian invertir diferencialmente
en la reproduccion en funcién de la intensidad de dicha sefal (Moreno y
Osorno, 2003). El macho, sin embargo, podria seguir cualquier caracter
de la hembra asociado con la coloracion de los huevos (v.g., condicidn
fisica o de vuelo) por lo que, para demostrar que el color de los huevos
es el responsable directo de la hipotética asociacidén con el esfuerzo repro-
ductor, seria necesario romper la asociacién entre el color de los huevos
y la condicién corporal de las hembras con un experimento. Para ello,
recurrimos al uso de huevos artificiales con distinta intensidad de color
verde azulado. Estos huevos artificiales, pese a no reflejar las longitudes
de onda ultravioletas (UV), presentan un croma verde azulado que se
encuentra dentro de los limites de los huevos naturales (Figura 4) vy las
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curvas de reflectancia de los dos tipos de huevos modelo usados (oscuros
y palidos) fue similar a la de la curva estimada para los huevos naturales
(en el visible) (Figura 3). Los resultados de este experimento se ajusta-
ron a la prediccién de la SSEC, ya que se detectd que los machos que se
encontraron con huevos artificiales de intensa coloracién verde azulada
en sus nidos alimentaban a sus pollos con mas frecuencia que los machos
gue en sus nidos tuvieron huevos artificiales claros (Figura 10).

La asociacién entre el color de los huevos experimentales y la tasa de ceba
de los machos no se puede explicar por la coloracidon de los huevos naturales
ya que los tratamientos experimentales fueron asignados al azar y los huevos
naturales fueron retirados de los nidos poco después de haber sido puestos
por la hembra. Ademas, los pollos criados en los nidos experimentales no
estaban emparentados con los adultos, por lo que la posible relacién entre la
coloracion verde azulada de los huevos naturales y la calidad fenotipica de los
pollos (v.g., inmunocompetencia, ver Introduccién) se rompid con nuestro
disefio experimental. Actualmente no tenemos conocimiento de ninguna otra
hipdtesis que pudiese explicar el efecto de los huevos artificiales en el esfuerzo
parental de los machos; efecto que solamente predice la hipétesis de que
la intensidad del color verde azulado de los huevos es una sefial sexual de
las hembras de estornino negro que afecta al esfuerzo parental de su pareja
(SSEC) (Moreno y Osorno, 2003). Existen otros apoyos experimentales de
la relacion entre el color verde azulado del huevo y el esfuerzo parental
del macho. Moreno et al. (2006b), en un experimento de intercambio de
huevos entre nidos, detectaron que la coloracién del huevo experimental se
relacionaba con el esfuerzo parental de los machos del papamoscas cerrojillo.
Sin embargo, Krist y Grim (2007) no encontraron esta relacion en un estudio
similar realizado en una especie cercana. En estos experimentos los machos
habian alimentado a pollos procedentes de los mismos huevos que habian
visto y, debido a que el color del huevo se asocia con la inversién maternal
realizada (v.g. calidad de los embriones; anticuerpos y antioxidantes; Morales
et al. 2006; ver Resultados 5.4), la calidad de los pollos (relacionada con
el color de los huevos), y el ajuste parental a la misma, podrian explicar
de forma indirecta la asociacion entre coloraciéon de huevos y cebas de los
padres en estos experimentos.

La hipdtesis de que la pigmentacién de los huevos podria funcionar
como una sefial sexual postcopulatoria, predice también unas mejores
condiciones ambientales para el crecimiento de los pollos en los nidos
con huevos de color verde azulado mas intenso. En nuestro experimento
con huevos artificiales hemos detectado un efecto, consecuencia de la
coloracion de los huevos, en el esfuerzo de alimentacion parental. Por
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otra parte, las hembras también tendieron a alimentar sus crias con
mayor frecuencia en los nidos con huevos artificiales oscuros, aunque
esta tendencia no fue estadisticamente significativa, lo que puede su-
gerir que las hembras utilizan el esfuerzo parental de alimentaciéon de
sus compafieros para ajustar su propio esfuerzo de alimentacién. De
acuerdo con esta posibilidad, se encontré que los esfuerzos de alimen-
tacion de machos y de hembras se relacionaban de forma significativa
(r=0,52, N=20, P=0.019), pero solo durante la primera etapa del de-
sarrollo de los pollos. En cualquier caso, aunque nuestros resultados
sugieren un mejor ambiente nutricional para los pollos criados en nidos
con huevos oscuros, no hemos encontrado ningun efecto significativo del
experimento en la calidad fenotipica de estos pollos, medida ésta al final
del periodo de anidacién (es decir, respuesta PHA, masa corporal y con-
dicién corporal; comparaciones entre pollos criados en nidos con huevos
experimentales claros y oscuro: t,, < 1.08, p = 0,29). Sin embargo, el
tamafio de la muestra fue muy pequefo (ver Figura 10) y, por tanto, el
riesgo de no rechazar la hipdtesis nula cuando ésta es falsa es bastante
grande. Otro aspecto de nuestro disefio experimental que disminuiria las
probabilidades de encontrar un efecto en calidad fenotipica de los pollos
fue que ajustamos el tamafio de la nidada de todos los nidos experimen-
tales a dos o tres crias con el fin de reducir la mortalidad de los polluelos,
y que se mantuvo homogéneo el numero de pollos por nido en los dis-
tintos tipos de tratamiento. Sin embargo, el tener un tamafo de pollada
bajo en los dos tratamientos hizo muy dificil poder encontrar diferencias
significativas en la calidad fenotipica de los pollos de nidos con puestas
experimentales claras y oscuras puesto que los efectos derivados de la
competencia entre hermanos se minimizan.

Teniendo en cuenta todos estos problemas, y para poner a prueba
la hipétesis de que la intensidad del color verde azulado de los huevos
de estornino negro predice el ambiente nutricional que experimentan los
pollos durante su desarrollo, realizamos un experimento de alimentacion
suplementaria en una submuestra de los nidos (Objetivo 3). En concor-
dancia con los experimentos anteriores de alimentacién suplementaria
realizados en otros paseriformes (v.g., las urracas: De Neve et al., 2004b;
De Neve et al., 2004c; golondrinas: Saino et al., 1997), encontramos que
la respuesta inmunitaria a la PHA de los polluelos se asociaba al alimento
extra y, por tanto, usamos las diferencias en respuesta inmunitaria entre
pollos experimentales y controles del mismo nido como indice del am-
biente nutricional del nido. A menores diferencias, mejor ambiente. De
acuerdo con esta interpretacion encontramos que la fecha de puesta (una
variable relacionada con la condiciones nutricionales que experimentan
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los pollos en sus nidos) estaba positivamente relaciona con la diferencia
en la respuesta a la PHA entre los hermanos experimentales y de control
(ver Resultados). Nuestro experimento de alimentacion suplementaria
provocdé mayores efectos positivos en los nidos en los que los huevos
reflejaban menos en las longitudes de onda verde azules (400-575nm)
(Figura 12), como predice la SSEC. Una explicacién alternativa para este
resultado podria ser que la coloracion de los huevos y la calidad de las
crias (v.g. su inmunocompetencia) se relacionasen positivamente como
consecuencia de la correlacion entre la inversion maternal en el huevo,
y/o la calidad genética de la hembra, y la coloracion de éste huevo (Mora-
les et al., 2006). Sin embargo, los resultados de nuestro experimento con
huevos artificiales coloreados mostraron que el color de los huevos per se
tiene un efecto en el esfuerzo reproductor de los machos que, al menos
parcialmente, tendria que explicar la relacion entre el color de los huevos
y el ambiente nutricional de los nidos.

Curiosamente nuestro experimento de la alimentacidén suplementa-
ria tuvo efectos negativos en los nidos donde los huevos eran de colora-
cion mas verde azulada, ya que las crias experimentales mostraron una
menor respuesta inmune que sus hermanos control (ver Figura 12).
Este resultado se debid principalmente a la relacién negativa encontra-
da entre la respuesta PHA y la coloracion verde azulada del huevo para
los pollos experimentales, mientras que fue positiva para los pollos de
control (Figura 12). No tenemos datos sobre el comportamiento peti-
torio de los pollos experimentales y de control, ni de la calidad de los
alimentos proporcionados por los adultos, y, por tanto, los posibles esce-
narios que podrian explicar este resultado son meramente especulativos
(Ver Tabla I).

Analizando el contenido en antioxidantes de los huevos de estornino
(Objetivo 4) encontramos que la intensidad del color azul verdoso de la
cascaras de los huevos de estorninos negros se relacionaba positivamente
con la concentracion y la cantidad de vitamina E y de dos hydroxicarote-
nos comunes en la yema del huevo, la luteina y la zeaxantina. Los caro-
tenoides y las vitaminas liposolubles son valiosos micronutrientes para el
desarrollo de embriones que pueden afectar el éxito de eclosion (Surai et
al., 2001a; Mgller et al., 2008), el sistema inmune de los pollos (Saino et
al., 2003), y la supervivencia de las aves adultas (McGraw et al., 2005).
Hemos demostrado previamente que el esfuerzo paterno de los estorni-
nos aumenta en los nidos con huevos de coloracion mas verde azulada
(Objetivo 2), interpretandolo como el ajuste de los machos a la condi-
cion de las hembras (v.g., su estado oxidativo, inmunoldgico, hormonal)
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(Moreno y Osorno, 2003). Los resultados de composicion de los huevos
sugieren que este ajuste puede estar también relacionado con la inversién
maternal en la yema del huevo (Morales et al., 2006).

La biliverdina, el pigmento responsable del color azul verdoso de la
cascara del huevo, es un potente antioxidante sintetizado por las hembras
durante la formacién del huevo, que puede combatir el estrés oxidativo
(Stocker et al., 1987, Zhao et al., 2006). Otros antioxidantes como los ca-
rotenoides y las vitaminas A y E no pueden ser sintetizados de novo por
los vertebrados, y se obtienen de los alimentos. Los carotenoides limitan
los recursos de las hembras a la hora de incluirlos en los huevos (Blount et
al., 2004). Los carotenoides, sin embargo, no siempre presentan actividad
antioxidante in vitro (Costantini y Mgller, 2008), aunque pueden trabajar en
conjunto con otros antioxidantes no pigmentados, como algunas enzimas
y vitaminas y mejorar la salud (Hartley y Kennedy, 2004). Por ello, algunos
autores han sugerido que los carotenoides pueden actuar como sefiales
para revelar la disponibilidad de antioxidantes no pigmentados en el cuer-
po (o en los huevos en el caso de las aves) (Bertrand et al., 2006; Pike et
al., 2007; Pérez et al., 2008). Asi pues, parece que sélo las hembras con
un equilibrio oxidativo éptimo, y capaces de poner huevos de color azul
verdoso intenso, podran incluir concentraciones elevadas de carotenoides y
vitaminas en la yema del huevo (ver Introduccién). Las asociaciones entre
los antioxidantes pigmentarios y no pigmentarios, sin embargo, no siempre
se detectan. En un estudio realizado en noventa y nueve especies de aves,
Cohen y McGraw (2009) no encontraron asociaciones entre los niveles de vi-
tamina E y carotenoides en el plasma. Aqui hemos encontrado que la inten-
sidad del color azul verdoso se asocia con la vitamina E y los carotenoides vy,
aungue no medimos directamente el contenido de biliverdina en la cascara
del huevo, un estudio previo habia demostrado esta asociacion para nuestra
especie (Lopez Rull et al., 2008). Por otra parte, se sabe que la asignacion
de pigmento en los huevos reduce los niveles de antioxidantes en el plasma
de las hembras del papamoscas (Morales et al., 2008). Asi, la relacién entre
la intensidad de color de la cascara del huevo y los niveles de vitamina E en
la yema podria ser un ejemplo de la utilizaciéon de antioxidantes pigmenta-
rios en las cascaras del huevo para la senalizacion de la disponibilidad de las
moléculas de antioxidantes no pigmentarios y pigmentarios.

Hasta donde sabemos, sélo Cassey et al. (2009) y Hargitai et al.
(2010) han testado previamente la relaciéon entre los antioxidantes de
la yema del huevo y la coloracién de la cascara del mismo, ambos con
resultados contradictorios. Cassey et al. (2009) no encontraron relacion
entre los niveles totales de antioxidantes y la coloracidon del huevo en dos
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especies de zorzales, mientras que Hargitai et al. (2010) encontraron una
relacion entre el croma azul verdoso de las cascaras de los huevos del
cuco europeo y del carricero tordal y los niveles de antioxidantes en las
yemas. En esta tesis, presentamos resultados que confirman la relacién
entre los carotenoides y la coloracion de los huevos en el estornino negro.
La intensidad de la coloracién verde azulada de la cascara del huevo de
los estorninos estd relacionada positivamente con la concentracién y la
cantidad de vitamina E, luteina-trans, cis-luteina y zeaxantina (PC1) en
la yema, pero no con otros carotenoides (Figura 13). Una posible razén
para esta asociacion entre la vitamina E, la luteina-trans, cis-luteina y
zeaxantina (PC1) podria ser que la zeaxantina es un estereoisdmero de la
luteina y ambos se acumulan en niveles similares en los tejidos. Ademas,
se ha sugerido que estos dos carotenoides pueden desempefiar funciones
analogas a la vitamina E (a-tocoferol) en el higado de los embriones, sien-
do posteriormente la zeaxantina y la luteina reemplazadas gradualmente
en esta funcién por la vitamina E, a medida que avanza el desarrollo del
embrién (ver revision en Surai et al., 2001c).

En esta tesis también estudiamos si la coloracién del pico en machos y
hembras de estornino negro podria sefializar los niveles circulantes de ca-
rotenoides y/o vitamina A (retinol) en plasma a corto plazo (Objetivo 5).
Encontramos diferencias sexuales pero, contrariamente a lo que ocurre en
otras especies de aves en las que los machos tienen caracteres dependien-
tes de carotenoides mas coloridos que las hembras (Price y Burley, 1993;
McGraw et al., 2003; Faivre et al., 2003, McGraw y Ardia, 2005), las hem-
bras del estornino tienen mayores niveles de carotenoides circulantes que
los machos (Tabla II). Esta diferencia entre sexos no se puede atribuir a
diferencias en la proporcion celular y plasmatica de la sangre, ya que los
machos y las hembras no difirieron en el hematocrito en 2005 [machos
(n=61), media=52.9%, SD=3.2; hembras (n=41), media=52.2%,
SD=2.7]y en 2006 [machos (n=35), media=52.4%, SD=3.1; hembras
(n=48), media=52.1%, SD=2.8; F, ,,,=1.77, p=0.18], incluso después
de controlar por la fecha (F, ,,=0.017, p=0.90) y la fecha al cuadrado
(F,5,=0.074, p=0.79) de captura. La punta del pico del los estorninos
negros no difieren entre machos y hembras en el tono para longitudes de
onda del rango de los carotenoides (Figura 14). Sin embargo, la punta
del pico de las hembras muestra una cresta adicional en las longitudes
de onda comprendidas entre 570 y 700 nm (Figura 8) y, por tanto, las
puntas de pico de las hembras son mas coloridas que las de los machos
(Figura 8). Esta diferencia sexual detectada podria sugerir que este ca-
racter esta sujeto a una seleccion mas intensa en las hembras que en los
machos.
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Por otro lado, independientemente de si la seleccion sexual es mas
fuerte sobre la coloracién del pico en los machos que en las hembras, la
seleccién por parte de los machos de hembras con picos mas coloreados
es generalmente la causa mas probable de la evolucién de una coloracion
exagerada basada en carotenoides en los picos de las hembras (Amund-
sen y Parn, 2006; pero ver Rubenstein y Lovette, 2009 para la cria coo-
perativa en aves). Se sabe que las hembras transfieren micronutrientes
esenciales, incluidos los carotenoides y vitaminas A y E, asi como factores
inmunoldgicos (ver Objetivo 4) a la descendencia, y que la cantidad de
dichas sustancias deben estar relacionada con el fenotipo de las hembras
y con las capacidades fisioldgicas de éstas (Morales et al., 2006; Biard et
al., 2007). Si este fuera el caso, los machos de estornino podrian selec-
cionar aquellas hembras con picos mas coloreados que sefializasen ma-
yores niveles de concentracion en plasma de carotenoides y vitamina A.
Se esperaria entonces que estas hembras mas coloreadas transfirieran a
los huevos mayores cantidades de estas sustancias que otras de menor
coloracién. Reciprocamente, mediante la evaluacién de la intensidad del
color del pico de los machos, las hembras también podrian obtener una
estimacion de la salud y la calidad de éste, ya que la relacion entre la co-
loracion del pico y los niveles plasmaticos de carotenoides y vitamina A se
han encontrado en ambos sexos (ver Figura 15, Tabla II).

La relacion entre el color del pico y la concentracion plasmatica de caro-
tenoides durante la fase de apareamiento se ha detectado en otras especies
de aves (v.g., Faivre et al.,, 2003, McGraw et al., 2003). Mecanicamente,
esta relacion podria explicarse por la absorcion de carotenoides en los que-
ratinocitos ranfotecales a través de la sangre circulante en los tejidos (Lucas
y Stettenheim, 1972). Ademas, debido a las posibles influencias de las hor-
monas sexuales esteroideas sobre la disponibilidad de carotenoides y sobre
la coloracion, tal relacion puede ser diferente para machos y para hembras
(Alonso-Alvarez et al., 2004), lo que explicaria las diferencias detectadas
entre el color del pico y la concentracion plasmatica de carotenoides entre
machos y hembras (Tabla V). Aparte del hecho de que el estado fisioldgico
influye en la expresidon de las sefiales sexuales, no podemos descartar la
posibilidad, en nuestro estudio correlacional, de que en la expresion de la
coloracion del pico en si misma (y la respuesta comportamentales de los
receptores de la sefial) pueda existir un proceso de retroalimentacion que
afecte a estos pardmetros fisioldgicos (Safran et al., 2008).

En esta tesis presentamos por primera vez una relacion estadistica en-
tre el retinol y una coloraciéon tegumentaria. Hasta la fecha, el esfuerzo de
las investigaciones se ha venido centrando en el estudio de las asociaciones
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entre las vitaminas E y C, y los caracteres sexuales secundarios. Sin embar-
go, la vitamina A estd metabodlicamente vinculada a los carotenoides (Devier
y Laroundelle, 2005) y puede afectar tanto a la actividad sexual (Gaal y
Csaba, 1998) como al desarrollo de los tegumentos (ver revisién en Debier
y LaRondelle, 2005). Por lo tanto la vitamina A podria estar involucrada en
la expresion de los caracteres sexuales secundarios por lo que serian ne-
cesarios estudios experimentales para poder conocer si la vitamina A es la
causa o no de de la coloracion debida a los carotenoides del pico de las aves.

Las concentraciones plasmaticas de vitamina A y carotenoides no se en-
cuentran interrelacionadas, lo que sugiere la existencia de diferentes meca-
nismos, nutricionales o metabdlicos, subyacentes a la acumulacién de estos
dos compuestos. La concentracion plasmatica de carotenoides esta relacio-
nada con la cantidad de carotenoides que se consume en la dieta y los cam-
bios en la ingesta de ésta puede dar lugar rapidamente a cambios en los ca-
rotenoides del plasma (revision en Thurnham y Northrop-Clewes, 1999; ver
Horak et al., 2004). Consumir una dieta rica en carotenoides puede producir
un aumento de retinol en plasma, ya que aproximadamente el 10% de los
carotenoides son consumidos como pro-vitamina A (es decir, f-caroteno) que
se transforma en retinol en la mucosa intestinal (Ganguly et., 1953; Surai,
2002). Las concentraciones plasmaticas de retinol, sin embargo, estan ho-
meostaticamente reguladas, y deben permanecer relativamente constantes.
Tanto altos como bajos niveles de vitamina A en plasma pueden tener graves
efectos negativos. Asi, el exceso de vitamina A se almacena en el higado,
siendo liberado directamente a la sangre cuando la concentracion plasmatica
de vitamina A disminuye (Thurnham y Northrop-Clewes, 1999; Devier y La-
Rondelle, 2005) y, en consecuencia, la variacion en los niveles plasmaticos de
carotenoides y vitamina A podria estar relacionada con diferentes actividades
fisioldgicas. En este caso, sus concentraciones revelarian diferentes aspectos
de la condicién fisioldgica de los individuos. Independiente de los mecanis-
mos fisioldgicos que explican la asociacidn entre los antioxidantes del plasma
y el color del pico en el estornino negro, nuestros resultados sugieren que
el color del pico de los machos y de las hembras puede ser utilizado por sus
congéneres como una sefial de su estado fisioldgico.

Por ultimo, hemos constatado que el color del pico de los machos y
de las hembras de estornino negro cambié durante la temporada de cria,
lo que sugiere que los machos o las hembras podrian, mutua y continua-
mente, evaluar la calidad de su compafiero (ver Velando et al., 2006). A
diferencia de algunos adornos dependientes de carotenoides sin actividad
fisioldgica, como las plumas (McGraw, 2006), los carotenoides que estan
presentes en el pico carnoso o en otros tipos de tegumentos (es decir,
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activos fisiolégicamente) pueden movilizarse, por lo que pueden indicar
continuamente la actividad fisiolégica de los individuos. Estos cambios
en la coloracién del pico fueron diferentes en machos y hembras, lo que
podria indicar diferencias sexuales en la actividad hormonal (Burley et al.,
1992; Negro et al., 1998), en los costos de la reproduccién y/o en efectos
negativos del parasitismo (Ewen et al., 2009).

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios de antioxidantes en
plasma y en huevos, en el caso de las hembras, éstas podrian anunciar
a los machos sus caracteristicas fisioldgicas, incluyendo la vitamina A, a
través del color de sus picos, mientras que a través del color de su huevos
podrian sefializar al macho la inversién maternal de una vitamina diferente
(E) realizada por ellas en la yema. Estos ornamentos sexuales femeninos,
que han sido tradicionalmente olvidados en los estudio de seleccion sexual
(Amundsen, 2000), y que han sido estudiados generalmente en el contex-
to de la inversion diferencial en el apareamiento (Amundsen y Forsgren,
2001), permanecen casi inexplorados en el contexto de la seleccidon sexual
posterior a la formacion de la pareja (v.et. Pilastro et al., 2003). En este
sentido, la pigmentacién de los huevos ofrece una buena posibilidad de
estudiar estos procesos de seleccidon sexual en las hembras.

Hasta ahora los esfuerzos de investigacién se han centrado en el es-
tudio de las predicciones de la hipdtesis SSEC y en la busqueda de apoyos
empiricos, comparativos y experimentales (ver Introduccién). En esta
tesis, encontramos un soporte experimental para sus principales prediccio-
nes en los estorninos que, junto con estudios anteriores en otras especies,
ratifican la posibilidad de que la coloracion verde azulada de los huevos de
muchas especies de aves tenga un componente sexual importante. Gra-
cias a esta hipotesis se han conseguido evidencias experimentales fuertes
de la importancia de los procesos de asignacion diferencial de la inversion
parental de los machos en relacion con un caracter de las hembras que
sefala su condicion fisioldgica y su inversion maternal en los huevos. La in-
formacion que reciben los machos por estas senales sexuales en los huevos
podria ademas ser complementada con la informacién a corto plazo que
la coloracion de los picos de las hembras proporciona sobre su condicidn
fisioldgica, informacion del fenotipo de su pareja que también podrian re-
coger las hembras. Aunque quizas sean necesarios mas experimentos para
validar estas dos hipétesis, creemos que, en el caso de la coloraciéon verde
azulada de los huevos, es tiempo de explorar mas intensamente la calidad
de la senalizacion en las hembras asumiendo que este color verde azulado
de los huevos que aparece en muchas especies, al menos en parte, es el
resultado de la seleccién sexual post-cépula.



7. CONCLUSIONES

La ignorancia genera confianza mas
frecuentemente que el conocimiento, son
aquellos que saben poco, y no esos que
saben mas, quienes tan positivamente
afirman que este o aquel problema
nunca sera resuelto por la ciencia.

Charles Robert Darwin

1. La coloracién verde azulada de los huevos es un caracter sexual pos-
temparejamiento de las hembras de estornino negro ya que:

a) La coloraciéon verde azulada de los huevos indica la condicion
corporal de la hembra en el momento de la puesta.

b) La coloracién verde azulada de los huevos indica la inversion mater-
nal en antioxidantes realizada por la hembra en el huevo.

c) Los machos de estornino negro ajustan su inversion parental a la
intensidad de la coloracion verde azulada de los huevos de sus nidos.

d) La coloracién verde azulada de los huevos de estornino negro se
asocia con el ambiente nutricional experimentado por los pollos
durante su crecimiento.

2. El color amarillo anaranjado que aparece en la punta del pico de los es-
torninos negros durante la época de cria parece ser un buen indicador
de los niveles de antioxidantes en el plasma, tanto en machos como en
hembras.

3. La mayor intensidad de la coloracion de la punta del pico en las hembras
podria indicar que esta sefial estaria sometida a un proceso de seleccion
mayor en las hembras que en los machos, o la existencia de un coste
diferencial de la sefial entre machos y hembras.

4. Nuestros resultados proporcionan el apoyo necesario para el uso de la
coloracion de los huevos y del pico como un rasgo a estudiar para pro-
fundizar en el conocimiento de los caracteres sexuales secundarios de
las hembras.
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TABLA 1

Valores medios (SE) para la respuesta inmune mediada por células T
(respuesta a la PHA), masa corporal, longitud del tarso y condicién cor-
poral en pollos control o experimentales (alimentacién suplementaria),
y resultados para los analisis de medidas repetidas de la varianza con el
tratamiento como medida repetida.

Pollos

Pollos

experimentales control Fis P
Respuesta a la PHA (mm) 0.65 (0.03) 0.56 (0.03) 6.66 0.001
Masa corporal (g) 77.5 (1.2) 78.5 (1.1) 0.46 0.50
Longitud del tarso (mm) 29.7 (0.2) 30.0 (0.2) 2.11 0.16
Condicién corporal 0.32 (1.1) 0.24 (1.1) 0.01 0.94




TABLA 11

Medias y desviacién estandar de las concentraciones plasmaticas
de vitamina A y carotenoides (luteina cis-trans de luteina, zeaxantina,
B-caroteno, y los carotenoides esterificados) en machos y hembras de
estornino. Los resultados de las comparaciones univariadas (F_, y los va-
lores asociados a la p) entre los sexos para todos los carotenoides y la

vitamina A también se muestran.

Antioxidantes Mach_os =30 Hemb_ras =34 F p
Media (SD) Media (SD) 1,60
Cis-Luteina 0.729 (0.099) 0.654 (0.051) |0.18 0.67
Trans-Luteina 4.875 (0.478) 6.281 (0.412) |4.39 0.04
Zeaxantina 0.684 (0.088) 0.728 (0.040) | 0.05 0.82
B-Caroteno 0.032 (0.004) 0.041 (0.003) |1.89 0.17
Carotenoides esterificados 0.161 (0.017) 0.226 (0.015) 6.81 0.01
Vitamina A 0.920 (0.197) 0.903 (0.186) | 0.15 0.69




TABLA 111

Medias y desviaciones estandar para la concentracién y el total (*)
de vitamina A, vitamina E y carotenoides (luteina cis-trans de luteina,
zeaxantina, ketocarotenos no identificados y B-caroteno) (mg / g) encon-
trados en la yema del huevo de estornino negro. También se muestra el
factor de carga del Analisis de Componentes Principales (PCs), asi como
las relaciones con los diferentes antioxidantes.

Antiaciao o Media SD PC1 PC 2 PC 3
Vitamina A 9.52 2.18 0.13 -0.86 -0.31
Vitamina A * 11.88 3.13 0.16 -0.81 -0.33
Vitamina E 199.39 84.94 0.88 -0.27 -0.08
Vitamina E * 246.76 106.35 0.90 -0.25 -0.12
Cis-luteina 26.28 10.61 0.97 -0.08 0.04
Cis-luteina * 32.65 13.22 0.98 -0.05 0.00
Trans-luteina 135.50 51.72 0.98 -0.10 -0.06
Trans-luteina * 168.83 66.35 0.96 -0.06 -0.10
Zeaxanthina 23.92 9.68 0.96 0.17 -0.03
Zeaxanthin * 29.78 12.51 0.95 0.19 -0.06
Ketocarotenoides 10.60 5.14 0.21 -0.41 0.88
Ketocarotenoides * 13.09 6.05 0.21 -0.41 0.88
B-caroteno 0.89 0.56 0.52 0.75 0.11
B-caroteno * 1.10 0.70 0.56 0.74 0.09
Factor de carga 0.57 0.22 0.13
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ABSTRACT: It has been recently proposed that the blue-green col-
oration in eggs of many avian species may constitute a sexually
selected female signal. Blue-green color intensity would reflect the
physiological condition of females, and hence it might also affect the
allocation of male parental care. In this study, we use three different
experimental approaches to explore the importance of sexual selec-
tion on blue-green egg coloration of spotless starling (Sturnus uni-
color) eggs. First, experimental deterioration of female body condition
(by means of wing feather removal) negatively affected the intensity
of blue-green egg coloration. Second, blue-green color intensity of
artificial model eggs had a significant positive influence on paternal
feeding effort. Finally, we found a negative relationship between the
effect of experimental food supply on nestling immunocompetence
and the intensity of blue-green coloration of eggs, suggesting that
egg color predicts nutritional conditions that nestlings will experience
during development. All these results taken together strongly support
a role of sexual selection in the blue-green coloration of spotless
starling eggs.

Keywords: blue eggs, differential allocation hypothesis, egg coloration,
feeding effort, sexual selection, spotless starling.

The evolution of egg coloration, its intra- and interspecific
variability, and its possible functionality are questions that
have attracted evolutionary ecologists for many years, giv-
ing rise to different hypotheses (Underwood and Sealy
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2002; Kilner 2006). The most traditional functional hy-
pothesis is related to avoidance of predators, and in ac-
cordance, species that nest directly on the ground (i.e.,
with high risk of predation) lay more cryptic eggs (e.g.,
Solis and de Lope 1995). Another functional hypothesis is
related to brood parasitism. In a brood parasitic scenario,
it would be of selective advantage for hosts to lay eggs that
differ from those laid by parasitic individuals (Davies and
Brooke 1988; Petrie and Meller 1991; Soler and Mgller
1996; Stokke et al. 2002). A third hypothesis is based on
the mechanical and thermal properties of protoporphirins
and posits the functionality of the reddish eggshell spots
as affecting eggshell strength (Gosler et al. 2005). Finally,
trying to explain the typical blue-green background col-
oration of eggs of many species, which until recently was
considered a mystery (Underwood and Sealy 2002), Mo-
reno and Osorno (2003) proposed that the blue and green
egg colors may constitute a signal of females that reflects
their physiological condition. Consequently, high blue-
green color intensity would induce in males a high allo-
cation of parental effort, according to the differential al-
location hypothesis (Burley 1986; Sheldon 2000).

This last hypothesis is based on the fact that the pigment
responsible for blue-green coloration in the eggshell (Ken-
nedy and Vevers 1976) is a potent antioxidant (Stocker et
al. 1987). Because females are under high levels of oxi-
dative stress while laying eggs (e.g., Von Schantz et al. 1999;
Alonso-Alvarez et al. 2004), only those females with a high
antioxidant capacity would be able to exaggerate the use
of biliverdin as an eggshell pigment (Moreno and Osorno
2003). The hypothesis of blue-green egg coloration being
a sexually selected signal of females has recently received
comparative (Soler et al. 2005), empirical, and some ex-
perimental support. For instance, body condition and im-
munocompetence of females, and also those of nestlings,
are related to egg color in some species (Moreno et al.
2005; Siefferman et al. 2006; Krist and Grim 2007). More-
over, blue-green color intensity of eggs of pied flycatchers
(Ficedula hypoleuca) both positively correlates with bili-
verdin contents in the eggshell and reflects the nutritional
condition of females at laying (Moreno et al. 2006a). Eggs
of this species, and also those of the closely related collared
flycatcher (Ficedula albicollis), become paler in the course
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of the laying sequence, suggesting a pigment limitation
(Moreno et al. 2005; Krist and Grim 2007). Moreover,
blue-green color intensity was positively related to im-
munoglobulin concentration in the yolk and in the blood
of females and offspring (Morales et al. 2006). Finally,
although there is correlative evidence of the hypothetical
positive effects of egg coloration on paternal effort (i.e.,
provisioning rate; Moreno et al. 2004), cross-fostering ex-
periments of clutches of collared and pied flycatcher pro-
duced diverse results. While in pied flycatchers the blue-
green color intensity of experimental eggs, but not that of
original eggs, was positively related to the proportion of
male provisioning visits (Moreno et al. 2006b), egg color
of collared flycatchers did not affect male feeding rates
(Krist and Grim 2007). Therefore, although the infor-
mational content of blue egg color is not in doubt, because
of the association with variables related to female and
offspring quality, cross-fostering experiments with eggs do
not offer full support for the crucial prediction of the
hypothesis that males allocate effort in relation to blue
color intensity.

The hypothesis also applies to an interspecific context.
Indeed, it has been shown that European passerines that
lay eggs of higher intensity of blue-green coloration ex-
perience longer nestling periods after controlling for body
mass, a measure of parental investment, and higher degree
of polygyny (Soler et al. 2005). Moreover, hole-nesting
species lay eggs of higher blue-green color intensity than
open nesters, which has been suggested to reflect different
selection pressures (e.g., risk of parasitism, light condi-
tions) affecting species with the two kinds of nests (Soler
et al. 2005).

In this study, we have used three different experimental
approaches to explore three main predictions of the hy-
pothesis that blue-green egg color intensity is a sexually
selected signal of females (sexual selection hypothesis
[SSH]) in a population of spotless starlings (Sturnus uni-
color). Starlings are strict hole-nesting species, and exper-
imental evidence has shown that they have the visual po-
tential to detect subtle differences in egg coloration within
their nests (Aviles et al. 2006a). These predictions are that
egg color (1) indicates female condition at laying, (2) af-
fects parental investment of males, and therefore (3) pre-
dicts nutritional conditions that nestlings experience dur-
ing growth (as long as females do not change their feeding
effort in response to that of their mates). Briefly, the first
prediction was explored by experimental manipulation of
female condition (i.e., cutting off some wing feathers of
females several weeks before laying) and analyzing the ef-
fect on body mass loss and egg coloration. To test the
second prediction, during laying we daily exchanged nat-
ural eggs with artificial eggs made of plaster of Paris and
resembling the shape and color of natural starling eggs,

and we explored its effect on male provisioning rates. Fi-
nally, we indirectly tested the third prediction by food
supplementing some nestlings in the nest while leaving the
remaining siblings as controls. Because the effect of our
experimental food supply would be larger in nests of poor
nutritional conditions (i.e., low parental investment), we
used within-nest differences between food-supplemented
and control nestlings in nutritional conditioned variables
(e.g., immune response) as an index of nutritional con-
ditions experienced by nestlings during development (for
a similar approach, see De Neve et al. 2004¢). We therefore
predicted larger differences in nutritional conditions in
those nests with less blue-green egg coloration.

Material and Methods

The study was carried out in Guadix (37°18'N, 3°11'W),
southeastern Spain, during the breeding seasons of 2005
and 2006 in nest boxes recently (2005-2006) installed close
to or within colonies of spotless starlings already estab-
lished in old buildings in the area. Adults were captured
inside nest boxes during nest building, then sexed and
marked with a metallic-numbered ring and a unique com-
bination of colored plastic rings.

The spotless starling is a sexually dimorphic (Veiga et
al. 2001) species that lays nonspotted blue-greenish eggs
(Cramp 1998) with a small peak at the ultraviolet wave-
length (fig. 1). Females lay one egg per day, mainly during
the morning, and start incubation before clutch comple-
tion, which determines asynchronous hatching (see Cramp
1998). In our population, clutch size is typically four to
five eggs (data from 2005 and 2006 combined; N = 159;
mean = 4.55; SD = 0.97; range = 2-7), and except for
a few exceptions, incubation is a female task (C. Navarro,
T. P. Contreras, J. M. Avilés, and J. J. Soler, unpublished
data). Nestlings are fed mainly insects (Motis et al. 1997)
by both males and females (Cramp 1998; Veiga et al. 2002).
Male feeding visits occur mainly during the first half of
the nestling period, when feeding rates of males are usually
higher than those of females (see “Results”).

Female Condition Manipulation

About 1 month before egg laying (mean = 32.0 days,
SD = 17.8, N = 32), we captured individuals that slept
inside nest boxes, or we visited them during the morning.
We manipulated the wing area of female starlings following
the protocol established by Moller et al. (1995). Briefly,
during the field seasons of 2005 and 2006, all captured
females were weighed, measured, and randomly assigned
to one of the three following treatments: (1) primaries 4
and 5 were removed by cutting off the feathers at the base
(manipulation; N = 33); (2) the outermost 1 mm of pri-
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Figure 1: Mean reflectance (+SD) spectra of natural spotless starling (Sturnus unicolor) eggs. Reflectance curves for experimental model eggs (pale
and dark) are also shown. Experimental pale (right) and dark (left) eggs used in the experiment are shown in the lower part of the picture, while
natural eggs of similar coloration are shown in the upper part. A color version of this figure is available in the online edition of the American

Naturalist.

maries 4 and 5 was removed (sham manipulation; N =
21); and (3) the female was captured and the wings han-
dled as in treatments 1 and 2 (control; N = 28). This
experiment reduced wing area of experimental females
about 5%, and thus wing loading increased at the same
rate. The experiment did not affect probability of repro-
duction since the percentage of females for which we de-
tected reproduction did not vary for different treatments
(experimental, 42.9%; sham manipulated, 42.9%; control,
42.4%; generalized linear model with binomial error and
logistic function, Wald = 0.11, P = .95). Thus, after re-
moving nests from two control and one experimental fe-
males for which we lost egg color measurements, we col-
lected information on egg coloration for 11 experimental,
9 sham-manipulated, and 12 control females. The effect
of capture and handling of females on blue-green color
intensity of their eggs was assessed by comparing egg color
of females captured before egg laying with that of seven
females that were trapped after egg laying. In 2006, about
1 or 2 weeks after the first capture but before egg laying,
we recaptured and weighed 13 females and used differences
between first and second weights to validate our experi-
ment (i.e., variation in body mass from first to second
capture should be larger for experimental than for control
females). We did not find between-year differences in egg
coloration (F = 0.08, df = 1,26, P = .78) or in the effect

of our experiment on egg color (interaction between year
and experimental treatment; F = 0.04, df = 2,26, P =
.96). Thus, we pooled data from both years.

Egg Color Manipulation and Estimation
of Parental Feeding Effort

During the nest-building period of 2006, we visited nest
boxes daily until clutch completion. Once the first egg was
detected and every day until clutch completion, each new
laid egg was exchanged with either a pale (N = 11 nests)
or a dark (N = 11 nests) blue-green model egg (see fig.
2). Original clutch size of nests with pale (mean *
SD = 4.8 = 1.3 eggs) and dark (mean * SD = 4.6
0.7 eggs) artificial eggs did not differ significantly (¢t =
040, df = 20, P = .69). Artificial model eggs were made
of plaster of Paris using latex molds from natural spotless
starling eggs. Later, model eggs were painted with acrylic
paints to produce colors similar to those of the least and
most pigmented eggs in our population. All pale and dark
artificial eggs were colored with the same two kinds of
paint (Natural Color System, Scandinavian Colour Insti-
tute; dark eggs: 2030-B90G; pale eggs: 10% of dark eggs’
paint and 90% of pure white). Artificial colored eggs, how-
ever, did not reflect in the UV part of the spectrum (fig.
1). Thus, although blue-green coloration (i.e., chroma) of
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Figure 2: Mean, maximum, and minimum percentage of reflectance for blue-green (400-575 nm) colors relative to total (300-700 nm) or human
visual (400-700 nm) spectrum of experimental (pale eggs, N = 20; dark eggs, N = 20) and natural (N = 814) spotless starling eggs. Mean values
of total reflectance (i.e., brightness) for natural and experimental eggs are also shown. Experimental pale (right) and dark (left) eggs used in the
experiment are shown in the lower part of the picture, while natural eggs of similar coloration are shown in the upper part. A color version of this

figure is available in the online edition of the American Naturalist.

spotless starling eggs was intermediate between artificial
pale and dark eggs for the visible part of the spectrum
(400-700 nm), it showed smaller values than those esti-
mated for artificial eggs when the complete reflectance
spectrum (300-700 nm) was considered (fig. 2). In any
case, coloration of experimental eggs was within the nat-
ural variation, even when UV reflectance was taken into
account (see fig. 2). Model eggs colored with nonreflecting
UV paints have provided biologically meaningful results
in contexts in which visual detection of a receiver bird in
the nest was implicated (e.g., brood parasitism; see Davies
2000). Moreover, plaster of Paris model eggs can be easily
painted and, on average, do not differ from natural eggs
in weight (e.g., Soler and Soler 2000).

We assume that males detected mainly experimental
model eggs in their nests because natural eggs from ex-
perimental nests were in their original nests for only a few
hours. Additionally, to be sure that provisioning effort in
experimental nests was within the natural range of vari-
ation, some other nests (N = 29) were kept as controls
for comparisons with experimental nests.

Two weeks after the first egg was laid, which corresponds
to the typical incubation period for the species (Cramp
1998), experimental eggs were replaced by two to three
hatchlings from randomly selected spotless starling nests
that were not used in the experiment. Consequently, nest-

lings in these experimental nests were never related to the
adults taking care of them. It should be noted that brood
size in these experimental nests (two to three nestlings)
was smaller than original clutch size (usually four or five
eggs; see above).

Provisioning behavior of adults was observed three
times in the course of the nestling period, specifically when
nestlings were 4 (mean = SD = 4.0 = 1.5 days, N =
48 [22 experimental nests]), 9 (mean = SD = 8.6 + 2.1
days, N =43 [20 experimental nests]), and 15
(mean = SD = 14.8 = 1.6 days, N = 37 [19 experimen-
tal nests]) days old. All observations were performed dur-
ing the morning. Parental visits were recorded by direct
observation of the nests with a telescope (from a blind or
a car) during periods of approximately 1 h (mean *
SD = 59.8 + 3.37 min, N = 127). When the number of
nests to be observed was large, some nests (chosen blindly
with regard to the experimental treatment) were recorded
with a video camera placed several meters away from the
nest box. Observations or recordings with no detection of
parental feeding visits were not included in the analyses.
Provisioning rates have been corrected to 1-h periods by
dividing the number of visits by the number of minutes
recorded and multiplying by 60. For each visit, we iden-
tified the sex and also whether adults carried food for
feeding the offspring (i.e., feeding visits).
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Table 1: Mean (SE) values and results from repeated-measures ANOVA

Experimental nestlings ~ Control nestlings F P
PHA response (mm) .65 (.03) .56 (.03) 6.66 .001
Body mass (g) 77.5 (1.2) 78.5 (1.1) 46 .50
Tarsus length (mm) 29.7 (.2) 30.0 (.2) 211 .16
Body condition .32 (1.1) 24 (1.1) 01 94

Note: Mean (SE) values are for T-cell-mediated immune response (PHA response), body mass,

tarsus length, and body condition in control and experimental food-supplemented nestlings. For

ANOVA, treatment was the repeated measure. For F values, df = 1,33.

Manipulation of Nestlings’ Nutritional Condition

During the breeding season of 2005, 3 days after the first
nestling hatched, each hatchling was weighed, marked with
a waterproof pen on the tarsus, and ranked according to
body mass within each nest. We manipulated the nutri-
tional condition of nestlings by means of food supple-
mentation of some nestlings within the nest. The heaviest
nestling was randomly assigned either to be food supple-
mented or to receive water as a control. Feeding treatment
was alternated through the mass-based rank within the
nest. The food treatment consisted of 0.2 mL of calorie-
rich pasta loaded with essential micronutrients (minerals,
vitamins, and amino acids; 5 calories per gram; Nutri-
Calorias, Schering-Plough Animal Health). Subsequently,
we revisited the nests every second day (five times during
the nestling period), recolored the tarsi of all nestlings,
and fed the nestlings assigned to control and experimental
treatments during the first visit.

Nestlings were ringed about 4 days before fledging, that
is, when they were 1314 days old. At that moment, they
were also weighed (with a Pesola spring balance to the
nearest 0.5 g) and measured (the tarsus with a digital
caliper to the nearest 0.01 mm, and wing length with a
ruler to the nearest 0.1 cm). An index of body condition
was estimated by regressing body mass on tarsus length
and calculating the residuals (Schulte-Hostedde et al.
2005). Moreover, as a variable related to nutritional con-
dition of nestlings, we also used values of skin swelling
elicited by injection of the mitogen phytohemagglutinin
(PHA; Sigma Chemical). It is well known that this response
reflects nutritional conditions that nestlings have experi-
enced during development (e.g., Alonso-Alvarez and Tella
2001). It is also commonly used in evolutionary ecology
to estimate T-cell-mediated immunity (Kennedy and Na-
ger 2006), although it also reflects other components of
the immune system, such as major histocompatibility
complex molecules (e.g., Goto et al. 1978; Martin et al.
2006). Fledglings were injected subcutaneously in the right
wing web with 0.2 mg of PHA dissolved in 0.04 mL of
physiological saline solution (Bausch and Lomb). The left
wing web was injected with 0.04 mL of physiological saline
solution. We measured the thickness of each wing web at

the injection site (with a Mitutoyo model ID-CI012 BS,
to the nearest 0.01 mm) before and 24 h after the injection
and estimated immune response as the change in thickness
of the right wing web (PHA injection) minus the change
in thickness of the left wing web. We repeated measure-
ments of each wing web three times, and the mean was
used in subsequent analyses.

Repeated-measures ANOVA with treatment (food sup-
plemented vs. control) as a repeated measure revealed that
food supplementation had a significant effect on nestling
PHA response but not on tarsus length, body mass, or
body condition index (table 1). Thus, within-nest differ-
ences between food-supplemented and control nestlings
in PHA response were used as an index related to nutri-
tional conditions that nestlings experienced during de-
velopment (hereafter, nutritional condition of nestlings;
for a similar approach, see De Neve et al. 2004c).

From the 36 nests with egg color information and ex-
perimental food supply, six were depredated before fledg-
ing, and only control or experimental nestlings fledged in
three and two nests, respectively. Therefore, for 25 nests,
we have both egg color information and the effect of our
food supply experiment for control and experimental
nestlings.

Egg Color Measurements

Egg coloration was measured within 2 days after the end
of laying. To standardize ambient light conditions, all the
measurements were taken inside a portable blind with
opaque walls set up close to the nests. To prevent nest
desertion by parents, nest box entrances were always
blocked while measuring reflectance spectra. Eggs were
returned to their nest within 15 min of removal, and sub-
sequent Vvisits to these nests confirmed that none of them
was deserted. Color was always measured on five randomly
selected areas of the surface of the egg along the long egg
axis (Aviles et al. 20064, 2006b). Reflectance spectra (300—
700 nm) were recorded using an Ocean Optics S2000 spec-
trometer connected to a deuterium-halogen light (D2-W,
mini) by a coaxial reflectance probe (QR-400-7-UV-vis)
and the OOIBase32 operating software (Ocean Optics,
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Dunedin, FL). Reflectances were always measured with the
probe placed at a constant distance and reaching the egg
at 45°. Measurements were relative and referred to a stan-
dard white reference (WS-2) and to the dark, both cali-
brated before the measurement of each clutch.

As a variable indicating intensity of blue-green color-
ation, we used the proportion of reflectance in the blue-
green region of the spectrum (R[400-575]/R[300-700];
Siefferman et al. 2006), the region where biliverdin shows
the lowest absorbance (Falchuk et al. 2002) and where
reflectance of starling eggs reaches its maximum (fig. 1).
Estimates of this variable at five different areas of the egg-
shell showed significant repeatabilities (data from 2005;
r = 0.87, F = 6.7, df = 205,824, P<.0001). Between-
nest variation in this variable was significantly larger than
within-nest variation (r = 0.85, F = 174, df = 48,158,
P<.0001), and thus mean values were used for each
clutch.

Statistical Methods

All variables were approximately normally distributed
(Kolmogorov-Smirnov test for continuous variables, P>
.2), and, consequently, parametric statistics were used to
analyze the data. To test the effects of female wing feather
removal on body mass loss and egg color, we used re-
gression analyses, one-way ANOVAs, and repeated-
measures ANOVAs. To test the effect of our egg color
experiment (i.e., dark vs. pale blue-greenish eggs) on male
provisioning rates, we used a general linear model with
experimental treatment (i.e., pale or dark eggs) and nest-
ling development stage (i.e., first, 4 days; second, 9 days;
third, 15 days after hatching) as fixed effects. To account
for the nonindependence of observations at the same nest
but at different nestling ages, nest identity, nested within
experimental treatment, was included in the model as a
random factor. Moreover, since male provisioning rate
may depend on that of females but also on brood size,
hatching date, and nestling age (i.e., variation from the
typical development stage at which observations were per-
formed), all these variables were included in a first model
as covariates. After testing the model, including all men-
tioned factors and covariables as well as the interaction
between fixed factors (hereafter, full model), we system-
atically removed the variable associated with the largest P
value and ran the model again until we reached a model
with all factors and covariables associated with two-tailed
Pvalues smaller than 0.1 (hereafter, final model). Residuals
from statistical models approximately followed a normal
distribution (Kolmogorov-Smirnov test, P> .2), and var-
iances in provisioning rate of different groups were ho-
mogeneous (Levene’s test for homogeneity of variances,
F = 1.09, df = 5,54, P = .37), validating the use of para-

metric tests. Since some nests involved in the egg color
experiment were predated during the nestling period, sam-
ple sizes of parental provisioning behavior differ between
nestling development stages.

Finally, to test the effect of our food supply experiment
on the hypothetical relationship between egg coloration
and nestling phenotype, we explored the relationship be-
tween these variables for control and experimental nest-
lings in a repeated-measures ANCOVA (i.e., treatment as
a within factor and variables related to egg coloration as
covariables). Regression analyses were used to test for the
relationship between effect sizes within nests in our food
supply experiment. All the analyses were performed with
the STATISTICA 6 software (StatSoft 2001), and, conser-
vatively, we used two-tailed P values.

Results
Removal of Wing Feathers and Egg Color

Blue-green egg color intensity of control females captured
before reproduction (R[400-575]/R[300-700], mean =
55.32, SD = 247, N = 12) did not differ significantly
from egg color of females that were captured after laying
(R[400-575]/R[300-700], mean = 55.87, SD = 2.89,
N = 7), suggesting that female capture and handling did
not affect blue-green color intensity of the eggs. The com-
parison of body mass variation of females that were cap-
tured twice before egg laying in relation to experimental
treatment revealed that the experimental removal of wing
feathers had a detrimental effect on female body condition
(repeated-measures ANOVA, body mass of females at dif-
ferent capture dates as within effect, and experimental
treatment as between effect; interaction term: F = 8.56,
df = 1,11, P = .014). While body mass of experimental
females (i.e., with wing feathers removed) decreased be-
tween first and second capture (first capture: mean body
mass = SD = 844 *+ 4.7 g, N = 6; second capture: mean
body mass = SD = 80.7 = 3.1 g, N = 6), that of control
females tended to increased in the same period (first cap-
ture: mean body mass = SD = 81.1 = 3.5g, N = 7; sec-
ond capture: mean body mass = SD = 86.6 = 8.0 g,
N = 7). This effect was independent of time variation
between captures (time between first and second capture:
mean = SD = 8.6 * 3.0 days) because when this infor-
mation was included as a covariate in the previous model,
the interaction term between body mass change and ex-
perimental treatment was still statistically significant
(F = 6.53, df = 1,10, P = .029). Thus, the experimental
removal of wing feathers effectively provoked a reduced
body condition in experimental females.

Control and sham-manipulated females laid eggs that
were more blue-green than those laid by experimental fe-
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575 df = 1,69, P>.9), hatching date (F = 1.66, df = 1,69,
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Figure 3: Weighted means (+95% confidence intervals) of blue-green
coloration (R[400-575 nm]/R[300-700 nm]) of eggs laid (1) by females
with experimentally removed wing feathers (experimental), (2) by females
with sham-manipulated feathers, and (3) by control females. Sample sizes
for each group are shown.

males (treatment effect: F = 2.98, df = 2,29, P = .067;
post hoc comparisons, least significant difference (LSD)
tests: experimental vs. control: P = .049; experimental vs.
sham manipulated: P = .040). Moreover, since blue-green
color intensity of eggs laid by females in the two control
groups did not vary (post hoc comparison, LSD test: con-
trol vs. sham manipulated: P = .81), we pooled data from
the two control groups and increased statistical power of
the comparison of egg coloration between control and
experimental females (F = 6.08, df = 1,30, P = .020).
This result did not change qualitatively even after includ-
ing in the control group females that were not captured
before laying (F = 6.19, df = 1,37, P = .018; fig. 3). Fur-
thermore, our feather removal experiment did not affect
clutch size (treatment effect: F = 1.30, df = 2,29, P =
.29; post hoc comparisons, LSD tests: P> .12) or egg size
(treatment effect: F = 0.02, df = 2,29, P = .98; post hoc
comparisons, LSD tests: P > .83). All these results together
suggest that egg color was affected by the experimental
manipulation of female body condition.

Egg Color and Parental Provisioning

Provisioning effort of spotless starling males in nests where
eggs were not removed (mean feeding rate per hour +
SE = 1.94 £ 0.24) did not differ significantly from that
recorded in experimental nests (mean feeding rate per
hour = SE = 1.57 = 0.23; F = 140, df = 1,70.8, P =
.24) after taking into account the effect of nestling devel-
opment stage (F = 32.7, df = 2,69, P<.0001) and sta-
tistically controlling for number of nestlings (F = 0.004,

1,69, P = .5), and variation in nestling age within each
nestling development stage (F = 0.72, df = 1,69, P =
40). This conclusion did not vary after removing from
the model all nonsignificant terms (effect of the experi-
ment; F = 0.14, df = 1,50.5, P>.7). Therefore, provi-
sioning rates detected in experimental nests (i.e., those that
incubated artificial model eggs) are within the natural var-
iation in provisioning effort of the population.
Blue-green egg chroma of natural eggs was not signif-
icantly related to female feeding effort (first nestling de-
velopment stage: r = 0.13, N = 44, P = 4; second stage:
r = 0.08, N = 40, P = .6; third stage: r = —0.01, N =
34, P = .96), clutch size (r = —0.06, N = 44, P = .7),
or egg size (r = —0.25, N = 42, P = .1). However, males
from nests with experimental dark eggs fed the nestlings
more frequently than those from nests with experimental
pale eggs (fig. 4; final model: F = 775, df = 1,444,
P = .008; full model: F = 4.10, df = 1,49.7, P = .048).
Number of nestlings in the nest (full model: F = 0.02,
df = 1,30, P>.9), variation in nestling age within each
nestling development stage (full model: F = 0.32, df =
1,30, P = .58), and female provisioning effort (full model:
F = 1.56, df = 1,30, P = .22) did not explain a signifi-
cant proportion of the variance in male provisioning rate.
Apart from experimental treatment (see above), only nest-
ling development stage (F = 7.83, df = 2,35, P = .0015),
nest identity (F = 2.67, df = 20,35, P = .005), and
hatching date (final model: F = 3.17, df = 1,35, P =
.08) remained in the final model . Although females tended
to feed their nestlings more frequently in nests with ex-

N=11
35
—O- Pale eggs
- 3.0 —@- Dark eggs
825
) N=11
©
= 20
2 N=10
B 15
2
3 1.0
=
0.5 N=9
0.0

4 9 15
Nestling age (days)

Figure 4: Mean number ( = SE) of provisioning visits per hour performed
by males in experimental nests with pale or dark blue-greenish eggs at
three different stages of nestling development.
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Figure 5: Relationship between blue-green coloration (R[400-575 nm]/
R[300-700 nm]) of eggs and difference in PHA response of food-
supplemented and control nestlings of the same nest. Regression equation
(SE) is also shown.

perimental dark eggs (mean feeding rate per hour +
SE = 5.35 £ 0.32 vs. 4.12 = 0.47), differences did not
reach statistical significance (F = 3.62, df = 1,45.8,
P = .06) after controlling for the effect of male feeding
effort (F = 047, df = 1,36, P = .50), laying date (F =
293, df = 1,36, P = .096), variation in nestling age
within each nestling development stage (F = 3.01, df =
1,36, P = .091), observation time (F = 0.94, df = 1, 36,
P = 40), and nest identity (F = 3.08, df = 20,36, P =
.002). As a consequence, total number of feeding bouts
was larger in nests with dark eggs (mean feeding rate per
hour = SE = 5.05 £ 0.53) than in nests with pale eggs
(mean feeding rate per hour + SE = 7.36 = 0.51; full
model, treatment effect: F = 10.10, df = 1,53, P = .002).

Egg Color and Nutritional Conditioned Traits of Nestlings

As predicted, the effect size of our food supply experiment
on PHA response of nestlings was larger in nests with eggs
reflecting less at the blue-green wavelength (R[400-575]/
R[300-700]: r = —0.61, N = 25, P = .001; fig. 5). The
statistical significance of this relationship did not depend
on the negative effect of the food supply experiment on
PHA response detected in some nests (i.e., PHA response
of control nestlings resulting larger than that of experi-
mental nestlings) because when only using nests with pos-
itive effects, the relationship is still negative and significant
(r=—0.53, N =17, P = .029). Moreover, laying date
(partial B + SE = 0.358 = 0.151, t = 2.37, df =22,
P = .027), but not clutch size (P = .8) or number of
nestlings (P = .8), explained a significant portion of the

variance in difference of PHA response when added to the
model, in addition to the variance explained by the in-
tensity of blue-green egg color (partial 8 + SE =
—0.610 * 0.151, t = 4.04, df = 22, P = .0006). There-
fore, the effect of the experimental food supply varied
depending on blue-green color intensity of the eggs. Fi-
nally, we also detected that the relationship between PHA
response and egg coloration differed between experimental
and control nestlings (repeated-measured ANCOVA, PHA
response as dependent variable; experimental treatment as
a within factor: F = 13.9, df = 1,23, P = .0011; inter-
action between intensity of blue-green color and experi-
mental treatment: F = 13.5, df = 1,23, P = .0013).
While PHA response in nests with low-colored eggs tended
to be lower for control nestlings than for experimental
ones, the opposite occurred in nests with eggs reflecting
more at the blue-green wavelength (fig. 6).

Discussion

In this study, we have found several lines of evidence sup-
porting the hypothesis that blue-green color intensity of
spotless starling eggs is a sexually selected trait of females
that affects paternal feeding effort (SSH). We discuss the
experimental methodologies used, the results in the con-
text of the SSH, and also other alternative hypotheses ex-
plaining our results.

The experiment of wing feather clipping, which invar-
iably provokes high energy expenditure associated with
flying activities (Moller et al. 1995), resulted in a larger
rate of body mass loss of experimental in comparison with
control spotless starling females (see “Results”). This ex-
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Figure 6: Relationship between blue-green coloration (R[400-575 nm]/
R[300-700 nm]) of eggs and PHA response of food-supplemented (open
circles, gray line) and control (filled circles, black line) nestlings.
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perimental effect was detected before egg laying, and thus
experimental females were in poorer condition than con-
trol females when producing the eggshell. Moreno and
Osorno (2003) predicted a relationship between female
condition and intensity of blue-green egg coloration be-
cause it should reflect levels of oxidative stress in laying
females. The use of biliverdin in the eggshell (i.e., blue-
green color) would reflect the oxidative condition of fe-
males because this pigment is a potent antioxidant. In
accordance with the prediction, a positive relationship be-
tween body condition of females and intensity of blue-
green color of their eggs has been empirically shown in
different species (see the first section of this article). Fur-
thermore, Moreno et al. (2006a) showed in a food sup-
plementation experiment that pied flycatcher females pro-
vided with supplementary food before and during laying
laid more intensely colored blue-green eggs than did con-
trol females. In this study, we did not manipulate body
condition of females by food supplementation but by re-
moval of wing feathers, which provoked an extra effort in
flying activities. The effect of this experiment on the in-
tensity of eggshell coloration was predicted solely by the
SSH because of its effect on female oxidative condition.
Because we did not manipulate female nutritional con-
dition directly, differences in egg coloration between ex-
perimental and control females cannot be explained by a
direct effect of pigments in the diet. Consequently, the
effect of wing feather removal on egg color intensity is
consistent with the hypothesis that egg color intensity sig-
nals phenotypic condition in spotless starling females.
Our second experiment investigated the effect of egg
color per se on paternal feeding effort. As predicted by
other postmating sexually selected characters (Burley 1988;
Sheldon 2000), because intense blue-green eggs in the
spotless starling indicate females in good body condition,
males paired with such females should invest differentially
in reproduction (Moreno and Osorno 2003). However, to
know whether egg color is directly affecting male provi-
sioning effort, the association between egg color and fe-
male condition needs to be broken, because males might
be using other clues instead of egg color to assess female
condition. We managed to do this by using experimental
model eggs. These artificial eggs do not reflect at the UV
wavelengths, but their blue-green chroma was within the
limits of blue-green coloration in natural eggs. Differences
between experimental and natural eggs in UV chroma did
not result in different feeding rates of males attending nests
with natural and experimental eggs (see “Results”). More-
over, at the visual part of the spectrum (400-700 nm),
reflectance curves of both dark and pale experimental
model eggs showed a shape similar to the curve estimated
for natural eggs (fig. 1), and chroma of experimental model
eggs was within the natural egg variation (fig. 2). Thus,
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since pale and dark experimental model eggs greatly dif-
fered in their blue-green chroma, our experimental ap-
proach was appropriate to test the effect of egg coloration
on male feeding effort.

After controlling for some potential confounding var-
iables, including female provisioning rate, we found that
males with intense blue-green artificial eggs in their nests
fed the nestlings more frequently than did those males
with pale artificial eggs (fig. 4). An association between
natural egg color and male provisioning effort cannot ex-
plain this result because experimental treatments were ran-
domly assigned and natural eggs were removed from the
nests soon after laying (within a few hours). Moreover,
nestlings raised in experimental nests were not related to
adults feeding them, and thus the possible relationship
between natural egg coloration and nestling phenotypic
quality (e.g., immunocompetence; see above) was broken
with our experimental design. We are not aware of any
hypothesis that could explain the effect of the experiment
with model eggs on paternal feeding effort apart from the
SSH. Therefore, experimental evidence supporting the pre-
dicted relationships between egg coloration and paternal
feeding effort and between female condition and egg col-
oration strongly suggests that blue-green intensity of eggs
is a sexually selected signal in spotless starling females that
affects parental effort of their mates (Moreno and Osorno
2003).

Experimental support for the predicted relationship be-
tween egg color and paternal feeding effort was recently
found in pied flycatchers but not in collared flycatchers.
Moreno et al. (2006b) detected that egg coloration of cross-
fostered eggs predicted relative male contribution to nest-
ling provisioning in pied flycatchers. However, Krist and
Grim (2007) did not find such a relationship when study-
ing collared flycatcher nests with cross-fostered eggs. In
these two experiments, however, males fed nestlings that
hatched from the same eggs that males had seen in their
nests. There is evidence of a relationship between egg color
and differential maternal investment in eggs (e.g., anti-
bodies; Morales et al. 2006), and this maternal investment
could affect the phenotypic quality of nestlings (e.g., im-
munocompetence). Therefore, the results found in pied
flycatchers might be also explained as a consequence of
males adjusting their provisioning effort to offspring phe-
notypic quality rather than to egg color.

The hypothesis of egg coloration being a postmating
sexually selected signal in females also predicts better en-
vironmental conditions for nestling growth in nests with
intense blue-green eggs. In our experiment with model
eggs, we detected an effect of egg coloration on paternal
feeding effort. Moreover, females also tended to feed their
nestlings more frequently in nests with artificial dark eggs.
The effect of the experiment on female feeding effort, al-
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though not statistically significant, may suggest that fe-
males used the feeding effort of their mates to adjust their
own feeding effort. In accordance with this possibility, we
found that female and male feeding effort were signifi-
cantly related (r = 0.52, N = 20, P = .019) but only for
the first nestling development stage. In any case, although
our results suggest a better nutritional environment for
nestlings reared in nests where artificial dark eggs had been
incubated, we did not find any significant effect of the
experiment on nestling phenotypic quality measured at
the end of the nesting period (i.e., PHA response, body
mass, and body condition; comparisons between nestlings
reared in nests with experimental pale and dark eggs:
t<1.08, df = 16, P> .29). However, sample sizes were
quite small (see fig. 3), and thus Type II error (the risk of
not rejecting the null hypothesis when it is false) was quite
large. In addition, we reduced brood size of all experi-
mental nests to two or three nestlings, partly to obtain
nests with similar brood size and partly also to reduce
nestling mortality due to brood reduction. The low level
of sibling competition in experimentally reduced broods
would make it difficult to find significant differences in
nestling phenotypic condition between nests with pale and
dark eggs. Given all these potential problems, to test the
prediction that blue-green egg color intensity in the spot-
less starling predicts environmental (i.e., nutritional) con-
ditions that nestlings experience during development, we
performed a food supply experiment in a subsample of
nests. In agreement with previous food supply experiments
performed in other passerines (e.g., magpies: De Neve et
al. 2004b, 2004¢ barn swallows: Saino et al. 1997), we
found that PHA response (but not body size or condition)
of nestlings was affected by the experiment. Since we ma-
nipulated nutritional conditions of some nestlings in the
nest, between-nest variation in the effect size of our ex-
periment (i.e., difference in PHA response between ex-
perimental and control nestlings) should reflect between-
nest variation in nutritional environments that nestlings
(both experimental and control ones) experienced during
growth. Therefore, we used the difference in levels of im-
mune response between experimental and control nest-
lings in the same nest as an index of nutritional conditions
experienced by nestlings. In accordance with this assump-
tion, we found that laying date was positively related to
the difference in PHA response between experimental and
control siblings (see “Results”). Laying date is a life-history
variable generally negatively related to other variables re-
flecting nestling phenotypic quality. This relationship is
usually explained as the result of a decrease in resource
availability as the season progresses (timing hypothesis)
and also the result of genetic and/or phenotypic quality
of breeders (i.e., parental quality) may decrease with time
(quality hypothesis; e.g., Verhulst et al. 1995; Verboven

and Verhulst 1996; Verboven and Visser 1998; De Neve et
al. 20044a). Both hypotheses suggest that the relationship
between laying date and nestling phenotypic quality is me-
diated by nutritional conditions that nestlings experience
during development. Therefore, the fact that the effect of
our experimental food supply increased as the season pro-
gressed supports our assumption that differences in PHA
response can be interpreted as indicators of nestling nu-
tritional conditions.

As predicted by the SSH, our experiment of food sup-
plementation provoked stronger positive effects in nests
where eggs reflected less at the blue-green wavelengths
(400-575 nmy; fig. 5). Furthermore, the statistical signifi-
cance of such a relationship did not depend on the influ-
ence of some nests where the immune response was lower
in food-supplemented nestlings than in control ones (see
“Results”). Since we did not record parental feeding be-
havior in these experimental nests, we cannot establish a
direct link between our results and paternal feeding effort.
An alternative explanation would be that egg coloration
and offspring quality (i.e., immunocompetence) were pos-
itively related through maternal effects or genetic traits of
females that correlate with egg coloration (Morales et al.
2006). However, even if that was the case, a differential
investment of males in highly colored clutches would have
a selective advantage (see Sheldon 2000). Results from our
egg color experiment showed a differential reproductive
effort of males that encountered experimental dark eggs;
therefore, the finding that blue-green color intensity pre-
dicted the effect of experimental food supply on PHA
response of nestlings can be interpreted as being consistent
with the hypothesis that egg coloration is a sexually se-
lected signal in females.

For nests with very blue-green eggs, our food supple-
mentation experiment tended to have negative effects, with
experimental nestlings showing lower immune response
than their control siblings (see fig. 5). This result was
mainly due to the negative relationship between PHA re-
sponse and blue-green coloration detected for experimen-
tal but not for control nestlings (fig. 6) and may be con-
ciliated with the hypothesis of blue-green coloration
predicting nutritional conditions experienced by nestlings
during development. For instance, it is likely that our food
supplementation affected nestling begging behavior by de-
creasing nestling solicitation. Consequently, experimental
nestlings would have been fed by parents at a lower fre-
quency than expected in the absence of experimental feed-
ing. Moreover, if experimental nestlings demanded less
food, the parents might have allocated more food to the
rest of the brood. Thus, our experiment may have affected
the nutritional condition of both experimental and control
nestlings. Interestingly, the SSH also predicts that parents
should provide not only a larger quantity but also a higher



100 Coloraciones de los huevos y del pico del estornino negro

quality of food for their offspring in nests with more blue-
green eggs than in nests with paler eggs (see Moreno and
Osorno 2003). Therefore, on the one hand, it is possible
that our experimental food supplementation provoked sa-
tiation in experimental nestlings, and control nestlings re-
ceived a larger proportion of the food carried to the nest
by parents. On the other hand, it is also possible that
parents in nests with more colored eggs provided food of
higher quality for their nestlings, contributing to a larger
improvement of the food received by control nestlings in
this kind of nest. If these assumptions are met, a negative
effect of our food supplementation on nutritional con-
ditioned traits (e.g., PHA response) in nests with very blue-
green eggs would be plausible. However, we have no data
on begging behavior of experimental and control nestlings
or on quality of the food provided by adults, and hence
this scenario is merely speculative.

Female sexual ornaments have been traditionally ne-
glected in the study of sexual selection (Amundsen 2000).
Most female ornaments have been studied in relation to
mating investment (Amundsen and Forsgren 2001), but
they are almost unexplored in a postmating sexual selec-
tion context (but see Pilastro et al. 2003). The hypothesis
of egg coloration being a postmating sexually selected trait
offers the possibility of studying processes of sexual se-
lection in females. Until now, research efforts have been
concentrated on studying predictions of the hypothesis
and finding empirical, comparative, and experimental sup-
port (see the first section of this article). In this study, we
found experimental support for the main predictions of
the hypothesis in spotless starlings, and it constitutes one
of the few experimental evidences of differential allocation
in male parental investment in relation to a female char-
acter. Although more experiments to validate the hypoth-
esis in other species are necessary, we think it is time to
further explore quality signaling in females, assuming that
the blue-green color of the eggs in many species is, at least
in part, the result of postmating sexual selection.
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Abstract Many colourful sexually selected signals in
animals are carotenoid-dependent and, because carotenoids
function as antiradicals and immunostimulating molecules,
carotenoid-dependent signals may honestly reflect the
health state of individuals. Some others nutrients like
vitamin A may also enhance health and colouration, but
these have rarely been tested alongside carotenoids in
colourful birds. Here, we examined whether beak colour of
the spotless starling (Sturnus unicolor) reflected circulating
levels of carotenoids and/or vitamin A (retinol). Spotless
starlings are polygynous, sexually dimorphic birds (i.e.
length of chest feathers). The tip of the beaks of male and
female spotless starlings is more intensely coloured at the
beginning of the breeding season and becomes dull after
mating, which may suggest a sexual function. We found
that females have a more intensely coloured beak and
higher plasma carotenoid concentration than males during
mating, and, despite the finding that carotenoid and vitamin
A levels were not significantly related; colour intensity was
positively correlated with plasma concentration of carote-
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noids and vitamin A in both sexes. However, adult beak
coloration was not associated with carotenoid and vitamin
A concentrations after nestlings were hatched. Therefore,
beak colouration of spotless starlings provides information
about circulating levels of carotenoids and vitamins during
the mating season and may potentially function as a reliable
signal of physiological status in the context of sexual
selection.

Keywords Antioxidant - Beak colouration - Plasma
carotenoids - Retinol - Sex differences - Plastic signals -
Vitamin A

Introduction

Signals are any acts or structures that alter the behaviour of
other organisms and often benefit both communicating
parties (Endler 2000; Maynard Smith and Harper 2003).
Zahavi (1975) proposed that signals should reliably indicate
phenotypic quality of individuals by means of differential
costs associated with signal production or maintenance.
Only high-quality individuals could afford such costs,
which therefore assure the honesty of the signal. Honest
signals may act in many different contexts, such as social
status signalling (e.g. Moller 1987; McGraw and Hill 2000)
or sexual selection (e.g. Moller 1988; Petrie 1994).
Carotenoids are one of the most important pigments
responsible for colouration in birds (e.g. skin, feathers), and
in the last few decades carotenoids have attracted the
attention of many behavioural ecologists as potential honest
signals of individual quality (Olson and Owens 1998;
McGraw 2006). Much of the interest in carotenoids centers
on the fact that they cannot be synthesised de novo by

@ Springer



104 Coloraciones de los huevos y del pico del estornino negro

1058

Behav Ecol Sociobiol (2010) 64:1057-1067

animals; rather, they must be acquired from plants and
herbivores in the diet (Kodric-Brown 1989; Hill 1991;
Olson and Owens 1998). Consequently, carotenoid-based
colouration should be linked to an individual's capacity to
acquire food rich in carotenoids and to assimilate and
process those nutrients (Endler 1980; Hill 1999).

Carotenoids may also improve individual health through
their free-radical-scavenging actions (Burton and Ingold
1984; Moller et al. 2000; Chew and Park 2004; Martinez et
al. 2008). However, Costantini and Meller (2008) recently
showed in a meta-analysis of all available studies that there
was no evidence that carotenoids are important antioxidants
in birds. Carotenoids have also been touted as valuable
immunostimulants, perhaps via gene-regulatory or cell-
communication mechanisms (Meller et al. 2000), further
promoting their honesty in colour signalling. Experimental
studies manipulating dietary carotenoid levels (Blount et al.
2003; McGraw and Ardia 2003) and immunocompetence
(Faivre et al. 2003; Alonso-Alvarez et al. 2004) have
produced results consistent with this view.

In addition to the focus on health actions of carote-
noids, Hartley and Kennedy (2004) recently proposed that
some vitamins (e.g. C, E, A) and enzymes with better
antioxidant power than carotenoids would ultimately
protect carotenoids from oxidation, permitting their use as
honest colour signals. Several experimental studies have
shown a positive relationship between non-pigmentary
antioxidants (e.g. melatonin, vitamin E) and colouration in
birds and fishes (e.g. Bertrand et al. 2006; Pérez et al. 2007;
but see Karu et al. 2008), but no work to date has examined
natural covariation among such non-pigmentary antioxi-
dants, circulating carotenoids and colouration in free-living
animals.

Here, we focused on vitamin A, which is a fat-soluble
vitamin that plays key roles in vision, reproduction, growth
and development and can be ingested directly from animal
tissue or formed from carotenoid (e.g. 3-carotene) precur-
sors. Absorption efficiency of vitamin A depends on fat
content of the diet (see review in Debier and Larondelle
2005), and its antioxidant and immune-boosting properties
are also well recognised (Friedman and Sklan 1997). Aside
from applied research in domestic poultry (e.g. Kuenzel et
al. 2006) and some work on the retinol composition of
tissues in free-living seabirds (Wallace et al. 1996; Surai et
al. 2000), very little is known about the antioxidant and
morphological effects of this vitamin in wild birds.

Females may rely on carotenoid-based ornaments as
direct indicators of male condition and male capacity to
acquire nutrients (Andersson 1994; Hill 2002). Further-
more, females may also use carotenoid-dependent charac-
ters to signal their own condition, and, if both males and
females use the same kind of signals, mutual mate
preferences are expected in species with biparental care
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(Burley 1986) such as the spotless starling (Sturnus
unicolor; Soler et al. 2008).

The majority of historical work on carotenoid-based
honest signals in birds has focused on plumage (Hill 2006);
only in a few taxa have the carotenoid-based colourful bare
parts in adult birds been closely examined (e.g. zebra
finches, blackbird, partridge, grouse, boobies; Burley and
Coopersmith 1987; Faivre et al. 2003; Perez-Rodriguez and
Vifiuela 2008; Martinez-Padilla et al. 2007; Velando et al.
2006). The beak of birds can be pigmented by melanin (e.g.
horn, black, grey) and carotenoid (e.g. red, orange, yellow)
pigments. For instance, astaxanthin, x-doradexantin, ado-
nirubin and canthaxanthin are characteristic pigments of red
bird beaks, but are not present in the plasma of the birds
and, consequently, are likely directly metabolised in the
beak (see McGraw 2004). Unlike some carotenoid-
dependent feather ornaments, which are dead tissues, those
that are present in bare-part structures like skin or beak
must be mobilised continuously (Lozano 1994). Therefore,
carotenoid-based signals in bare parts can better indicate
real-time physiological status, body condition and resource
availability, and consequently such signals may be used by
individuals of both sexes to assess the current breeding state
of a mate (e.g. Morales et al. 2009; Velando et al. 2006).
This scenario predicts that within-individual variation in
physiological status (i.e. carotenoid/antioxidant accumula-
tion internally) is associated with intra-individual variation
in carotenoid-based colouration across the breeding season.

Here, we examine relationships between carotenoid-
dependent beak colour and circulating carotenoid and
vitamin A levels across a breeding season in an avian
species with biparental care—the spotless starling. The
spotless starling is a polygynous species (Veiga et al. 2001)
that in our population typically lays clutches of four to five
eggs that, with a few exceptions, are incubated by females
(Soler et al. 2008). Male throat-feather length is positively
correlated with mating success in this species, suggesting a
sexually selected role (Aparicio et al. 2001). Additionally,
the end of the beak in males is yellow, turning grey with a
tone of blue—green at the base. The end of the beak in the
female is yellow, but pink at the base (Fig. 1). After
breeding, the beak loses brilliant colouration and becomes
dusky or even black in winter (Cramp 1998), which may
suggest a sexual role before the reproduction.

The aims of this study were to (1) test for sexual
differences in yellow beak colouration of spotless starlings;
(2) investigate the relationships between beak colouration
and plasma carotenoid levels, plasma vitamin A levels and
body condition of males and females and (3) examine
changes in the association between beak colouration and
plasma carotenoids, vitamin A concentrations, and body
condition across the breeding season. Our initial predictions
are that; (1) males and females should differ in beak
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Fig. 1 Mean spectral reflectance of male (filled triangles) and female (empty triangles) spotless starling beaks. Vertical bars denote 95%
confidence intervals. Photographs of the beak of male and female starlings are also shown

colouration intensity, (2) beak colouration is positively
related with physiological condition in males and females
and (3) because males and females are exposed to different
physiological demands at different reproductive stages (e.g.
nest defence, egg laying, incubation, nestling feeding), the
predicted association between beak colouration and phys-
iological status should differ for males and females.

Methods
Study area and capture of birds

This study was carried out in Guadix (southeastern Spain—
37°18'N, 3 © 11'W) in March—June 2007. We captured and
ringed 64 spotless starlings (30 males and 34 females) at
daybreak (6:30-8:30 a.m.) inside nest boxes (23x23x
35 cm) installed close to or within colonies already
established in old buildings in the area.

Bird were capture at the beginning of the breeding season
(20 March—14 April 2007), when starlings are pairing and
building nests. At the beginning of the nestling stage (2—
3 days post-hatch), we captured 41 reproductive females and
20 reproductive males. Also, 13 males and nine females were
captured at the beginning of the breeding season and after
hatching of their eggs. We determined body mass (pesola,
accuracy of 0.5 g) and tarsus length (digital calliper, accuracy
of 0.01 cm) for all birds. Body condition was calculated as
residuals from the mass-tarsus regression. Finally, by
puncturing the brachial vein, we collected 50 pl of blood in
heparinized tubes within the first two minutes after capture,
thereby reducing the effect of stress on plasma antioxidants
(Romero and Reed 2005; Chastel et al. 2005). Blood
samples were placed on ice (4-5°C) until centrifugation
and plasma was frozen immediately afterwards (at —20°C).

Vitamin A and carotenoid analyses

We analysed retinol (vitamin A; absorbance maximum =
325 nm) and carotenoid levels following the protocol

described in McGraw et al. (2008). Briefly, we thawed and
added 15 pl of plasma to a microcentrifuge tube that
together with 100 pl of ethanol was vortexed for 5 s.
Afterward, we added 100 pl of MTBE and vortexed again
for 5 s. We then centrifuged tubes for 3 min at 12,000 rpm.
We transferred the supernatant to a fresh screw cap
Eppendorf tube and evaporated to dryness with a nitrogen
evaporator in a hood. Next, we resuspended the supernatant
in 200 ul mobile phase, vortexed for 5 s, and injected 50 ul
into a high-performance liquid chromatograph (HPLC;
Waters Alliance® Instrument, Waters Corporation, Milford,
MA). We used a 5 um Waters Carotenoid C-30 column
(4.6x250 mm ID) to determine types and amounts of
carotenoids present. Pigment concentrations were calculated
based on external curves constructed from known amounts
of purified reference carotenoids. All measurements were
made by CN, which reduced variance due to inter-observer
variability, and after obtaining repeatable measurements in
preliminary tests. Analyses were performed blind with
respect to sex and beak. Based on comparison to reference
carotenoids, we identified and estimated concentrations of
cis-lutein, trans-lutein, zeaxanthin, (3-carotene and esterified
carotenoids (Table 1). We summed all concentrations to
determine total carotenoid levels in plasma.

Beak colour measurements

Though avian visual perception can be now modelled in
complex ways, incorporatingretinal sensitivities and ambi-
ent wavelengths (Endler et al. 2005; Avilés et al. 2008),
here we relied on colour variables extracted from spectro-
photometric data that have proved to successfully reveal
individual quality in previous work (see review in Hill and
McGraw 2006). Beak colour was measured three times
(except one bird that was measured only twice) on the distal
yellow part (see Fig. 1). Reflectance spectra were obtained
from 360-700 nm for all birds just after blood sampling
using a spectrophotometer (Konica Minolta Sensing [Seoul,
South Korea], CM-2600d) that estimates values at 10-nm
intervals. Beaks were illuminated at 90° to the measuring
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Table 1 Means and standard deviation for plasma concentrations of
vitamin A and carotenoids (cis-lutein, trans-lutein, zeaxantin, f3-
carotene and esterified carotenoids) in wild male and female spotless
starlings

Antioxidant Male=30 Female=34 Fieo P
Mean (SD) Mean (SD)

Cis-lutein 0.729 (0.099)  0.654 (0.051)  0.18  0.67

Trans-lutein 4.875(0.478)  6.281 (0.412) 439  0.04

Zeaxantin 0.684 (0.088)  0.728 (0.040)  0.05 0.82

3-carotene 0.032 (0.004)  0.041 (0.003) 1.89 0.17

Carotenoid esters
Vitamin A

0.161 (0.017)
0.920 (0.197)

0.226 (0.015)  6.81 0.01
0.903 (0.186)  0.15  0.69

Results of univariate comparisons (Fyr and associated p values)
between sexes for all carotenoids and vitamin A are also shown

surface by a xenon light source, and the reflected light
captured at the same angle. The measurements were taken
relative to standard white (CM-A145, Konica Minolta
Sensing) and dark references (CM-A32, Konica Minolta
Sensing), which we calibrated before measurement of each
bird. From spectrophotometric data, we calculated bright-
ness as mean reflectance at every 10 nm interval from 360—
700 nm. The shape of the spectrum of the beak of females
shows two peaks. The first one corresponds with part of the
range of absorbance of carotenoids (i.e. 450-570 nm;
Britton et al. 1995), whereas the second (570-700 nm)
coincides with the typical gradual increasing spectral shape
of phacomelanins (Prota 1992; Riley 1997; Fig. 1). This
second peak, however, does not appear in the spectrum of
males (Fig. 1).

Because we aimed to study sexual differences in the
carotenoid waveband, we estimated hue and chroma within
the 450-570 nm waveband for males and females. Hue was
calculated as the wavelength at the inflection point of the
spectra within the different wavelength ranks (Keyser and
Hill 1999). Hue is a good indicator of the carotenoid
pigment concentration of the integument in some species
(Saks et al. 2003). Carotenoid chroma was defined as the
proportion of reflectance within the carotenoids waveband
(450-570 nm; Peters et al. 2004) in relation to total
reflectance (360-700 nm). Birds that had high chroma
values for the 450-570 nm interval had low chroma values
for the 570-700 nm interval (see Fig. 1), so chroma
estimates for low wavelength (450-570) were not used in
our analyses.

Multiple measures of coloration in each sampled bird
(see above) were repeatable both in females (brightness: =
0.75, Fgr.165=7.03, p<0.0001; hue (450-570nm): 7=0.63,
Fg>165=4.45, p<0.0001; chroma (so,570nm): 7=0.94,
Fg165=35.77, p<0.0001) and males (brightness: »=0.70,
Fsg.115=5.85, p<0.0001; hue @so-s70nm): =0.47, Fsg=
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2.77, p<0.0001; chroma (450570nm): #=0.94, Fsg 115=29.56,
p<0.0001) Therefore, we used average values per individ-
ual for statistical analyses (Sokal and Rohlf 1981; Zar
1984).

All data, except hue values, approximately followed a
normal distribution (Kolmogorov—Smirnov test for contin-
uous variables, p>0.2). One outlier colour value for a
female (Brightness=469.82; >2 standard deviation [mean=
670.02; SD=95.78]) was eliminated from our data set. We
examined intersexual differences in beak colour measures,
body condition and plasma levels of retinol and carotenoids
using measures obtained at the first capture (30 males and
33 females). We used capture date and the squared capture
date as covariates in statistical analyses since plasma levels
of vitamin A and carotenoids changed during the season
following a quadratic function (multivariate analyses of
variance (MANOVA), Date F595=3.32, p=0.04; Datez,
F595=4,96, p=0.008) (see Ninni et al. 2004).

MANOVA tests were used to assess relationships
between beak colouration (dependent variables) and varia-
bles related to plasma antioxidants (total plasma carotenoid
level (TPCL) and vitamin A level) and body condition as
continuous independent variables. Sex was included as a
fixed independent factor in the analysis. After estimation of
statistical parameters associated with the above factors, we
included in the model the interaction terms between sex and
the continuous independent variables to explore sexual
differences in the relationships between beak colour and
plasma level of carotenoids and vitamin A (see Quinn and
Keough 2002). The association between colour variables
for the beak and plasma antioxidants and body condition
was also explored for birds captured 2-3 days after
hatching. In this analysis, hatching date was included as
an additional covariate to correct for possible seasonal
effects. Finally, for individuals captured twice (i.e. during
mating and subsequently after hatching), we analysed
within-season differences in the association between
beak colouration and plasma antioxidants. In this
analysis, we subtracted the average hatching date in our
population from the capture date that was entered in the
model to correct for possible seasonal trends. Two tailed
p values and alpha level of 0.05 were used for statistical
inference.

Results

Sexual differences

We found sex differences in beak-tip reflectance within the
carotenoid waveband (i.e. 450-570 nm; MANOVA: F; 5;=

48.14 p<0.0001), after controlling for the effect of date
(MANOVA: F;57,=11.69 p<0.0001) and squared date
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(MANOVA: F;553=12.05 p<0.0001). Female beaks were
more saturated (< 59=67.57, p<0.0001) and showed a non-
significant trend to be brighter (# 59=3.32, p=0.051) than
those of males in the carotenoid waveband (i.e. 450-
570 nm; Fig. 2). The hue within the carotenoid waveband
did not vary with sex (Fs59=0.26, p=0.61). Moreover,
males had lower circulating carotenoids in plasma than
females (MANOVA test for differences in total carotenoid
concentration between males and females, including cap-
ture date and capture date squared as covariates; Sex effect:
Fs.56=2.58, p=0.036, see univariate test results in Table 1).
Finally, we did not detect a sex difference in plasma
vitamin A concentration (F 60=0.15, p=0.69).

Correlations among body condition, circulating
antioxidants and beak colour during the mating period

During the mating season, we found a significant positive
relationship between carotenoid hue of the beak tip and TPCL
in both sexes (Table 3). We also detected negative associa-
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Females Males

Fig. 2 Means+SE values of the tip of beak brightness (a), hue (450—
570 nm) (b) and chroma (450-570 nm) (c) for male (»=30) and
female (n=33) spotless starlings

tions between carotenoid chroma and brightness of the beaks
and TPCL after controlling for the effect of sex and date, and
date squared (MANOVA: F553;=19.56 p<0.0001, see
univariate test result in Table 2, Fig. 3). Plasma level of
vitamin A also explained additional variation in beak colour
(i.e. chroma; MANOVA: F; 53=2.90, p=0.04; see results of
univariate tests in Table 2, Fig. 3). Furthermore, the
relationships between beak colour and TPCL, but not those
between beak colour and body condition and vitamin A,
differed for males and females during the mating season
(MANOVA: SexxTPCL: F35,=3.71, p<0.017; Sex xvita-
min A: F35,=0.92, p<0.43; Sexxbody condition: F3s, =
2.23, p<0.09, see results of univariate tests in Table 2). The
relationship between beak brightness and TPCL was positive
in females, but negative in males (Table 3). We also found
that the slope of the relationship between hue and TPCL
was steeper in males than in females (Fig. 3b; see
statistics associated to the interaction term in Table 3). Both
males and females show a negative relation between TPCL
and carotenoid chroma estimated for low wavelengths.
Plasma levels of vitamin A were not related to TPCL
(F1.61=2.00, p=0.16). In addition, there was no significant
relationship between body condition and TPCL (F) s¢=
0.38, p=0.13) or vitamin A (F,59=0.40, p=0.52) after
controlling for sex, capture date and squared capture date
square.

Correlations among body condition, circulating
antioxidants and beak colour after hatching

Neither body condition, TPCL, nor vitamin A explained
colour variables of the beak tip when we analysed these
relationships with individuals caught a few days after
hatching (i.e. chroma (450-570), hue (450-570) and bright-
ness; MANOVA: Body condition F3 46=0.35, p=0.79; TPCL
F346=0.25, p=0.86; Vitamin A F346=0.71, p=0.55), after
controlling for the effect of sex (MANOVA: F; 4,=8.88,
p<0.001), hatching date (MANOVA: F;46=0.67, p=0.57)
and squared hatching date (MANOVA: F3 46=0.90, p=0.45).
The interaction terms between sex and TPCL (MANOVA:
F5.45=2.05, p=0.12), sex and vitamin A (MANOVA: F; 45=
1.25, p=0.30) and sex and body condition (MANOVA:
F545=0.45, p=0.71) did not explain a significant proportion
of variance in beak colouration 2-3 days after hatching.
Only the interaction between sex and squared date was
significant (MANOVA: Fj;45=2.72, p=0.05). Univariate
tests showed that the relationship between hatching date
and chroma (450-570) (F,.47,=8.05, p=0.007), but not for
hue (450-570; F, 47=3.33, p=0.07) or brightness (F 47=
0.06, p=0.80), varied with sex. Chroma (450-570) in-
creased as the season progressed in females (£ 35=35.61,
p<0.0001, »=0.71) but not in males (F; 6=0.09, p=0.76,
r=—0.08).
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Table 2 MANOVA test with bill brightness, hue (450-570 nm) and chroma (450-570 nm) as dependent variables. Sex was used as a fixed factor
and capture date, capture date squared (date?), body condition, vitamin A and total carotenoid plasma level (TCPL) as continuous variables

Chroma (450-570nm)

Hue (450-570nm) Brightness

Variables Wilks's values  Fjs3 P Beta (SE) P Beta (SE) P Beta (SE) P
F'*S.SZ

Sex 0.32 37.21 <0.001  -0.56 (0.07)  <0.001  —0.22 (0.13)  <0.093 0.41 (0.14)  0.005
Date 0.74 6.06 0.001  —1.07 (0.46) 0.025 1.60 (0.84) 0.063 2.55(0.93)  0.008
Date2 0.72 6.78  <0.001 1.05 (0.45) 0.024  —1.57 (0.82) 0.060  —2.75(0.90)  0.003
Body condition 0.96 0.63 0.596 0.03 (0.07) 0.669  —0.07 (0.13) 0.545 0.19 (0.14)  0.183
Vitamin A 0.85 2.90 0.043 0.16 (0.06) 0.010  —0.03 (0.11) 0.777 0.20 (0.12)  0.108
TPCL 0.47 19.56 <0.001 —0.49 (0.06) <0.001 0.556 (0.12) <0.001 —0.36 (0.13) 0.008
Sexxbody condition 0.89 2.23 0.095 0.09 (0.10) 0.379 0.58 (0.12) 0.176 0.45 (0.19)  0.020
Sex * Vitamin A 0.95 0.93 0.435 —0.17 (0.30) 0.561 0.36 (0.54) 0.504 —0.96 (0.58) 0.106
Sex * TPCL 0.82 3.72 0.017 0.54 (0.17) 0.003  —0.56 (0.33) 0.09 0.64 (0.36)  0.082

The effects of interaction terms between sex and continuous variables were subsequently estimated in separated models that also included the
independent variables and therefore degrees of freedoms associated to F values change (F; s3 for estimates of independent variable effects and
F*5. 5, for estimates of the effects of the interaction terms). Univariate results (Beta (standard error) and associated p values) for brightness, hue
(450-570 nm) and chroma (450-570 nm) are also shown. All results are consistent and retain significance after removing non-significant

interactions from the initial model

Temporal changes in beak colour, body condition
and antioxidant levels

The analysis of beak colouration on recaptured birds
revealed that beak colouration was plastic in both male
(MANOVA F4 45=8.9, p=0.00002) and female (MANOVA
F,69=8.7, p=0.00001) spotless starlings. Beaks of females
at the hatching period were less bright, had lower hues and
were more saturated at the carotenoid waveband beaks
compared to those in the mating period. Beaks of males
captured two days after hatching had lower brightness and
chroma (450-570 nm) but higher green—yellow hue (450—
570) than those during the mating period (see Table 4).

Furthermore, for males, TPCL (F) 45=8.74, p=0.005)
and vitamin A (F) 45=7.36, p=0.009) were higher during
the nestling (TPCL, Mean (SE)=9.20 (0.64)); Vitamin A:
Mean (SE) = 1.09 (0.05)) than during the mating stage
(TPCL, Mean (SE) = 6.43 (0.58); Vitamin A: Mean (SE) =
0.93 (0.04)). Similarly, females showed an increase in
vitamin A concentration (F)¢3=6.99, p=0.01; mating
stage: Mean (SE) = 0.90 (0.03), post-hatching stage: Mean
(SE) = 1.03 (0.04)), but a reduction of plasma carotenoid
level (F)¢5=11.96, p=0.0009; mating stage: Mean (SE) =
7.83 (0.48), nestling stage: Mean (SE)=5.22 (0.47)) from
mating to hatching.

Discussion

The main findings of this study were that (1) female
spotless starlings had more colourful beaks and higher
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plasma concentration of carotenoids than males, but not a
higher concentration of vitamin A; (2) beak colouration was
associated with total plasma carotenoid and plasma vitamin
A levels at the onset of mating, but not during the nestling
phase, both in males and females; (3) beak colouration was
a plastic trait that changed differently in males and females
across the different reproductive stages (i.e. from mating to
post-hatching) and (4) from mating to post-hatching stages,
plasma concentration of vitamin A increased in both sexes,
but carotenoids increased in males and decreased in
females. Below, we discuss these results that are consistent
with the hypothesis that beak colouration is a dynamic
signal that reflects changing physiological status (Safran et
al. 2008; Rubenstein and Hauber 2008).

Male birds typically have more colourful carotenoid-
dependent characters than females (Price and Burley 1993;
McGraw et al 2003; Faivre et al. 2003; McGraw and Ardia
2005). However, we found that female starlings had higher
levels of circulating carotenoids than males. This sex
difference cannot be attributed to blood plasma-serum ratio
since males and females did not differ in hematocrit
estimations (unpublished data of the same starling
population from 2005 [male (»=61), mean=52.9%, SD=
3.2; female (n=41), mean=52.2%, SD=2.7] and 2006
[male (n=35), mean=52.4%, SD=3.1.; female (n=48),
mean=>52.1%, SD=2.8], F 153=1.77, p=0.18), even after
controlling for date (F,5,=0.017, p=0.90) and date
square (F)3;=0.074, p=0.79). Beak tips of male and
female spotless starlings did not differ in hue estimates for
carotenoid wavelengths. However beak tips of females
show an additional crest at longer wavelengths (570—
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700 nm) (Fig. 1) and, thus, the beak tips of females are
more colourful than those of males (Fig. 1). These detected
sexual differences may suggest that this character is subject
to more intense selection in females than in males. The
spotless starling, however, is a polygynous species and,
although social polyandry has been detected in our
population (Navarro et al., unpublished data), higher
intensity of sexual selection in females is an unlikely
explanation for the detected sexual dimorphism in beak
colouration. Female acquisition and maintenance of breed-
ing sites is closely related to their breeding success, and
because steroid-hormone implants affect these abilities
(Veiga and Polo 2008) it is likely that other traits showing
phenotypic quality also covaried with the ability of females
to acquire and maintain breeding sites. Beak colour
intensity would thus be a good candidate for signalling in
a female-female competition context.

Independent of whether sexual selection is stronger for
beak coloration in males or females, males selecting
females with colourful beaks are the most likely cause of
the evolution of exaggerated carotenoid-based colouration
of female beaks (Amundsen and Pérn 2006, but see
Rubenstein and Lovette 2009 for cooperative breeding bird
species). It is known that females transfer essential micro-
nutrients, including carotenoids, vitamin A and immune
factors, to the offspring and that the amount of such
substances should be related to females’ phenotype and
physiological abilities (i.e. availability in the female body;
e.g. Morales et al. 2006; Biard et al. 2007). If that was the
case, spotless starling males may select females with more
colourful beaks because they have higher plasma concen-
tration levels of carotenoids and vitamin A, and it is
expected that those females transfer to the eggs larger
amount of those substances than others. Reciprocally, by
evaluating beak colour intensity of males, females may also
estimate male health and condition, since the relationship
between colouration and plasma concentrations of carote-
noids and vitamin A exist in both sexes.

A relationship between beak colour measures and total
plasma carotenoid concentration during the mating season
has been detected in other avian species (e.g. Faivre et al.
2003; McGraw et al. 2003). Mechanistically, this relation-
ship could be explained by concentration-dependent uptake
of carotenoids from blood circulation by rhamphothecal
keratinocytes, (Lucas and Stettenheim 1972). Furthermore,
because the possible influence of sex steroid hormones on
carotenoids and colouration (Alonso-Alvarez et al. 2004),
such a relationship may differ for males and females;
accordingly, we found that the relationship between beak
colour and plasma carotenoid concentration differed signif-
icantly between males and females, with a tighter relation-
ship for males (Table 3). In addition to the fact that
physiological state influences sexual signal expression, we
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cannot rule out the possibility in our correlational study that
signal expression itself (and behavioural responses by
signal receivers) feeds back to affect physiological param-
eters (Safran et al. 2008).

We found for the first time a statistical link between
retinol and integumentary colouration. Research effort to
date has focused on associations between vitamins E and C
and secondary sexual traits. However, vitamin A is
metabolically linked to carotenoids (Debier and Larondelle
2005) and can affect sexual activity (Gaal and Csaba 1998)
as well as integument development (see review in Debier
and Larondelle 2005). Therefore, vitamin A might be
involved in the expression of secondary sexual characters.
An experimental study is now needed to understand
whether or not vitamin A causally impacts carotenoid-
based beak colouration in birds.

Concentrations of plasma vitamin A and carotenoids
were not inter-correlated, which suggests different nutri-
tional or metabolic mechanisms underlying the accumula-
tion of the two biochemicals. Plasma carotenoid
concentration is mainly related to the amount of carotenoids
consumed in the diet, and changes in dietary intake can
very quickly result in changes in plasma carotenoids
(review in Thurnham and Northrop-Clewes 1999, but see
Horak et al. 2004). Consuming a rich carotenoid diet may
result in an increase in plasma retinol, since approximately
10% of consumed carotenoids are in fact pro-vitamin A (i.e.
-carotene) that is transformed to retinol in the intestinal
mucosa (Ganguly et al. 1953; Surai 2002). Plasma concen-
trations of retinol, however, are homeostatically regulated
and should remain relatively constant. High or low plasma
levels of vitamin A might have serious negative effects, but
excess of vitamin A in stored in the liver and released
directly to the blood when plasma concentration of
vitamin A decreases (Thurnham and Northrop-Clewes
1999; Debier and Larondelle 2005). Consequently, varia-
tion in plasma levels of carotenoids and vitamin A could be
related to different physiological activities and therefore
reveal different aspects of physiological condition of
individuals. Independent of the proximate (i.e. physiolog-
ical) mechanisms explaining the associations between
plasma antioxidants and beak colour in spotless starlings,
our results suggest that beak colour of both males and
females may be used by conspecifics as a signal of
physiological status.

Beak colour of male and female spotless starlings
changed during the breeding season, suggesting that males
or females could mutually and continuously evaluate
current mate quality (see Velando et al. 2006). Unlike
some carotenoid-dependent ornaments with no physiolog-
ical activity like feathers (McGraw 2006), carotenoids that
are present in beak or other fleshy (i.e. physiological active)
integuments can be remobilized continuously and may

better indicate ongoing physiological activities. Beak colour
changes were different in males and females, and this may
reflect sexual differences in hormonal activity (Burley et al.
1992; Negro et al. 1998), costs of reproduction (egg laying,
incubation, feeding effort, etc.) across the season and/or
ectoparasitism (Ewen et al. 2009). In any case, the expected
decrease in carotenoids concentration only occurred in
females, while vitamin A increased from mating to hatching
in the two sexes. So, sexual mismatches between changes
in beak colour and carotenoid levels may suggest that
maintenance of such physiologically important chemicals in
the integument (i.e. beak) after pairing is no longer adaptive
for feeding males, but for females trying to affect feeding
effort of their mates (i.e. beak colour as a postmaiting
sexually selected signals that affect investment in repro-
duction of her male). This possibility awaits further
experimental testing.
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Summary:

The hypothesis that eggshell colouration is a sexually selected trait of
female birds is based on the fact that biliverdin, the pigment responsible
for blue-green colours of the eggshell, is a potent antioxidant and that only
females with high antioxidant capacity can deposit higher concentrations
of biliverdin as eggshell pigment. Antioxidants (e.g. carotenoids, vitamins)
are also abundant in the egg yolk, which serve as nutrient reserves for the
developing embryo, and eggshell colour intensity may reflect maternal
investment in yolk antioxidants. Here, we test the relationship between
blue-green eggshell colour intensity and concentration and amount of
carotenoids, vitamin A, and vitamin E in the egg yolk of spotless starling
(Sturnus unicolor), a species for which we have previously shown good
evidence of sexual selection driving egg coloration. As could be extrapolated
from the hypothesis of sexual selection driving the evolution of blue-green
eggshells, we found that eggshell colour intensity was positively related
to the concentration and amount of carotenoids and vitamin E in the
yolk. Thus, mothers may use egg colour intensity to signal to fathers
the antioxidant status of their offspring. Moreover, we provide evidence
suggesting that maternal yolk investment in more coloured eggs can also
explain the detected association between feeding decision of males and
egg colour intensity that we have found previously in this species.

Key words: egg colouration, carotenoids, vitamin A, vitamin E,
sexual selection.
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INTRODUCTION

The hypothesis that eggshell colouration is a sexually selected traits
of females (EC hypothesis) in species with biparental care suggests that
colour intensity of the eggshells of birds reveals the condition of females at
the time of laying and is used by males as a cue to determine their parental
effort (Moreno and Osorno 2003; Soler et al 2008). This hypothesis is
based on the antioxidant capacity of eggshell pigments, such as biliverdin
(Kennedy and Vevers 1976, Stocker et al. 1987). Because females are
thought to be under high levels of oxidative stress during breeding (e.g.
Von Schantz et al. 1999, Alonso-Alvarez et al. 2004), only those with a
high antioxidant capacity would be able to deposit higher concentrations
of biliverdin in eggshells (Moreno and Osorno 2003).

Three main predictions emerge from the EC hypothesis. First, the
intensity of blue-green coloration should reflect female condition at the
time of laying. This prediction has received empirical and experimental
support (Moreno et al. 2005, Siefferman et al. 2006, Krist and Grim 2007,
Hanley et al. 2008,). Second, the hypothesis posits that males should
adjust paternal behaviour as a function of blue-green eggshell colour
intensity. Some findings support that idea that males provision young
more when they hatched from more colourful eggs (Moreno et al. 2004,
Hanley et al. 2008, Soler et al. 2008, Morales et al. 2010), but this is not
always the case (Krist and Grim 2007, Hanley and Doucet 2009, Reynolds
et al. 2009). In spotless starlings (Sturnus unicolor), Soler et al. (2008)
showed that the intensity of egg coloration significantly influenced male
effort. Third, the hypothesis predicts that shifts in paternal effort as a
result of egg coloration should translate to higher offspring fitness, but
this prediction has received indirect support only (Soler et al. 2008).

Egg colouration may also signal egg quality (Morales et al. 2006,
Hargitai et al. 2010). Birds provision their egg yolks with nutrients,
hormones, antibodies, as well as antioxidants (e.g. vitamin A, vitamin
E, and carotenoids) that can aid in development, growth, and health
of offspring (Surai et al. 2001a, b, Saino et al. 2003). Studies have
shown that blue-green colour intensity of the eggshell can reflect yolk
immunoglobulin concentration in pied flycatchers (Ficedula hypoleuca;
Morales et al. 2006), yolk testosterone titer in spotless starlings (Lopez-
Rull et al. 2008), and yolk carotenoid concentration in European cuckoos
(Cuculus canorus) and great reed warblers (Acrocephalus arundinaceus)
(Hargitai et al. 2010). However, Cassey et al. (2008) failed to show such
relationships in two thrush (Turdus sp.) species.
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Carotenoids are important for offspring fitness and for regulation
of embryonic development, gene expression, and the activity of growth
factors and hormones (Hofmann and Eichele 1994). Carotenoids in eggs
also affect the development and the expression of some components of
the immune system related to probability of offspring survival (Saino et al.
2003, Blount et al. 2003, McGraw and Ardia 2003), and provide the embryo
with defences against oxidative stress in tissues (Surai and Speake 1998).
Others compounds present in the egg yolk, such as vitamins A and E, also
contribute to antioxidant defences and therefore to offspring development
(Surai et al. 2001b). The integrated antioxidant system of developing
animals is quite complex (Surai 2002), as different carotenoids can occur
(e.g. carotenes, hydroxycarotenoids, ketocarotenoids) with different
antioxidant activity and with different interactions with vitamins and
other antioxidant components (e.g. enzymes) (Catoni et al. 2008). There
are also important ecological and genetic factors underlying interspecific
variability in antioxidant composition (Tella et al. 2004, Cohen et al.
2009), and it is likely that different kinds of antioxidants affect embryonic
development in different ways.

Here, we investigate the hypothesis that the intensity of blue egg
colouration signals maternal investment in yolk carotenoids and vitamins
in a species, the spotless starling, for which support for the three main
predictions of the EC hypothesis has been previously found (see above).

MATERIAL AND METHODS

Spotless starlings are sexually dimorphic and typically socially
monogamous (Navarro et al., unpublished data). Eggs are blue-green in
colour, with a small peak in the ultraviolet (300-400 nm) range (Soler et
al. 2008). Females lay one egg daily (Cramp 1998), and start incubation
before clutch completion, which determines asynchronous hatching
(Cramp 1998). In our population, clutch size is 4 or 5 eggs (Soler et al.
2008) and females typically incubate eggs.

The study was carried out in Guadix (37918'N 3°11'W), south-
eastern Spain, during the breeding season of 2008, on colonies of spotless
starlings that breed in nest-boxes. We visited each nest-box every 3-4
days during the laying season. Once we detected egg(s) in the nest, we
started to visit the nest every day to determine the end of laying. Intra
specific nest parasitism has been demonstrated in spotless starling (Calvo
et al. 2000), but our daily visits allowed us to eliminate eggs laid by
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other females. Although we have not accounted for paternal identity in
statistical analyses, each nest was attended by a single male. Because
starlings lay one egg per day, we could then calculate the date on which
females started to lay (hereafter, laying date). Two days after the end of
laying, we randomly collected 38 eggs, two eggs from 16 nests and one
single egg from 6 additional nests. Nests from which we collected one or
two eggs did not differ in clutch size (t = -0.67, df = 20, p = 0.51), egg
colour (t = 0.44, df = 20, p = 0.66) or antioxidant content (PC1 t = 1.46,
df =20, p =0.16; PC2t = 2.03, df = 20, p = 0.06; PC3t = 1.01, df = 20,
p = 0.32). To reduce the possible influence of laying date in our analyses,
we limited our sample to nests that were initiated over a 6-day period
(n = 22, SD = 1.59 days) at the peak of reproduction. After collecting
eggs, we immediately transported them to the lab in a portable cooler, and
measured eggshell colour in a dark room. Thereafter, following previous
work (e.g. Borttoloti et al. 2003), we stored eggs in a -20°C freezer.

Egg measurements

All eggs were weighed with a digital balance (accuracy = 0.001 g) and
measured with digital callipers (length and width to the nearest 0.01 mm)
before frozen. Egg yolks were weighed from frozen eggs. Egg volume was
calculated using Hoyt (1979). Variation in egg mass, egg volume and yolk
mass were significantly higher among than within nests (volume of eggs:
R = 0.65, F =471, p = 0.001; egg mass: R = 0.51, F = 3.08,

15,16 15,16

p = 0.01; weight of yolk: R = 0.46, F = 2.70, p = 0.02), so we used

15,16
mean values per nest in statistical analyses.

We measured egg colour on five randomly selected areas of the
surface of the egg along the long axis (Aviles et al. 2006). Reflectance
spectra (300-700 nm) were recorded by using an Ocean Optics S2000
spectrometer connected to a deuterium-halogen light (D2-W, mini) by
a coaxial reflectance probe (QR-400-7-UV-vis) and the OOIBase32™
operating software (Ocean Optics, Inc., Dunedin, FL, USA). Reflectance
was measured with the probe placed at a constant distance (2 mm) and at
an angle of 459. Measurements were taken relative to complete darkness
and a standard white reference (WS-2).

Though avian visual perception can be partially modelled in complex
ways, by incorporating retinal sensitivities and ambient wavelengths
(Endler et al. 2005; Aviles et al. 2008), here we relied on colour
variables extracted from spectrophotometric data that have proved
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successful in revealing individual quality in previous work (Siefferman et
al. 2006). So, as a variable indicating intensity of blue-green coloration,
we used the proportion of total reflectance within the blue-green region
(R400-575/R300-700) of the spectrum (Siefferman et al. 2006, Soler et al.
2008). Biliverdin shows the lowest absorbance (Falchuk et al. 2002) within
the blue-green region (400-574 nm), where reflectance of starling eggs
reaches its maximum (see Fig. 1 in Soler et al. 2008). Furthermore, we
know that total reflectance in this region is related to biliverdin concentration
in the eggshell of spotless starlings (Lopez Rull et al. 2008). Colour estimates
for the same eggs showed high repeatability R=0.93;F ,,,,=31.14; p<10~7),
whereas mean values per egg showed moderate intra-nest repeatability
(R400-575/R300-700; R = 0.62; F, . = 4.22; p = 0.003) (Harper, 1994).
Thus, we used mean values for each nest in subsequent analyses.

After measuring eggshell coloration, eggs were frozen (-20°C) in
individualized hermetic plastic bags and protected in a dark cardboard
box. On the following day, yolk and albumen were separated from frozen
eggs using a scalpel and blotting paper for later antioxidant analyses.
Yolk samples were again frozen (-20°C) in cryotubes and stored in dark
cardboard boxes for 165 days, at which point the samples were stored in
a -800° C freezer until antioxidant analyses were performed 109 days later.

Antioxidant analyses

Lipid-soluble carotenoids and vitamins were extracted from yolks
following McGraw et al. (2005). Based on comparison with standards, we
detected retinol (vitamin A), tocopherol (vitamin E), cis-lutein, trans-lutein,
zeaxanthin, two unidentified ketocarotenoids (lambda-max = 473 and 474
nm), and B-carotene (Table 1). Concentrations of vitamins A and E and of the
different carotenoids were calculated based on external curves constructed
from known amounts of each purified reference compound. Total amounts of
compounds were calculated by multiplying compound concentration x total
yolk mass. All measurements were made by KIJM, which reduced variance due
to inter-observer variability, and after obtaining repeatable measurements in
preliminary tests. Analyses were performed blind with respect to egg colour
values. We found moderate within-nest repeatability for concentrations of
most of these compounds (vitamin E: R = 0.76; Fis16 = 7.23; p = 0.0001;
trans-lutein: R = 0.68; F15,1s = 5.30; p = 0.0009; cis-lutein: R = 0.62;
Fis16 = 4.27; p = 0.0032; zeaxanthin: R = 0.70; F; ., = 5.56; p = 0.0007;

1506 = 13.30; p < 0.00001; and B-carotene:

ketocarotenoids: R = 0.86; F
R = 0.66; F = 4.84; p = 0.0016) with the exception of vitamin A

15,16
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(R =0.03; F

15,16

= 1.07; p = 0.44). Thus, we used the mean value per nest

for the repeatable variables, while for vitamin A we used the value from a

randomly selected egg.

N=22 Mean (SD) PC1 PC 2 PC 3
Vitamin A concentration 9.52 (2.18) 0.13 -0.86 -0.31
Vitamin A total 11.88 (3.13) 0.16 -0.81 -0.33
Vitamin E concentration 199.39 (84.94) 0.88 -0.27 -0.08
Vitamin E total 246.76 (106.35) 0.90 -0.25 -0.12
Cis-lutein concentration 26.28 (10.61) 0.97 -0.08 0.04
Cis-lutein total 32.65 (13.22) 0.98 -0.05 0.00
Trans-lutein concentration 135.50 (51.72) 0.98 -0.10 -0.06
Trans-lutein total 168.83 (66.35) 0.96 -0.06 -0.10
Zeaxanthin concentration 23.92 (9.68) 0.96 0.17 -0.03
Zeaxanthin total 29.78 (12.51) 0.95 0.19 -0.06
Ketocarotenoids concentration 10.60 (5.14) 0.21 -0.41 0.88
Ketocarotenoids total 13.09 (6.05) 0.21 -0.41 0.88
B-carotene concentration 0.89 (0.56) 0.52 0.75 0.11
B-carotene total 1.10 (0.70) 0.56 0.74 0.09
Factor loading 0.57 0.22 0.13

Table 1. Means (SD) for concentration and total yolk vitamin A, vitamin E and
carotenoid (cis-lutein, trans-lutein, zeaxanthin, unidentified ketocarotenoids and
B-carotene) levels (pg/g). Factor loadings for the principal components as well as
the relationships with different antioxidants are also shown.

Statistical analyses

All variables approximately fitted a normal distribution (Kolmogorov-
Smirnov test for continuous variables, p > 0.2). To reduce the number
of independent variables and problems of collinearity, we performed a
Principal Components Analysis (PCA). Amounts and concentrations of
total yolk carotenoids and vitamins were highly positively correlated
(one-way ANOVAs, F, .. = 526.95, p < 0.00001, R > 0.96) and, thus,
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we used PCAs on amounts and concentration values for the different
carotenoids and vitamins analysed. PCA summarized the fourteen
variables into three orthogonal principal component axes. The first
principal component (PC1) explained 57% of the variation and described
variation in concentration and amount of yolk vitamin E, cis-lutein, trans-
lutein and zeaxanthin. The second principal component (PC2) explained
22% of the variation and was related to concentration and amount
of vitamin A (negatively) and B-carotene (positively) concentration.
The third principal component (PC3) explained 13% of the variance
and was positively associated with concentration and amount of yolk
ketocarotenoid (Table 1).

Blue-green colour intensity was used as the dependent variable and
concentrations and amount of vitamins and carotenoids (PC1, PC2 and
PC3) as independent variables in General Regression Models (GRM). All
analyses were performed with Statistica 6 software (Statsoft 2001).

RESULTS

The carotenoids and vitamins in the yolk of spotless starling eggs
were similar to those found for other species (Cassey et al. 2005). On a
Mg/g basis, vitamins A and E represented 2% and 49% respectively of the
total chemicals studied in the egg-yolks of spotless starlings. Carotenoids
comprised the remaining 49% of total antioxidants analysed in egg-yolks,
with the common xanthophyll lutein being the dominant form (Table 1).

We found a significant positive relationship between the
intensity of blue-green coloration of eggshells of starlings and
concentration and amount of some (PC1: F . = 8.10, p = 0.011,
Beta(SE) = 0.55(0.19)), but not other yolk antioxidants (PC2:
F,,s=0.35,p=0.56,Beta(SE) = 0.12(0.19),; PC3: F, ,,=0.02,p =0.89,
Beta(SE) = 0.03(0.19)) (Figure 1). The full model explained 21% of
variance in egg colour intensity (R*>= 0.21, F, ; = 2.82, p = 0.068).
Results did not change when we used one randomly selected egg per nest
or included the non-significant effect of laying date in the model (result
not shown). The inclusion of the non-significant effect of egg volume
(F,,, = 4.38, p = 0.052, Beta(SE) = 0.40(0.18)) in the model did not
affect the significance of the relationship (PC1: F, ,, = 6.76, p = 0.019,
Beta(SE) = 0.47(0.18). Thus egg colour intensity of spotless starling
eggs was positively associated with the most abundant antioxidants in
the egg yolk (lutein, zeaxanthin, and vitamin E).
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DISCUSSION

We found that blue—green colour intensity of eggshells of spotless
starlings was positively related to the concentration and amount of vitamin
E, and two common hydroxycarotenoids, lutein and zeaxanthin, in egg
yolk. Carotenoids and fat-soluble vitamins are valuable micronutrients for
developing embryos that can affect hatching success (Surai et al. 2001a,
Mgller et al. 2008), nestling immunocompetence (Saino et al. 2003), and
survival of birds (McGraw et al. 2005). We have previously shown that
paternal effort of starlings increased for bluer clutches of eggs (Soler et al.
2008), which was interpreted as the adjustment of males to female condition
(i.e. antioxidant, immunological, hormonal status) (Moreno and Osorno
2003). Our results here suggest that this adjustment may also be related to
maternal investment in egg yolk and embryos (Morales et al. 2006).

Biliverdin, the pigment responsible for the blue-green colour of the
eggshell, is a potent antioxidant synthesized by egg-laying females that
may combat oxidative stress (Stocker et al. 1987). Other antioxidants
like carotenoids and some vitamins (i.e., A, E) cannot be synthesized de
novo by vertebrates, and are obtained in food. Carotenoids are therefore
limited resources for females to include in eggs (Blount et al. 2004).
Carotenoids, however, may not always exhibit direct antioxidant activity
in vitro (Costantini and Mgller 2008), but may work in concert with other
non-pigmented antioxidants, such as some enzymes and vitamins, to
boost health (Hartley and Kennedy 2004). This is why some authors
have suggested that carotenoids can function as signals revealing the
availability of non-pigmented antioxidants in the body (or eggs) (Bertrand
et al. 2006, Pike et al. 2007, Perez et al. 2008). Thus, it appears that only
females in optimal oxidative balance will be able to lay highly pigmented
blue-green eggs that have elevated yolk concentrations of carotenoids
and vitamins.

Associations between pigmented and non-pigmented antioxidants,
such as vitamin E, are not always detected. In a study of blood plasma
antioxidants from 99 bird species, Cohen and McGraw (2009) did not
find associations between levels of vitamin E and carotenoids in plasma.
Here, we found that blue-green colour intensity was associated with
both vitamin E and carotenoid concentrations and, although we did not
measure directly the biliverdin content in eggshell, previous work has
shown such an association (Lopez Rull et al. 2008). Moreover, it is known
that pigment allocation to eggs decreases plasma antioxidants in collared
flycatcher females (Morales et al. 2008). Thus, the relationship between
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eggshell colour intensity and yolk vitamin E levels could be an example
of the use of pigmented antioxidants in the eggshells for signalling both
non-pigmented and pigmented antioxidant molecules.

We failed to find a relationship between egg pigmentation and
concentration of vitamin A in the egg yolk. Yet we have previously found
that vitamin A concentrations in plasma are linked to plasma carotenoid
concentrations of adult starlings, and that both plasma vitamin A and
carotenoid concentrations covaried with beak colouration of males
and females (Navarro et al. 2010). Vitamin A plays an important role
in vision, health, and other life history traits of birds (i.e. Cohen et al.
2009). However, its role in embryonic development is not so clear, and
apparently carotenoids and vitamin E were more important than vitamin
A for avian embryos (Blount et al. 2000) (i.e. low levels of antioxidants,
such as vitamin E, are associated with a decrease hatching success and
slow embryonic development in birds (Wilson 1997)). In sum, the results
of our two studies of spotless starlings suggest that females advertise
to males their physiological characteristics, including vitamin A status,
through the colour of their bills, while signalling maternal investment in a
different vitamin (E) through the colour of their eggs.

As far as we know, only Cassey et al. (2009) and Hargitai et al. (2010)
have previously tested the relationship between egg-yolk antioxidants and
eggshell colouration. The former studied eggs of two species of thrushes,
and failed to detect a relationship, while the later found a relationship
with blue-green chroma of eggshells of the European cuckoo and of
the great reed warbler and antioxidants. Here, we also found that the
strength of the relationships between carotenoids and egg colouration
differed for different types of carotenoids. Intensity of blue—green eggshell
colouration was positively correlated with yolk concentration and amount
of vitamin E, trans-lutein, cis-lutein and zeaxanthin (PC1), but not with
other carotenoids. A possible reason for this association between vitamin
E, trans-lutein, cis-lutein and zeaxanthin (PC1) could be that zeaxantihn
is a stereoisomer of lutein and both accumulate at similar levels in tissues.
Also, it has been suggested that these two carotenoids may play analogous
functions to vitamin E (a- tocopherol) in the liver of embryos. Later in
development, zeaxanthin and lutein are gradually replaced in this function
by vitamin E (see review in Surai et al 2001c¢).

In conclusion, our results support the hypothesis that blue-green
eggshell colour intensity is associated with carotenoid and vitamin content
of egg yolk in a species, the spotless starling, where crucial predictions of
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the hypothesis that egg coloration is a sexually selected trait of females
has been previously tested experimentally (Soler et al. 2008). Eggs of
exaggerated blue-green colouration would be of higher reproductive value
for spotless starling males not only because it reflects phenotypic quality
of females, but also maternal investment in egg yolk antioxidants.
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