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RESUMEN

as crias de un gran numero de especies animales, incluyendo

los humanos, necesitan de los cuidados de sus padres para su

correcto desarrollo y supervivencia. Para obtener estos
cuidados recurren a un elaborado conjunto de senales, tanto auditivas
como visuales, como llamadas, movimientos o patrones de coloracion
bucal, que transmiten a sus padres sus necesidades. En el caso de los pollos
de aves altriciales, con estas senales de peticion, tratan de influir en la
cantidad de alimento aportado al nido y a su reparto que, debido a su rapido
desarrollo, es un factor condicionante de su fitness. La enorme complejidad
de estas senales ha sido entendida como la expresion fenotipica de un
subyacente conflicto de intereses entre pollos y padres en cuanto a ese
aporte y reparto de alimento, denominandose conflicto paterno-filial. Se
han planteado un gran numero de modelos que analizan como se resolveria
este conflicto dando lugar a una estabilidad evolutiva de este sistema de
comunicacion y, en general, coinciden en que, de acuerdo a la teoria del
Handicap, es necesario la presencia de un coste asociado y proporcional a
la intensidad de dichas sefales para garantizar la honestidad de las mismas.
Estos costes asociados podrian ser indirectos, afectando a su eficacia
bioloégica inclusiva, o directos, afectando a su propio fitness. Algunos de
estos costes serian, por ejemplo, costes de depredacion, energético-
metabodlicos, de crecimiento o a nivel inmunolégico. El parasitismo, debido
a sus efectos negativos sobre los pollos, podria tener un impacto sobre este
comportamiento, considerandolo como un factor importante tanto a nivel
ecologico como evolutivo.

El objetivo de esta tesis es estudiar la posible presencia de los
costes a nivel de crecimiento e inmunolégico, asociados al
comportamiento de peticion en pollos de papamoscas cerrojillo (Ficedula
hypoleuca), asi como la posible influencia del estado parasitario en este
comportamiento. Esto fue posible mediante el estudio de los tiempos,
intensidades y latencias de peticién de los pollos a diferentes niveles de
privacion del alimento en condiciones de laboratorio, mediante el uso de la
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Ciproheptadina, farmaco estimulante del apetito, tanto en condiciones de
laboratorio como en condiciones naturales, y con la cuantificacion del
estado parasitario de los nidos.

Los resultados de los experimentos realizados nos mostraron que,
en condiciones de laboratorio, los pollos de papamoscas cerrojillo no
mostraron evidencias de un coste a nivel de crecimiento asociado al
esfuerzo de peticion. Sin embargo, si se encontraron evidencias de un
coste a nivel inmunologico asociado a dicho esfuerzo, mostrando aquellos
pollos que realizaron un mayor esfuerzo una capacidad de montar una
respuesta inmune reducida.

En condiciones naturales los resultados de nuevo no mostraron
evidencias de un efecto sobre la condicion fisica, la longitud del tarso ni el
peso en los pollos al finalizar su periodo de desarrollo y, por tanto, al igual
que en condiciones de laboratorio, no se encontré un coste a nivel de
crecimiento. De nuevo, al igual que en el laboratorio, si se encontraron
evidencias de un coste a nivel inmunolégico, presentando también los
pollos que realizaban un mayor esfuerzo de peticion una capacidad inmune
reducida.

También en condiciones naturales se encontré un efecto negativo
del esfuerzo de peticion sobre dos variables hematologicas, el ratio
Heterdfilo/Linfocito y el numero de Heterdfilos por cada 10.000
Eritrocitos, ambas relacionadas con la probabilidad de supervivencia y
reclutamiento.

Por ultimo, los resultados nos mostraron que la parasitacion tiene
un efecto limitante y negativo sobre el esfuerzo de peticion, mostrando los
pollos que sufrian parasitacion, a igual condiciones nutricionales, un
esfuerzo de peticién menor.
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ABSTRACT

great amount of animal species’ offspring, including human

beings, need parental care to survive and to achieve an

accurate development. To secure this care, offspring appeal
to an intricate set of signals, including visual and hearing ones as calling
signals, movements or coloring mouth patterns to inform their parents
about their needs.

Referring to altricial nestlings, with these begging, they try to

influence in the amount of food parents provided and its distribution, that
due to its quick development, it is a decisive factor of their fitness.
The exceptional complexity of these signals has been understood as a
phenotype expression of an intricated conflict of interest amidst nestlings
and their parents as regards food supply and distribution, this is called
parent-offspring conflict. A large number of models have tried to analyze
how this conflict could be solved giving rise to an evolutive stability of this
complex communication system and, overall, taking into consideration the
Handicap theory, all these models agree on the necessity of an associated
and proportional costs to the intensity of signals to guarantee its integrity.
These associated costs would be indirect, affecting biological inclusive
fitness or direct costs, affecting nestling fitness. Some of these costs would
be, for instance, predation cost, metabolic-energetic, growth or immune
ones. The parasitism, due to negative effects on nestling, could have an
impact on this behavior, considering this as an essential factor both at the
ecological and evolutionary level.

The objective of this PhD project is to study the possible presence
of the costs to a growth and immunological level associates to begging in
pied flycatcher nestlings (Ficedula hypoleuca), as well as the feasible
influence in their parasitism status in this behavior. This has been possible
by means of studying time, intensity and latency of the begging behavior at
different levels of food privation in laboratory, by the use of
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Cyproheptadine, a medicine appetite stimulating, both in laboratory and
natural conditions, measuring the parasitism status of nests.

The results of the experiments carry out have shown that, both
laboratory and natural conditions, pied flycatcher nestlings did not show
evidences of a growth cost associated to begging effort. However,
evidences were found in animmune level cost associated to begging effort.
Nestlings that shown higher effort suffered a lower ability to produce an
immune respond.

Also, in natural conditions the results have shown a negative effect
of begging effort over two hematological variables, Heterophil to
lymphocyte ratio and Heterophil number for each 10.000 Erythrocytes,
both associated to the probability of survival and recruitment.

Lastly, the results have shown that parasitism has a limited and
negative effect on begging effort, showing that parasitized nestlings, in
same nutritional conditions, shown lower begging effort.
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INTRODUCCION
GENERAL




Senales y comportamiento de peticion

nun gran numero de las especies animales las crias dependen

durante su desarrollo de los cuidados parentales de sus

padres (Clutton-Brock, 1991), los cuales les aportan
proteccion, ayuda en el mantenimiento de la temperatura corporal y otros
cuidados, entre los que destaca el aporte de alimento. Las crias demandan
estos cuidados y aporte de recursos a sus padres mediante un complejo y
elaborado conjunto de senales de peticion, tanto auditivas como visuales.
Estas senales incluyen posturas, patrones de coloracion bucal, sonidos y
movimientos llamativos con los que transmitir a sus padres sus
necesidades (Budden & Wright, 2001; Kilner, 2002; Kilner, 2006),
influyendo en la cantidad de alimento aportado y en su reparto por parte de
los mismos (Budden & Wright, 2001; Kilner & Johnstone, 1997; Kilner, 2002)

Estas sefnales y comportamientos tienen especial importancia
cuando nos centramos en las especies de aves altriciales, cuyos pollos
presentan un desarrollo temprano muy rapido (Erickson et al., 2001), el cual
debe ser sustentado por un aporte de recursos muy elevado por parte de
los padres para cubrir dichas necesidades (Starck et al., 1998). Esta especial
importancia es debida a que un aporte insuficiente de alimento por parte
de los padres durante el desarrollo de los pollos provocaria en los mismos
un desarrollo y crecimiento por debajo del 6ptimo, lo cual podria conllevar
consecuencias a largo plazo y de forma duradera, no sélo en la
supervivencia temprana del individuo, sino a lo largo de toda su vida y por
ello en su fitness (Lindstrém, 1999; Metcalfe & Monaghan, 2001).

Sin embargo, y a pesar de su importancia, el conjunto de senales
que conforman el comportamiento de peticion de alimento, al igual que
otras senales comunicativas como pueden ser los comportamientos de
cortejo (Andersson, 1994), parecen presentar una excesiva complejidad.
Estas senales incurren en gastos energéticos o de recursos elevados o
aumentan la atraccion de posibles depredadores. Esta complejidad y gasto
es elevado, especialmente si su uUnica finalidad es la de garantizar una
correcta transmision de recursos.
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Conflicto paterno-filial

a razon de esta exagerada complejidad en el conjunto de las

senales de peticion, en especies iteroparas que presentan

reproduccion sexual y cuidado parental, ha sido explicada
como la manifestacion visible de un conflicto genético entre los padres y
los hijos en cuanto a la cantidad de alimento a aportar al nido y a su reparto,
denominado conflicto paterno-filial (Trivers, 1974).

Partiendo del hecho de que los padres y los pollos dentro de una
nidada estan emparentados genéticamente, cabria esperar entre ellos una
colaboracién, de forma que todos ellos maximizaran los beneficios
obtenidos en forma de eficacia bioldgica (Platt & Bever, 2009; Wilson &
Clark, 2002). Sin embargo, se debe tener en cuenta que la relacion genética
y de parentesco tanto entre padres e hijos como entre hermanos es de 0.5
(Hamilton, 1964), lo que implica, al no compartir un 100% de sus alelos,
intereses individuales que pueden desembocar en una competencia entre
individuos emparentados (West et al., 2002). Dado que, como hemos
mencionado, la relacion de parentesco es de 0.5 entre los individuos de una
nidada, ello conlleva que los costes (C) y los beneficios (B) en un
determinado nivel de cuidado parental difieran en funcién del punto de
vista de cada individuo. Para los padres, el aporte de alimento y el esfuerzo
de cuidado parental invertido sélo redundarian en un beneficio del 0.5,
siguiendo la relacion de parentesco mencionada, mientras que para los
pollos seria de 1, beneficiandose de toda la inversion parental. Sin embargo,
los costes (C) que implica el esfuerzo parental, entendidos como la posible
reduccion del numero de futuros hijos para los padres y por tanto de
futuros hermanos para los pollos, seria la misma ya que a ambos los uniria
una relacion de 0.5 con esos futuros pollos (Figura 1). Estas diferencias
entre los beneficios (B) obtenidos por padres y pollos para un mismo coste
(C) en un determinado nivel de inversion de cuidado parental conllevan, por
lo tanto, a que el nivel dptimo de recursos a aportar y de esfuerzo parental
ainvertir en la nidada difiera en funcién del punto de vista de los pollos y los
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padres dando lugar al mencionado conflicto paterno-filial (Clutton-Brock,
1991; Mock & Parker, 1997; Kilner & Hinde, 2008).

a)

c/2

INVERSION PARENTAL

Figura 1: (g) Trivers (1974) y (b) Lazarus & Inglis (1986). Beneficios (B) y costes (C)
ae la inversion parental segun el nivel de inversion, para padres e hjjos. P: nivel de
inversion dptimo para los padres; O: inversion dptima para los hjjos. La diferencia
O-P se conoce como Confiicto Paterno-Filial.

Teniendo en cuenta todo esto, y si ademas recordamos la
importancia de la suficiente aportacion de recursos, en especial en aves
altriciales con un rapido desarrollo, cabria pensar que existiera una
presion evolutiva en los pollos que les llevase a tratar de maximizar sus
beneficios, intentando recibir la mayor cantidad posible de alimento,
cuya disponibilidad ademas nunca es segura (Leech & Leonard, 1996),
aunque ello conlleve a un efecto negativo sobre el fitness tanto de sus
padres como de sus hermanos (Hoover & Reetz, 2006; Royle et al.,
2002b).

Sin embargo, y a pesar de todo lo descrito anteriormente, se ha
observado que los padres se basan en la informacién de las senales
fiandose y respondiendo acorde a ellas en cuanto a la cantidad de
recursos que aportar al nido y a su distribucion (Budden & Wright, 20071;
Searcy & Nowicki, 2005). Ademas, estas sefales no solo parecen fiables,
sino que también su intensidad covaria de forma proporcional con el nivel
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de hambre de los pollos (Kilner & Johnstone, 1997; Searcy & Nowicki,
2005) y que los niveles de peticion suelen estar por debajo de los niveles
maximos que los pollos podrian alcanzar (Rodriguez-Gironés, 2002).

Todas estas consideraciones indican que la evolucion de las
senales, y por tanto del comportamiento de peticion, se ha desarrollado
dentro de un marco dirigido por esta situacion de conflicto de intereses
entre los padres y los pollos (Kilner & Hinde, 2008; Trivers, 1974) llegando
a una resolucion del conflicto que lleva a un punto de estabilidad
evolutiva.

Modelos tedricos de la evolucion del
comportamiento y las senales de peticion

consideraba que los adultos, de forma independiente,

determinaban el esfuerzo parental a realizar, asi como la
cantidad y el reparto del alimento (Alexander, 1974; Kilner & Hinde, 2008).
Sin embargo, como hemos mencionado antes, los pollos influyen en los
padres mediante el comportamiento de peticién y las senales emitidas
(Budden & Wright, 2007; Kilner & Johnstone, 1997; Kilner, 2002) de forma
que no es facil deducir como y en qué punto se resolvera el conflicto. Para
determinar como se ha llegado a la resolucion de este conflicto se han
desarrollado multitud de modelos matematicos tedricos que han tratado
de resolver dicha incognita (Bergstrom & Lachmann, 1997, 1998; Eshel &
Feldman, 1991; Godfray, 1991, 1995; Harper, 1986; Johnstone, 1999, 1996,
1998; Lachmann et al., 2001; Lachmann & Bergstrom, 1998; Macnair &
Parker, 1979; Noldeke & Samuelson, 1999; Parker & Macnair, 1979; Parker et
al., 2002; Payne & Rodriguez-Gironés, 1998; Price et al., 2002; Redondo et
al., 1992; Reeve, 1997; Rodriguez-Gironés et al., 1996; Rodriguez-Gironés et
al., 2001; Stamps et al., 1978; Zahavi & Zahavi, 1999; ver revisiones en: Mock
& Parker, 1997; Godfray & Johnstone, 2000; Godfray, 1995a; Johnstone &
Godfray, 2002; Kilner & Johnstone, 1997; Kilner & Hinde, 2008; Parker et

Previamente al planteamiento de este conflicto se
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al., 2002a; Royle et al., 2002, 2004; Searcy & Nowicki, 2005; Maynard Smith
& Harper, 2003; Wells, 2003).

Aunque existen diferencias considerables entre estos modelos, se
han podido agrupar en funcién de su planteamiento en dos grandes
grupos, que proponen diferentes rutas evolutivas por las que se ha podido
llegar a la resolucion del conflicto:

1. Modelos de competicion (Parker & Macnair, 1979; Parker et al.,
2002b; revision en: Mock & Parker, 1997; Royle et al., 2002a): este
grupo de modelos esta basado en que los pollos compiten entre
ellos para obtener los recursos que los padres traen al nido,
utilizando para ello las senales de peticion. Esto implicaria que las
sefales no obligatoriamente tendrian que ser informativas sobre
las necesidades del pollo, aunque si es cierto que el esfuerzo que
podrian invertir en dicha competicion vendria limitado por la
condicion fisica del pollo (Parker et al., 2002b). En estos modelos
los pollos irian elevando su nivel de peticion para competir con sus
hermanos, obteniendo con ello un mayor beneficio (B) (en forma
de alimento cuyo aporte dependeria de los padres). Sin embargo,
no se debe olvidar que la emision de las sefales tiene un coste (C)
asociado que varia con el esfuerzo invertido en la senalizacion, por
lo que se estableceria un nivel que denominaremos éptimo donde
la relacion entre los beneficios obtenidos y los costes (B/C) sera
maxima, fuera del cual o bien lo beneficios serian menores o los
costes mayores (Fig. 2a). En conclusion, mediante la propuesta de
estos modelos el conflicto se resolveria en un punto intermedio
entre los niveles 6ptimos desde el punto de vista de los hijos y los
padres (Parker & Macnair, 1979).

2. Modelos de senalizacion (Godfray, 1991, 1995b; revisados en
Godfray & Johnstone, 2000; Johnstone & Godfray, 2002; Kilner
& Johnstone, 1997): estos modelos nos dicen que los pollos
emiten senales fiables que informan de su necesidad de alimento
y que tienen un coste asociado (C) que seria proporcional a dicha
necesidad y a ese esfuerzo de peticion, por lo que los padres
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podrian fiarse de la honestidad de dichas senales y responder
acorde a ellas en cuanto al alimento a aportar y a su distribucion
(Godfray, 1991). Este punto de estabilidad se logra alcanzar ya
que, aunque los pollos, por la presion evolutiva de competencia,
incrementasen cada vez mas sus niveles de peticion, los padres
evolucionarian respondiendo menos a estas senales, ya que serian
menos fiables e informativas. De nuevo se alcanzaria un punto en
el cual la relacion B/C seria maxima (Fig. 2a), fuera del cual se
reduciria la eficacia biologica. En estos modelos el conflicto se
resolveria favoreciendo a los padres, con los hijos realizando una
senalizacion honesta y fiable de sus necesidades y ellos
respondiendo a las mismas, aunque los padres podrian
incrementar su esfuerzo en el cuidado parental ligeramente para
favorecer a sus hijos sin que por ello conlleve alejarse mucho de
su 6ptimo (Johnstone, 1996).

Ambos tipos de modelos propuestos podrian llevar a una
resolucion del conflicto paterno-filial alcanzando con ello un punto de
estabilidad evolutiva en donde los pollos emitirian senales honestas,
aportando informacion fiable acerca de sus necesidades, y los padres se
beneficiarian de ello respondiendo acorde a dicha informacion. Sin
embargo, para que se llegue a este punto de estabilidad, la mayoria de los
modelos desarrollados coindicen en que las senales deben llevar un coste
asociado y proporcional a la intensidad de las mismas que afecte al fitness
de los pollos (Parker et al., 2002; Royle et al., 2002b) tomando para ello
como base la Teoria del Handicap (Zahavi, 1975). Por lo tanto, estos costes
dependeran directamente del nivel y esfuerzo de peticion y los beneficios
asociados a la obtencion del alimento dependeran a su vez de los
diferentes estados de necesidad nutricional, por lo que para cada nivel
podrian establecerse diferentes puntos de equilibrio en donde se
maximizaria la relacion B/C.

De forma paralela a estos modelos, que asumen la necesaria
presencia de un coste determinante que permita llegar al equilibrio, se han
desarrollado otras hipotesis en las que dicho coste seria muy bajo o incluso
inexistente (Bergstrom & Lachmann, 1997, 1998; Maynard Smith, 1994;
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Lachmann et al., 2001). Estos modelos tedricos se desarrollarian dentro de
un marco en el cual se alcanzaria un punto éptimo de peticion con un coste
bajo, pero que para los demas niveles fuese tan alto que no seria viable
(Fig. 2b) y que ademas implicaria que las senales fuesen de bajo nivel
informativo y se encontrasen en un punto no estable a nivel evolutivo
(Brilot & Johnstone, 2002, 2003).

Beneficio, coste,

Intensidad de la sefal Intensidad de la sefial

Figura 2: Relacion entre los beneficios (B) y los costes (C) de la peticion de alimento
para los hijfos, segun (3) los modelos de peticion costosa, y (b) los modelos de
peticion 'barata’

Costes asociados al comportamiento de
peticion

omo hemos destacado en el apartado anterior, los costes
y los beneficios asociados al comportamiento de peticion
son determinantes para entender la evolucién de estas
senales comunicativas y explicar como se puede llegar a un punto de
resolucion en el conflicto paterno-filial. Tanto costes como beneficios se
pueden dividir en dos grupos, directos e indirectos. Los directos son
aquellos costes y beneficios que tienen un efecto directo sobre la eficacia
biologica del individuo emisor. Por otro lado, los indirectos involucran a sus
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hermanos y padres afectando de esta forma a su eficacia biolégica
inclusiva.

Los costes indirectos, a pesar de su posible importancia a la hora
de determinar la evolucion de las sefales de peticion (Briskie et al., 1994;
McCarty, 1997; Moreno-Rueda, 2007; Kilner, 1999), no han sido testados
ni probados de forma extensa. En los escasos estudios donde se ha
tratado de entender y demostrar su importancia, se encontré que una
mayor fiabilidad en la relacion de parentesco dentro de una nidada (menor
probabilidad de pollos medio hermanos debido a cépulas extrapareja)
solia estar asociada a un nivel de peticion mas bajo, reduciendo con ello
los efectos negativos sobre los hermanos y por lo tanto sobre su propia
eficacia biologica inclusiva (Briskie et al., 1994).

Por otro lado, los costes directos si han sido extensamente
estudiados, aunque los resultados obtenidos fueron variados e incluso
contradictorios.

Los principales tipos de costes directos descritos son los
siguientes:

1. Coste de depredacion: como hemos explicado, dentro del
conjunto de senales que conforman el comportamiento de
peticion se encuentran las sonoras. Estas llamadas, que pueden
llegar a ser muy audibles e incluso ruidosas, podrian causar un
incremento en la detectabilidad del nido por parte de posibles
depredadores (Haff & Magrath, 2011; McDonald et al., 2009). Una
evidencia de ello se ha encontrado en los estudios comparativos
realizados (Briskie et al., 1999; Haskell, 1999; Redondo & Arias de
Reyna, 1988) que nos muestran que en las especies donde el riesgo
de depredacion en el nido es mayor las senales sonoras de peticion
suelen ser menos intensas. Sin embargo, no se trataria de un coste
individual ya que, por lo general, cuando se produce un episodio
de depredacién suele involucrar a toda la nidada. Este tipo de
coste se ha encontrado en varios estudios realizados en diferentes
especies (Dearborn, 1999; Haskell, 1994, 1999; Ibafiez-Alamo et al.,
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2010; Leech & Leonard, 1997; McDonald et al., 2009; revision en
Haskell, 2002; Moreno-Rueda, 2007), aunque no ha aparecido en
otras (Dearborn, 1999) o solo se ha encontrado en funcion del tipo
de nidificacion (Haskell, 1999), por lo que no podriamos hablar de
un coste generalizado y no esta claro de si por si solos podrian
asegurar la fiabilidad y honestidad de las senales (Godfray, 1995;
Parker et al., 2002).

Coste energético y metabdlico: a pesar de haberse realizado un
gran numero de estudios que analizaban dicho coste, de nuevo los
resultados fueron poco concluyentes para saber si este tipo de
coste seria suficiente para determinar la evolucion de las senales y
dar estabilidad evolutiva al sistema comunicativo (Abraham &
Evans, 1999; Bachman & Chappell, 1998; Chappell & Bachman,
1998; Leech & Leonard, 1996; Mccarty, 1996; Soler et al., 1999).
Aunque varios estudios mostraban que la tasa metabolica de los
pollos, medida como el oxigeno consumido, aumentaba un 27% en
comparacién con el consumo en estado de reposo aunque esto
tan solo suponia menos de 0.25% del presupuesto energético
diario lo cual podria compensarse con un poco de alimento extra
(Chappell & Bachman, 2002; Mccarty, 1996). No obstante, dado el
rapido desarrollo temprano esto podria tener consecuencias que
influyesen negativamente en su crecimiento (Verhulst & Wiersma,
1997).

Coste de crecimiento: otro de los posibles costes seria el que
afectase al crecimiento de los pollos. Este coste tendria una gran
importancia ya que la tasa de crecimiento durante el desarrollo
tiene una marcada relacion con la supervivencia de los pollos
(Schwagmeyer & Mock, 2008). De nuevo los resultados obtenidos
en los estudios que se han realizado con diferentes especies son
diversos y no concluyentes, pudiendo probarse la presencia de
dicho coste en algunos (Kilner, 2001; Moreno-Rueda & Redondo,
2011; Rodriguez-Gironés et al., 2001) mientras que en otros dicho
coste no aparecia (Kedar et al., 2000; Leonard et al., 2003;
Leonard & Horn, 2008; Moreno-Rueda, 2010; Rodriguez-Gironés
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et al., 2001) llegando incluso a resultados opuestos en diferentes
estudios con la misma especie (Kedar et al., 2000; Moreno-Rueda,
2010; Moreno-Rueda & Redondo, 2011, 2012; Soler et al., 2014).
Esta variedad en los resultados obtenidos ha tratado de ser
explicada al considerar una serie de factores. Habria que destacar
que las diferentes especies con las que se ha realizado los estudios
pueden presentar diferencias en las tasas de crecimiento y
desarrollo, en la demanda energética maxima (Leonard et al.,
2003; Rodriguez-Gironés et al., 2001), el esfuerzo empleado en la
peticion (Kilner, 2001) o el desarrollo de otras formas de
competencia entre hermanos como rivalizar por la posicion en el
nido (Chappell & Bachman, 2002; Moreno-Rueda, 2007). Incluso
en algunas especies se han podido ver indicios de la aparicion de
mecanismos compensatorios que permitirian a los pollos eliminar
el efecto de dicho coste cuando los tratamientos se mantienen a
largo plazo, de modo que, aunque se presenten los efectos en una
primera etapa del desarrollo, se vean compensados mas adelante
(Moreno-Rueda et al., en preparacion).

Coste inmunologico: el desarrollo de una respuesta inmunologica
por parte del individuo implicaria la inversiéon de una gran cantidad
de recursos que también estarian involucrados en otros procesos
como por ejemplo el control del estrés oxidativo. Por ello se han
realizado varios estudios que han tratado de ver como este coste
podria influir en el comportamiento de peticion. En todos los casos
estudiados se ha podido comprobar de forma concluyente que un
alto esfuerzo en el comportamiento de peticion mediante una
intensa senalizacion conlleva un efecto negativo sobre el individuo
a modo de reduccion en su capacidad de montar una respuesta
inmunitaria (Buchanan et al., 2007; Moreno-Rueda, 2010; Moreno-
Rueda & Redondo, 2011, 2012; Soler et al., 2014).




Posibles efectos del parasitismo sobre el
comportamiento de peticion

n parasito es un organismo que vive sobre o en otro

organismo de diferente especie obteniendo recursos y

beneficidandose de dicha relacion, causando efectos
negativos sobre el individuo hospedador. Siguiendo esta definicion, y
dado que se apropian de recursos de los hospedadores causandoles con
ello un efecto negativo sobre su fitness, los parasitos deben ser
considerados como un factor importante tanto ecoldégica como
evolutivamente (Schmid-Hempel, 2011). Frecuentemente los vertebrados
se ven parasitados por varios tipos de artropodos de forma externa y que
se alimentan mayoritariamente de su sangre, sufriendo por tanto de un
ectoparasitismo hematéfago. En el caso de las aves, con mucha
frecuencia esta parasitacion ocurre en los nidos donde los ectoparasitos
se nutren de la sangre de los pollos, los cuales sufren por ello un dano en
su estado fisico (Maller et al., 2009). Dado que si los pollos aumentasen su
esfuerzo de peticion recibirian mas recursos por parte de sus padres
(Kilner & Johnstone, 1997), tal vez podrian asi compensar, al menos de
forma parcial, este efecto negativo. De hecho, tanto en carbonero comun
(Parus major) como en papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca) se ha
observado que existe un incremente en el esfuerzo de peticién por parte
de los pollos en las nidadas parasitadas (Cantarero et al., 2013; Christe et
al., 1996). No obstante, en estos estudios no se tuvo en cuenta el estado
nutricional de los pollos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el
parasitismo en el nido afecta negativamente a los pollos en otros aspectos
fisiologicos ademas de su estado nutricional, como disminuyendo su
capacidad termorreguladora (Simon et al, 2004), su capacidad
antioxidante (Lopez-Arrabé et al., 2015), su hematocrito (Potti et al., 1999)
o incrementando su respuesta al estrés (Lobato et al., 2008). Por todo ello,
y recordando que las senales de peticion tienen un coste asociado a su
produccion, éste pueda ser excesivo de asumir a partir de cierto nivel de
esfuerzo por unos pollos, ya de por si en un estado deteriorado debido a
los efectos del parasitismo.
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OBJETIVOS




| objetivo principal de esta tesis es estudiar y testar la
presencia de diferentes tipos de costes asociados al
comportamiento de peticion y a la emision de las senales de

solicitacion en pollos de papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca), asi
como el efecto de la parasitacion sobre las mismas, para asi obtener
informacion que nos permita poder comprender su importancia en el
proceso evolutivo de este tipo de senales comunicativas.

Paralograr dicho objetivo principal hemos planteado los siguientes

objetivos concretos:

1.

Medir los costes asociados a las senales en términos de
crecimiento.

Medir los costes asociados a las sefales en términos de
inmunocompetencia.

Medir el efecto de la carga parasitaria en los pollos sobre el
comportamiento de peticion de los pollos.

Simular experimentalmente la aparicion de una nueva variante
fenotipica que presente sefales de peticion exageradas para asi
poder cuantificar los costes y beneficios relativos en comparacion
a los fenotipos salvajes.
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ESPECIE DE
ESTUDIO




| papamoscas cerrojillo (Ficedula hypoleuca) es un pequeiio

paseriforme, insectivoro y migratorio. Reside durante el

periodo invernal en el oeste del Africa, pero durante el
periodo reproductor se localiza en diferentes poblaciones de boscosas a lo
largo de Europa (Lundberg & Alatalo, 1992; Ouwehand et al., 2016).

Se trata, como hemos mencionado, de un ave de pequeno tamano
(11-13 g de peso, con una envergadura alar de 21,5-24 cm y una longitud de
12-13 cm) con un cuerpo compacto, una cabeza ancha de craneo gracil y
un pico largo y fino (Figura 3). Durante el otono e invierno ambos sexos
presentan un aspecto similar, con la zona ventral blanquecina y la dorsal de
color marrén grisaceo (Cramp et al., 1993). En cambio, durante la época
reproductora existe un marcado dimorfismo sexual (Figura 3). Las hembras
permanecen con la coloracion descrita (aunque el tono pardusco se va
oscureciendo con la edad, Potti et al., 2014). Mientras, los machos, tras la
muda durante el invierno, adquieren un llamativo plumaje nupcial
caracterizado por un fuerte contraste de negro y blanco, siendo el area
dorsal y la cola negros y las zonas ventrales blancas, aunque dicha
coloracion, en especial los negros, presentan una gran variabilidad en
cuanto a intensidad (Lehtonen et al., 2009; Lundberg & Alatalo, 1992).
Ambos sexos presentan una franja alar blanca (Figura 4), siendo de mayor
tamano en los machos (Curio, 1960). Los machos, y algunas hembras
(Morales et al., 2007a; Potti, 1993a; Potti et al., 2013), presentan una mancha
blanca en la frente, siendo un caracter con gran variabilidad
intrapoblacional (Figura 5). Diversos estudios han comprobado que un
mayor tamano de este ornamento esta relacionado con una mayor rapidez
y probabilidad de encontrar pareja (Potti & Montalvo, 1991b), una mayor
paternidad extrapareja (Canal et al, 2011), una mejor capacidad
antioxidante (Moreno et al., 2011b) y niveles de estrés fisioldgico mas bajos
(Lobato et al., 2010; Moreno et al., 2011b).
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Figura 3: Hembra (izq) y macho (dcha) de papamoscas cerrojillo durante el periodo
reproductor.

Figura 4: Presencia de mancha alar en macho (izq) y hembra (dcha) de papamoscas
cerrojiflo.

Figura 5: Variabifidad de la mancha frontal en machos (a y b) y hembras (c) de
papamoscas cerrojillo.
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El papamoscas cerrojillo es una especie migratoria transahariana
(Bernis, 1962), que durante el periodo reproductivo se extiende en
diferentes poblaciones a lo largo de Europa (Figura 6). En el caso de Espana
presenta una distribucion fragmentada al establecerse en areas
montanosas (Merino Rodriguez y Potti Sanchez, 1997), con un rango
altitudinal de entre 1000-1500 m (De Juana, 1980; Jubete, 1997; Roman et
al., 1996). Estas poblaciones se establecen en habitats boscosos con una
elevada densidad, especialmente robledales maduros y zonas de pinar
(Lundberg & Alatalo, 1992; Mantyla et al., 2015), aunque también se ha
encontrado criando en zonas de encinares (Lopez-Huertas, 2003). Ademas
de la eleccion de este tipo de habitats, el papamoscas cerrojillo es una
especie altamente filopatrica (Potti & Montalvo, 1991c; Sanz & Moreno,
2000; Sanz, 2001), no sdlo por la poblacion en la que nacié sino incluso por
un mismo territorio (Montalvo & Potti, 1992). De forma natural el
papamoscas cerrojillo cria en agujeros en los arboles, aunque muestra una
gran adaptabilidad e incluso preferencia por el uso de las cajas nido
(Lundberg & Alatalo, 1992), lo que permite que su seguimiento y
monitorizacion sea mas sencilla, razon por la que ha sido seleccionada con
frecuencia como modelo de estudio en biologia evolutiva y ecologia
(Alatalo & Lundberg, 1986; Both & Visser, 2001; Harvey et al., 1984; Lehtonen
et al., 2009; Potti & Canal, 2011).
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Figura 6: Mapa de Ja distribucion del papamoscas cerrojillo en época reproductora
(adaptado de Camacho et al, 2018). El punto indica la zona de estudio de la presente
tesis doctoral.

Se trata de una especie insectivora (Sanz, 1998), siendo sus
principales presas pequenos invertebrados como orugas (especialmente
en época reproductora, Moreno et al., 1995; Sanz, 1998), moscas, araias,
polillas, avispas y escarabajos.

Normalmente los papamoscas cerrojillos suelen comenzar su
reproduccion en el segundo afo de vida (Montalvo & Potti, 1992; Potti &
Montalvo, 1991a). Los machos llegan a las zonas de cria entre finales de abril
y principios de mayo, siendo el momento exacto relativamente flexible y
dependiente de las condiciones ambientales durante la migracién (Both et
al., 2006). Una vez llegado al territorio de cria localizan un agujero natural
en un arbol o una caja nido donde nidificar y defienden este territorio a la
vez que comienzan a cantar para atraer a las hembras (Lundberg & Alatalo,
1992; Potti, 1998). Estas suelen llegar una semana mas tarde y seleccionan
pareja en funcion de las caracteristicas del macho y del territorio que ocupa
(Canal et al., 2011; Sirkia & Laaksonen, 2009). Por lo general, los machos de
mas edad suelen ser los primeros en llegar, habiéndose observado que
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presentan un mayor éxito reproductor (Potti, 1998a; Potti & Montalvo,
1991b). Ademas, tienen una probabilidad mas alta de intervenir en copulas
con hembras emparejadas con otros machos, aumentando su paternidad
extrapareja y también de emparejarse con una segunda hembra (Canal et
al, 2012a). El papamoscas cerrojillo es una especie mayormente
mondgama que presenta un grado de poligamia moderado, un 4,4% (Canal
et al,, 2011, 2012b; Lundberg & Alatalo, 1992; Potti & Montalvo, 1993a),
presentando las hembras también un porcentaje (alrededor de un 27%) de
copulas extrapareja (Canal et al., 2012b).

Una vez emparejados, construyen un nido con material vegetal
(Figura 7a), como cortezas de jara, pino, hojas o hierba, variando éste en
funcion de la disponibilidad y habitat (Cantarero et al., 2013; Moreno et al.,
2009). Aunque la hembra se encarga mayoritariamente de la construccion
del nido, estudios recientes han observado que un 25% de los machos
contribuyen aportando material, estando este hecho relacionado con un
mayor tamano en los huevos de dicha puesta (Martinez-de la Puente et al.,
2009a). El tamano de puesta es de entre 4 y 6 huevos, ajustando las
hembras este numero en funcién de la disponibilidad de alimento al inicio
de la reproduccion (Sanz & Moreno, 1995a). La puesta se realiza a primera
hora de las manana y es de un huevo al dia, comenzando la incubacion con
la puesta del penultimo huevo (Potti, 1998b). Los huevos son elipticos y de
una tonalidad azulada (Figura 7b) (Lundberg & Alatalo, 1992), con un peso
medio de 1,6 gramos, estando su tamano y coloracion condicionado por la
edad y la condicion fisica de la hembra (Moreno et al., 2006a; Potti, 1993b).
Ademas, su tamano parece estar relacionado con el desarrollo de los pollos,
encontrandose que los pollos provenientes de huevos de mayor tamano
desarrollaban tarsos mas largos (Potti & Merino, 1994a). Se ha propuesto
que la coloracion de los huevos podria actuar como senal de calidad de la
hembra fomentando el cuidado parental por parte del macho (Moreno et
al., 2004, 2005b, 2006b; Moreno & Osorno, 2003; Osorno & Moreno,
2005). De hecho, se ha encontrado que una coloracion mas intensa de los
huevos esta relacionada con una mejor condicion nutricional (Moreno et al.,
2006a) y capacidad inmunitaria (Moreno et al., 2005b) de las hembras,
ademas de una mayor cantidad de anticuerpos maternos en el huevo
(Morales et al., 2006b). Por su parte, los machos parecen responder a esta
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senal con un mayor esfuerzo parental en modo de cebas a las nidadas
provenientes de puestas con huevos con una coloracion mas intensa
(Moreno et al., 2004, 2006b, 2008c). La incubacion es llevada a cabo
exclusivamente por la hembra (Figura 7c) y dura 12-13 dias (Lundberg &
Alatalo, 1992), durante los cuales una parte de su alimentacion es aportada
por el macho, que ajusta esta tasa de ceba a las necesidades nutricionales
de la hembra (Cantarero et al., 2014; Moreno et al., 2011a).

Figura 7: Nido una vez finalizada su construccion (a), finalizada la puesta (b) e
incubacion de la hembra (c) de papamoscas cerrojiillo.

Una vez eclosionados los huevos los pollos permaneceran en el nido
durante los siguientes 15-19 dias (Figura 8) seguido de un periodo de varios
dias mas en los que permaneceran en las proximidades del nido. Durante
este periodo ambos padres participan activamente en la cria y ceba de los
pollos, aunque la inversion en esfuerzo parental por parte de los machos es
mas variable (Moreno et al., 1995, 1999b), soliendo ser en nidadas
secundarias muy escasa o incluso nula, al menos hasta que haya finalizado
la cria de su nidada primaria (Dale et al., 1996; Potti, 2003). La inversion en
cuidado parental, a modo de tasa de ceba, en esta especie se ve
determinada por la intensidad de peticion por parte de los pollos
(Gottlander, 1987) y dicho esfuerzo repercute negativamente en el fitness
y supervivencia de los adultos (Ottosson et al., 1997). Se ha observado que
determinados factores de los pollos en los momentos proximos a
abandonar el nido estan fuertemente relacionados con su probabilidad de
supervivenciay reclutamiento. En el caso de esta especie se ha encontrado
que la condicién corporal, las respuesta inmune celular y los niveles de
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heterdfilos y linfocitos estadn estrechamente relacionados con su
probabilidad de supervivencia (Lobato et al., 2005; Moreno et al., 2005a;
Potti et al., 2002). Una vez finalizado su periodo reproductivo, durante
finales de verano y principios de otono, tanto adultos como pollos migran
de nuevo hacia sus areas de invernada en el oeste de Africa (Lundberg &
Alatalo, 1992).
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Figura 8: Pollos de papamoscas cerrajillo con 1 dia de edad (izq), 8 dias (centro) y 13
dlias (dcha).
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AREA DE
ESTUDIO




uestro sistema de estudio esta localizado en Espana,

situado en el Sistema Central (Figura 6) y estd compuesto

por dos areas separadas por 1 km entre sus extremos
(Camacho et al., 2015; véase Figura 10). La primera de estas areas esta
localizada en el municipio de La Hiruela (Madrid, 41°04'N 3°27'W), a una
altitud de 1250 m.s.n.m. y tiene una extension de 9,3 ha. Este habitat esta
formado principalmente por un bosque maduro de roble melojo (Quercus
pyrenaica), con una densidad media de 460 arboles por hectarea, cubierto
ademas por un desarrollado sotobosque de plantones de roble melojo,
brezo blanco (Erica arborea), jara (Cistus laurifolius) y majuelos (Crataegus
monogyna), que representan una cobertura media del 80% (Figura 9a). El
segunda area, pese a estar a tan solo 1 km, es totalmente diferente en
cuando a composicion vegetal. Se encuentra ubicada en el municipio del
Cardoso de la Sierra (Castilla La Mancha, 40°40'N 4°8'W), a una altitud de
1300 m.s.n.m. y con una extension de 4,8 ha. En este caso el habitat esta
conformado en su mayoria por una plantacion forestal de pino silvestre
(Pinus sylvestris), con una densidad media de 200 arboles por hectarea,
con la presencia dispersa de algunos individuos de roble melojo, pino
resinero (Pinus pinaster) y ciprés de Arizona (Cupressus arizonica). En esta
area la cobertura de sotobosque es mucho menor, estando limitada a zonas
abiertas, y conformado por jaras y majuelos, representado una cobertura
media del 5% (Figura 9b).

El alimento potencial, tanto de adultos como para las cebas de los
pollos, también difiere entre ambos habitats, siendo en el caso del robledal
principalmente orugas mientras que en el pinar su proporcion es menor y
aumenta la de aranas, larvas de coledpteros y saltamontes.
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Figura 9: /mdgenes del bosque maduro de roble melojo (a) y de la plantacion de pino
silvestre (b) donde se desarrolla el estudio.

A lo largo de ambas areas hay distribuidas cajas nido (158 en el
robledal y 86 en el pinar), instaladas a una altura de entre 2,5 y 4 metros
colgando de las ramas de los arboles y con una separacion media de 20
metros, manteniéndose entre afnos la localizacion de las mismas (Figura
10).

Figura 10: Mapa de la distribucion espacial de las cajas nido (puntos rojos) a lo largo
del érea de robledal (gris claro) y de el pinar (gris oscuro) (adaptado de Camacho,
2078).
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La colocacion de las cajas y el seguimiento de las poblaciones
comenzo en 1984 en el robledal, habiendo ya presencia de algunas parejas
reproductoras, y en el pinar en 1988 donde no habia presencia debido a la
falta de agujeros naturales donde nidificar. A lo largo de estos mas de 30
anos la poblacién en ambas areas ha ido aumentando (Camacho et al.,
2019) hasta alcanzar en 2020 un total de 172 parejas reproductoras (117 en
el robledal y 62 en el pinar; Figura 11). Este estudio y seguimiento
exhaustivo a largo plazo ha permitido el desarrollo de muchas
investigaciones sobre la ecologiay la biologia evolutiva de los papamoscas
cerrojillos (p.e. Camacho et al., 2013, 2015, 2016; Merino et al., 1996;
Merino & Potti, 1995; Montalvo & Potti, 1992; Potti, 2008; Potti & Canal,
2011; Potti & Montalvo, 1990, 1991; para mas informacion sobre diferencias
ecologicas y evolutivas entre areas véase Camacho, 2018).
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Figura 11: £Evolucion del tamario poblacional de papamoscas cerrojillo en ambas dreas
de estudio medido como el numero de parejas reproductoras entre los aros 1988 y
2020.
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METODOLOGIA




Metodologia general

| estudio experimental y la toma de datos para el desarrollo de

esta tesis fue llevado a cabo durante las primaveras de los

anos 2011, 2012 y 2013, durante el periodo reproductivo, en la
poblacion de papamoscas cerrojilo (Ficedula hypoleuca) descrita
anteriormente (véase apartado Area de estudio).

Nuestros disenos experimentales fueron englobados dentro del
seguimiento poblacional y del estudio a largo plazo llevado a cabo en la
poblacién durante mas de 30 anos. Durante el periodo reproductivo,
fundamentalmente los meses de mayo vy junio, se lleva a cabo un control
exhaustivo de las cajas nido distribuidas a lo largo de ambas areas,
revisandolas cada 1-3 dias. Esto nos permite conocer y establecer
informacion basica de la reproduccion de los individuos como la fecha de
puesta (entendida como la fecha en que la hembra pone el primer huevo de
la nidada), el tamano de puesta o pronosticar la fecha de eclosion de los
huevos. Una vez comienza la incubacion por parte de la hembra dicho nido
no sera revisado hasta el momento previsto para la eclosién para evitar
molestar de forma innecesaria a la hembra y tratando asi de evitar posibles
abandonos. La fecha de eclosion sera el dia en que eclosiona el primer
huevo, considerandose dicha fecha como dia 1de vida de los pollos. De ser
necesario, el nido se revisaria en dias posteriores a la eclosion hasta poder
establecer el numero de huevos eclosionados, dado que puede existir
cierta asincronia en el momento de eclosion (Potti, 1998).

Cuando los pollos alcanzan los 8 dias de edad se captura a ambos
padres, mediante trampeo en la caja nido, tomandoles una amplia serie de
medidas biométricas, anillandolos en caso de no estarlo y extrayéndoles
una muestra de sangre tras lo que son liberados. En el dia 13 de vida de los
pollos, momento en el que su crecimiento ha finalizado, éstos son anillados,
pesados, se mide su tarso y se les toma una muestra de sangre para realizar
posteriores analisis hematolégicos y sexado molecular. Ademas, durante
este proceso se estima la carga parasitaria de acaros en el nido (véase mas
adelante). Tras esto no se visitara de nuevo el nido para evitar abandonos
del nido prematuros hasta que, a partir del dia 18 tras el nacimiento de los
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pollos, se visite de nuevo para comprobar si todos los pollos han
abandonado el nido. Una vez terminado todo proceso la caja nido es
vaciada y limpiada, examinando al retirarlo el material de nido para obtener
otra medida de carga parasitaria, en este caso por parte de larvas de
Protocalljphora azurea (véase mas adelante).

Metodologia especifica en la determinacion de
los costes asociados a las senales en términos
de crecimiento e inmunocompetencia

os pollos, en condiciones naturales, determinan libremente su
nivel de peticion tratando de optimizar la relacion entre los
beneficios obtenidos con el alimento en funcion de su
necesidad y el coste dependiente del esfuerzo de peticion (Godfray, 1991;
Johnstone, 1997). En este diseino experimental manipulamos el esfuerzo de
peticion manteniendo una necesidad nutricional constante e igual para
todos los pollos para asi poder medir variaciones en el coste de la peticion.

El afo previo a la realizacion del estudio se colocaron en 11 cajas nido
con nidadas de 5-6 pollos de 7 dias de edad camaras (Sony Go-Pro)
camufladas, habiendo colocado un dia antes una cadmara senuelo para
permitir a los individuos habituarse a las mismas, evitando asi
comportamientos andmalos ocasionados por la presencia de un nuevo
elemento en el nido. Las camaras filmaron el comportamiento de los pollos
y sus padres en el nido durante 2 horas. Del analisis de las grabaciones de
estos nidos mediante el programa JWatcher 1.0 (Blumstein & Daniel, 2007)
se obtuvo informacién sobre la tasa de ceba por parte de los padres y del
comportamiento de peticion de los pollos. Esto nos permitié elaborar un
estudio experimental en el que se determinaba un esfuerzo de peticién
mayor (Kedar et al., 2000; Kilner, 2001; Leonard et al., 2003; Moreno-
Rueda, 2010; Moreno-Rueda & Redondo, 2011, 2012; Soler et al., 2014) pero
que se encontrase en los rangos presentes en la condiciones naturales.

60




El experimento fue llevado a cabo durante la primavera de 2013 y se
realizd con 40 pollos de 20 nidos diferentes cuando éstos tenian 6 dias de
vida. Durante la tarde del dia previo al experimento se cogian de los nidos 2
pollos, de una masa corporal similar e intermedia dentro de la nidada,
asegurandonos de que, al menos, quedasen 3 pollos en el nido para evitar
la desercién parental. Los pollos se transportaban en un recipiente con
calor para evitar el descenso de su temperatura corporal hasta el
laboratorio, durando este proceso aproximadamente 20 minutos. Una vez
en el laboratorio, los pollos se colocaban de forma individual en nidos
artificiales forrados con telas de algodon. Durante todo el proceso en el que
los pollos permanecieron en el laboratorio se monitorizo la temperatura en
los nidos artificiales mediante un termémetro digital, manteniéndola a
36°C utilizando como fuente de calor ldmparas. Durante esta primera tarde
los pollos fueron condicionados a un estimulo de peticidn, que consistia en
reproducir una llamada de ceba parental grabada en la misma poblacion,
cebandoles ad /ibitum. Durante las dos noches que los pollos pasaban en el
laboratorio los nidos artificiales eran cubiertos con un material opaco para
atenuar la luz. Cada pareja de pollos hermanos era dividida, asignando
aleatoriamente a cada pollo a uno de los dos tratamientos, peticion baja
(PB) o peticion alta (PA). Los pollos se agrupaban por tratamientos en los
extremos opuestos del laboratorio minimizando asi la interferencia entre
ambos grupos por episodios de peticion espontanea. Ambas zonas fueron
elegidas aleatoriamente, pero manteniendo siempre la asignada a cada
tratamiento, estando bajo las mismas condiciones de iluminacion,
temperatura y humedad asi como de potenciales ruidos ambientales. Esto
nos permitié asegurar que ambos grupos se encontraban igualmente
expuestos a factores ambientales que pudieran influir en la respuesta
inmunitaria (Romero, 2004).

El experimento era llevado a cabo al dia siguiente, el dia 7 de vida de
los pollos, iniciandose a las 8:00 y finalizando a las 20:45. Para la ceba de los
pollos se calculé una estimacion de la cantidad de alimento que debian
recibir a lo largo del dia en funcion de su masa mediante la relacion
alométrica Alimento diario = 0.98 x M°¥", donde M es el peso corporal
expresado en gramos (Weathers, 1996). Esta cantidad total fue dividida en
18 cebas iguales, asociadas a sus correspondientes episodios de peticion,
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que se realizaban cada 45 min, haciendo una duracion total del
experimento de 12 horas y 45 minutos. En caso de producirse alguna
desviacion de la ingesta durante una de las cebas era compensada durante
las cebas posteriores. Como alimento para las cebas se utilizo, de forma
alterna, larvas de dipteros y pequenos trozos de tortilla que eran pesados
individualmente. Para cada pollo se recogieron los excrementos en
recipientes cerrados y que se mantenian refrigerados tomando dos
medidas de la masa defecada acumulada, una a las 13:00, a mitad del
experimento, y otra al final del mismo a las 21:00. Durante el periodo de
descanso entre cebas se simulaba la cobertura materna cubriendo los
nidos con un pano para evitar episodios de peticion entre las cebas
establecidas.

Los episodios de ceba eran llevados a cabo en una habitacion
contigua, a donde se llevaba a los pollos de forma individual para evitar la
estimulacion del resto de los pollos. Alli se les cebaba motivando la peticion
con el estimulo antes descrito con el que se les condiciono. La diferencia
entre tratamientos consistido en que, mientras que a los pollos PB se les
cebaba inmediatamente al inicio de la peticion, a sus hermanos asignados
al tratamiento PA se les hacia pedir durante 1 minuto antes de ser
alimentados. Cada pollo fue grabado en 5 de estos episodios de peticion a
partir de las 9:30 de la manana, repartidos a lo largo del dia cada 135 min,
mediante una camara de video digital Handycam HDR-XR155E (Sony®).
Estos videos fueron posteriormente analizados mediante el programa
JWatcher 1.0 (Blumstein & Daniel, 2007) para obtener los tiempos e
intensidades de peticion en cada episodio de ceba. Para calcular la
intensidad de peticion se establecieron rangos de intensidad postural
crecientes en cuanto a vigor y actividad muscular siendo 1 (abre la boca,
tarsos flexionados), 2 (abre la boca, cuello estirado, tarsos flexionados), 3
(abre boca, cuello extendido, cuerpo erguido), y 4 (cuello completamente
estirado, tarsos extendidos, a veces incluyendo aleteo) (modificado de
Redondo & Castro, 1992). Estas categorias representan un gradiente de
inversion energética en la peticion y estan correlacionadas con los niveles
de necesidad nutricional y la probabilidad de ser alimentados (Gottlander,
1987). Con estos datos se calculd el tiempo promedio y la intensidad media
de peticion para cada pollo en cada episodio como medidas individuales de
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esfuerzo de peticion. Algunos pollos no realizaron peticion durante algun
episodio (especialmente durante las horas centrales del dia, en las que en
condiciones naturales la tasa de ceba disminuye también en gran medida),
asignandole a la ausencia de peticion un valor O tanto para tiempo como
intensidad de peticion. Se midid también, calculando para ello los
coeficientes de correlacion intraclase (ICC), la repetibilidad individual de la
peticion de los pollos entre los diferentes episodios grabados, utilizando
para ello 4 de los 5 episodios grabados, omitiendo el de las horas centrales
por la razén antes mencionada, en los que todos los pollos respondian al
estimulo con la excepcion de 3 pollos del tratamiento PB en 3 cebas
diferentes. Para esta medicién de repetibilidad se omitieron los episodios
en los que hubo ausencia de peticion (valor 0).

El peso de los pollos fue medido en 3 ocasiones mediante una
bascula digital de precision (Sartorius ®; precision 0,01 g). Los pesos se
midieron a las 8:00, al iniciar del experimento (M), a las 21:00, al finalizar
(M) y a las 8:00 del dia siguiente, 24 horas tras el inicio del experimento
(M;), siempre tras haber defecado. En el caso de no defecar en ese
momento pero si en los 15 minutos siguientes al pesado, el peso de las
heces era descontado del peso medido. La variacion de la masa diurna
(Vimp), la ocurrida durante el experimento, se estimé como Vip =M, — M, La
variacion de masa nocturna ( Vi), durante la noche, se estimé como Vi =
M; — M.. La variacion de la masa diaria total ( V) de calculé como Vir = M;
— M. También se calcul6 la masa perdida atribuible al gasto metabdlico
(Mesr) como Mgy = My = Viir — M, donde M, es la masa ingerida en forma de
alimento y My es la masa de heces defecada. Una vez obtenidos estos
datos, se calculd la diferencia de esta medida entre cada pareja de pollos
hermanos asignados a cada tratamiento, siendo medida como DM = Mopm
(PA) — Mgy (PB) como estimacion del coste metabolico asociado a la
peticion (Kilner 2001). Dos pollos, uno de cada tratamiento, vomitaron
entre dos cebas consecutivas por lo que se les excluyé en los andlisis de
MGM.

Durante el desarrollo del experimento también se midié cémo la
respuesta inmune celular era afectada en funcion de los tratamientos. Para
ello, antes del inicio del experimento, a las 7:30, se inyectaba en el patagio
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izquierdo de cada pollo 0,2 mg de fitohemaglutinina (PHA-P, L-8754,
Sigma-Aldrich) diluida en 0,04 ml de tampon isotonico fosfato (siguiendo
Moreno et al., 2005). La PHA-P es un mitégeno inocuo que induce una
respuesta inmune en aves, causando una hinchazén de la piel del patagio,
que estad positivamente correlacionada con la fuerza de la respuesta
inmune celular mediada por células T (Kennedy & Nager, 2006), aunque
otros componentes del sistema inmunologico también participan (Martin
et al, 2006). Se tomaron 3 medidas del grosor del patagio con un
micrémetro sensible a la presion (Mitutoyo®; precision: 0,01 mm) y de
forma ciega respecto al tratamiento de cada pollo. La medicion se realizaba
por triplicado utilizando como valor final, para cada momento de medicién,
la media de las 3 medidas realizadas. Las medidas se tomaron antes de la
inyeccion (P), a las 21:00, al final del experimento (7., y de nuevo a la
manfana siguiente (P5), a las 24 horas tras la inyeccién. De forma similar a lo
anterior se calcularon las variaciones en el grosor del patagio como estima
de la intensidad de la respuesta inmune celular. La variacion de grosor
durante el dia (P.p), correspondiéndose con la realizacion del experimento,
se estimé como Pyp = P, — P, La variacion de grosor durante la noche (P)
se estimé como Py = P;— P> La variaciéon de grosor total (P,7) se estimo
como Pyr= P;-P:. Con estos datos se calculd la diferencia entre cada pareja
de pollos hermanos, asignados a los diferentes tratamientos, como DPyr =
Pyr (PA) - Pyr (PB) como estimacion del coste inmunolégico asociado a la
peticion.

Tras finalizar todo el proceso los pollos fueron cebados ad /ibitum,
se les marcaba con rotuladores no toxicos y eran devueltos durante esa
manana a sus nidos de origen. Durante los siguientes dias los nidos fueron
revisados regularmente para comprobar el estado de los pollos que habian
participado en el experimento. Todos los pollos que participaron en el
experimento se encontraban en buen estado en su dia 13 de vida y
abandonaron el nido con normalidad a excepcién de un pollo, que murié
unos dias después del experimento, junto con dos de sus hermanos que no
habian participado en el experimento, sin causas atribuibles al mismo y
obedeciendo a la tasa normal de mortalidad de los pollos.
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Metodologia especifica en la determinacion del
efecto de la carga parasitaria sobre el
comportamiento de peticion

| experimento fue llevado a cabo durante las primaveras de

los anos 2011 y 2013 y se realizd con 36 pollos de 18 nidos

diferentes (3 no infectados, 5 infectados por larvas de
Protocalliphora azurea, 4 infectados por los acaros hematofagos
Dermanyssus gallinoide y Dermanyssus gallinae'y 6 infectados por ambos
tipos de parasitos). Se usaron pollos de 9 dias de edad, seleccionandolos
con peso similar y en el rango intermedio dentro de la nidada. La recogida
de los pollos, su transporte al laboratorio, las condiciones en el mismo y el
proceso de condicionamiento a un estimulo sonoro son los mismos que los
descritos en el apartado anterior, con la salvedad de que cada pareja de
pollos hermanos permanecian juntos en un mismo nido artificial. Dado que
los parasitos considerados en este estudio son ectoparasitos y que estan
presentes en el nido, ningun pollo de los participes en este experimento
tenia presencia parasitaria en el laboratorio.

El dia del experimento, pero antes de su inicio, los pollos fueron
estimulados para pedir y se les cebd ad /ibituma las 7:30, 8:00 y 8:30 para
eliminar posibles diferencias iniciales en las necesidades nutricionales. Esto
reviste gran importancia ya que, para poder medir de forma correcta el
comportamiento de peticion de los pollos y asegurar que las posibles
diferencias que se encontrasen no fuesen debidas a diferencias iniciales en
la necesidad nutricional, los pollos deben estar saciados al inicio del
experimento. Para poder cuantificar el comportamiento de peticion se
realizaron a los pollos 4 test de peticion, a los 15, 30, 60 y 90 minutos tras
haber recibido la ultima ceba. Para la realizacion de los test los pollos eran
llevados a una habitacion adyacente de forma individual en donde
mediante la reproduccion de la llamada de ceba parental se estimulaba la
peticién de alimento. Dado que en ocasiones los pollos podian estar
dormidos, y pudiera no producirse respuesta debido a esto, en cada test se
reproducia 3 veces el mencionado estimulo, esperando entre cada
reproduccion a que el pollo dejase de pedir de forma voluntaria. Estos test
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que reflejan el comportamiento de peticion fueron grabados mediante una
camara de video digital Handycam HDR-XR155E (Sony®) y posteriormente
analizados mediante el programa JWatcher 1.0 (Blumstein & Daniel, 2007)
de forma ciega respecto al estado parasitario del nido de origen. Los datos
obtenidos del analisis de los videos nos permitido determinar el tiempo e
intensidad de peticion (segun lo descrito en el apartado anterior), asi como
también la latencia de peticion, entendida como el tiempo transcurrido
desde el inicio de la reproduccion del estimulo hasta el inicio de la peticion
por parte del pollo.

Una vez finalizado el experimento los pollos fueron alimentados ad
libitum, marcados con rotuladores no toéxicos y devueltos a sus nidos, al
igual que en el apartado anterior. En total los pollos que participaron en este
experimento permanecieron menos de 24 horas fuera de sus nidos de
origen. De nuevo, durante los dias posteriores, se visitdé de forma regular
los nidos para comprobar el estado de los pollos. De los 36 pollos que
participaron en el experimento 33 abandonaron el nido con éxito y 3
murieron de causas naturales no relacionadas con el disefio experimental.

A la vez que los protocolos descritos, y llevados a cabo durante el
dia 13 de vida de los pollos, también se determina el estado parasitario, en
cuanto a acaros Dermanyssus gallinoide y Dermanyssus gallinae se refiere,
de los nidos. Para ello los pollos se colocan dentro de una bolsa de algodon
durante 5 minutos, comprobando una vez devueltos al nido la presencia o
no de acaros adheridos a la tela. Se ha comprobado que esta estimacion
esta fuertemente correlacionada con el numero de acaros en el nido tras el
analisis del material de nido mediante el uso de embudos de Berlese
(Merino & Potti, 1995). La no presencia de acaros en la bolsa implicaria la
ausencia de parasitos o al menos una carga parasitaria lo suficientemente
baja como para no causar efectos negativos sobre la condicion fisica de los
pollos. Para determinar el parasitismo por parte de larvas de la mosca
Protocalliphora azurea, una vez que los pollos abandonan el nido, el material
del mismo es examinado para contabilizar la presencia de larvas y pupas de
dicha especie. Aunque nuestra estimacion de la carga parasitaria se realiza
después de haber realizado el experimento, podemos asegurar que reflejan
la carga parasitaria en el momento de ser llevados al laboratorio ya que los
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parasitos precisan de 10-36 dias para completar sus ciclos vitales (Bruneau
et al., 2001; Gold et al., 1989) y porque ambos tipos de parasitos suelen ser
detectados previamente y con un nivel de parasitismo similar al encontrado
al realizar la estima (C. Camacho, D. Canal & J. Potti, datos no publicados).
Ademas, esto nos ha permitido la realizacion del experimento de forma
ciega respecto a la carga parasitaria de los nidos.

Metodologia especifica en la simulacion de una
variante fenotipica que presente una peticion
exagerada y la cuantificacion de los costes y
beneficios relativos a los fenotipos salvajes

que el comportamiento de peticion se encuentra en un

equilibrio evolutivo en el cual los pollos seleccionan libremente
el esfuerzo invertido en la sefalizacion alcanzando un nivel 6ptimo en la
relacion B/C que maximiza su eficacia biologica y en el que la senalizacion
seria honesta. Dada esta asuncion, si los pollos variaran su comportamiento
de peticion, saliendo de este punto optimo, deberian sufrir un efecto
negativo en su eficacia biologica.

I a mayoria de los modelos tedricos desarrollados nos indican

Para testar dicha hipdtesis se desarrollo un experimento durante la
época reproductora en los afos 2011, 2012 y 2013, en el que participaron
863 pollos de 173 nidos diferentes. Este diseno experimental simula la
aparicion de una nueva Vvariante fenotipica que presenta un
comportamiento de peticion exagerado en comparacion con el mostrado
por los pollos del fenotipo salvaje dentro de la misma poblacion. Para
simular este fenotipo con peticion exagerada se utilizd ciproheptadina
(CPH), un farmaco inhibidor de la serotonina que actua a nivel hipotaldamico
estimulando el apetito sin causar efectos nocivos en el individuo (Martin-
Galvez et al., 2011). Se crearon tres tipos de nidada: experimental (NE), en
la que a todos los pollos se les suministraba CPH (pollos CC), control (NC)
en la que a todos los pollos de la nidada se les suministraba agua (pollos AA)
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y mixta (NM), en la que la mitad de los pollos recibian CPH (pollos MC) y la
otra mitad agua (pollos MA). En las nidadas NM los pollos se clasificaban en
funcion de su masa asignando alternativamente los tratamientos y
alternando el orden entre nidos. La asignacion de los nidos a los 3 tipos
diferentes de nidada se realizd de forma balanceada en funcion de la fecha
de eclosion y del tamano de la nidada en el dia 3 de vida de los pollos,
minimizando asi un posible sesgo en el muestreo. La CPH tiene una vida
media en el organismo de 12 horas tras su administracion (Norris et al.,
1998), por lo que se suministraba diariamente a primera hora de la manana
para asegurar que durante el dia, momento en que se produce la ceba
activa por parte de los padres, los niveles plasmaticos de la CPH fueran
efectivos. Las dosis de CPH eran suministradas por via oral, mediante una
jeringuilla de 0,5 ml, utilizando una solucion acuosa de CPH (SIGMA
279072) a una concentracion de 90 mg/L, desde los 3 a los 11 dias de edad
de los pollos. Las dosis eran diariamente ajustadas en funcion del peso de
cada pollo segun la formula Dosis CPH (ml / g) = 0,02 ml x masa del pollo
(g). Para ello los pollos eran pesados diariamente con una balanza
electronica de precision (0,01 g) y marcados individualmente con
rotuladores no téxicos para su identificacion individual. Los pollos a los que
en lugar de la CPH se les suministraba agua fueron tratados de la misma
forma descrita para evitar cualquier tipo de diferencias que pudiera
ocasionar esta manipulacion.

Para examinar el coste de crecimiento se utilizaron los pesos
obtenidos de la medicion diaria entre los 3 y los 11 dias de vida de los pollos
junto con el peso en su dia 13 tomado durante el anillado de los mismos.
Esto nos permitié elaborar curvas de crecimiento individuales para
comparar las posibles diferencias en la variacion de peso y crecimiento de
los pollos durante su desarrollo en funcion de su tratamiento y su tipo de
nidada de origen. También se analiz6 las posibles diferencias en su
respuesta inmune celular utilizando el protocolo antes descrito para la
inyeccion de PHA. En este caso se tomaron dos medidas del grosor del
patagio, una antes de la inyeccion durante la manana del dia 12 de vida de
los pollos y otra 24 horas después durante el procesado de los pollos en su
dia 13. De nuevo las diferencias fueron estimadas como las diferencias
entre los grosores de ambas mediciones. También, en su dia 13 de vida y
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aprovechando la extraccion de sangre realizada para posteriores analisis
hematolégicos y sexado molecular, se realizaron frotis sanguineos
(utilizando tincion May Grumwald Giemsa) para un posterior analisis y
conteo de tipos de celulares.

Los diferentes tipos de leucocitos circulan mediante el torrente
sanguineo para alcanzar los tejidos y asi poder desarrollar el sistema
inmune correctamente sus funciones. Por esto, tanto el numero como las
proporciones de los diferentes tipos de leucocitos presentes en la sangre
es representativo del estado del sistema inmune del individuo (Dhabhar et
al., 1995). En las aves, los tipos de leucocitos mas abundantes en la sangre
son los heterofilos y los linfocitos (Campbell, 1995) y la proporcién entre
ambos tipos, el H/L ratio (Davison et al., 1983; Gross & Siegel, 1983), se ha
comprobado como un indicador fiable y preciso del estrés (Maxwell &
Robertson, 1998), por ejemplo mostrando una fuerte asociacion entre el
estrés y el rango de tamano dentro de la nidada en pollos de cernicalo
vulgar (Falco tinnunculus) (Martinez-Padilla et al., 2004). Ademas, se ha
demostrado que, dentro de los diferentes parametros hematologicos, el
conteo de heterdfilos por 10.000 eritrocitos es la variable que mejor
predice la probabilidad de reclutamiento en el papamoscas cerrojillo
(Lobato et al., 2005). Basandonos en todo ello, los frotis realizados con la
sangre extraida a 238 pollos fueron examinados a una ampliacion de 400x
con un microscopio (Zeiss Axio Imager A1) con una cdmara acoplada (Zeiss
Axiocam ERc5s) que posibilitaba tomar fotografias de los campos
examinados. En este analisis se contabilizé e identificd 100 leucocitos por
frotis, lo que nos permite conocer la formula leucocitaria del individuo y con
ello la proporcion de los diferentes tipos leucocitarios presentes en sangre.
Ademas, para un total de 129 individuos, se contabilizé el numero de
heterofilos por 10.000 eritrocitos. Para realizar el conteo de eritrocitos se
desarroll6 el programa Mizutama que, partiendo de las imagenes tomadas
de los campos observados, realiza un conteo automatizado de los
eritrocitos con un error medio del 1,4 % (Ochoa et al., 2019) (Figura 12).
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Figura 12: (a) Imagen de frotis sanguineo (tincion May Grumwald Giemsa) donde se
pueden observar los eritrocitos y los heterdfilos (sefialados con flechas negras); (b)
Imagen de salida del programa Mizutama tras realizar el conteo en la misma imagen
(los circulos rojos indican los elementos contabilizados).

De forma complementaria, durante los anos 2011y 2013, se realizod
un experimento en laboratorio con 130 pollos de 65 nidos (12 NE, 21NC y 32
NM) cuando los pollos tenian 9 dias de edad. Para la realizacion de dicho
experimento, en el que se media el comportamiento de peticion, se siguid
el protocolo descrito en el apartado anterior tanto para la realizacion del
mismo como para las condiciones, recogida y devolucion de los pollos a sus
nidos de origen.

Durante el ano 2012 se realizaron grabaciones en 56 nidos para
obtener informacién sobre el comportamiento de peticion asi como de las
tasas de ceba de los padres en condiciones naturales. Estas grabaciones se
realizaron cuando los pollos tenian 7 dias de vida mediante la colocacion de
cadmaras (Sony Go-Pro) durante primera hora de la tarde. Para evitar la
aparicion de comportamientos anémalos debido a la introduccién de un
elemento extrano en el nido, el dia previo se colocd una camara sefuelo de
idéntica apariencia externa para la habituacion de los padres. Esto, junto
con estudios que demuestran que esta especie tolera la instalacion de
camaras sin variar su comportamiento (Martinez de la Puente et al., 2009),
nos permite asegurar la naturalidad de los comportamientos registrados.
Tras la colocacion de la cdmara los adultos reanudaron en poco tiempo su
comportamiento normal de entrada al nido y de ceba (media de 10,1 min *
1,49 SE, N = 39). Fue necesario descartar las grabaciones de 12 nidos por
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fallos en la iluminacion, que imposibilitaron el posterior analisis, y de 5 nidos
debido a un comportamiento andmalo de los adultos (latencias en entrar al
nido superiores a 40 minutos). Estos videos fueron posteriormente
analizados mediante el programa JWatcher 1.0 (Blumstein & Daniel, 2007).
Se establecié el comienzo del analisis en el inicio del minuto anterior a la
primera aparicion de uno de los adultos y se excluyé del tiempo total
analizado los periodos en que no todos los pollos eran visibles, dando lugar
a un tiempo medio de analisis por nido de 86,02 min (+ 5,4 SE, N = 39). Los
analisis fueron realizados de forma ciega respecto al tipo de nidada y al
tratamiento de los pollos. En el analisis de los videos se registraron las tasas
de ceba por parte de ambos adultos y el esfuerzo de peticién de los pollos
entendido como tiempo de peticion. Para ello en cada instante del analisis
se registro el numero de pollos que realizaban la peticion, a partir de lo cual
se pudo calcular el tiempo medio de peticion de los pollos asi como la tasa
global de peticion en el nido.

Analisis de datos

Analisis estadisticos para la determinacion de los costes
asociados a las senales en términos de crecimiento e
inmunocompetencia

n el andlisis estadistico de estos datos se utilizaron modelos

lineales mixtos ajustados por la estimacion de maxima

verosimilitud restringida (en adelante REML-LMM; Zuur et al.,
2009), mediante el paquete “nlme” (Pinheiro et al., 2012) en R (R
Development Core Team 2012). En cada modelo, “Nido de origen” fue
introducido como factor aleatorio para controlar la varianza entre nidos y
permitiéndonos prever con ello problemas de independencia estadistica
(Hurlbert, 1984). En algunos modelos, “Masa inicial” y “Alimento
consumido” fueron introducidos como predictores para examinar los
posibles efectos sobre las variables dependientes. En todos los modelos se
comprobo la homocedasticidad (residuos vs valores ajustados). La variable
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“Tiempo de peticion” se transformo por el logaritmo para cumplir los
requerimientos necesarios de homocedasticidad. También se comprobod
de forma visual la normalidad de los residuos, mediante graficos Q-Q, que
en ningun caso se desviaron de una distribucion normal de acuerdo a los
test Kolmogorow-Smirnov (Queen et al., 2002). Las medias se dan con el
error estandar (SE).

Analisis estadisticos para la determinacion del efecto de la
carga parasitaria sobre el comportamiento de peticion

e nuevo, para el analisis estadistico de los datos se utilizaron

modelos lineales mixtos ajustados por la estimacion de

maxima verosimilitud restringida (en adelante REML-LMM;
Zuur et al., 2009), mediante el paquete “nlme” (Pinheiro et al., 2012) en R (R
Development Core Team 2012). En cada modelo “Identidad del pollo”
dentro de “Nido de origen” a su vez dentro de “Ano” fue introducido como
factor aleatorio para controlar por la varianza entre anos, nidos y medidas
repetidas de pollos (Gelman & Hill, 2006). Como predictores fijos se usé
“Privacion” (con 4 niveles: 15, 30, 60 y 90 min desde la ultima ceba), “Estado
parasitario” (con 4 niveles: no infectado, infectado sélo por acaros,
infectado sélo por Protocalliphora e infectado por ambos), y sus
interacciones. Sin embargo, dado que no hubo diferencias en las variables
dependientes entre los nidos parasitados por acaros, por Protocalljphora o
ambos (ANOVA, F,.,< 140, P> 0.25 para todas las variables de peticion y
todos los niveles de privacion de alimento; Informacion suplementaria en
Tabla 4 y Figura 17), se repitieron los analisis con dos niveles para “Estado
parasitario”: infectado y no infectado. Se introdujeron como variables
dependientes “Latencia”, “Intensidad” y “Tiempo de peticién”. Para cada
modelo se comprobo la homocedasticidad y la normalidad de los residuos.
Las medias se dan con un error estandar (SE). Los efectos principales
fueron analizados mediante un modelo tipo lll, que es lo recomendado para
disenos no equilibrados (Queen et al., 2002).
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Analisis estadisticos para la simulacion de una variante
fenotipica que presente una peticion exagerada y la
cuantificacion de los costes y beneficios relativos a los
fenotipos salvajes

ara el analisis estadistico de los datos se utilizaron modelos

lineales mixtos ajustados por la estimacion de maxima

verosimilitud restringida (en adelante REML-LMM; Zuur et al.,
2009), mediante el paquete “nlme” (Pinheiro et al, 2012) en R (R
Development Core Team 2012). En cada modelo “Identidad del pollo”
dentro de "“Nido de origen” fue introducido como factor aleatorio para
controlar la varianza entre nidos (Gelman & Hill, 2006). Para los anélisis de
los datos correspondientes al comportamiento de peticion con las variables
dependientes “Latencia”, “Intensidad” y “Tiempo de peticion” se utilizaron
como factores fijos “Privacion” (con 4 niveles: 15, 30, 60 y 90 min desde la
ultima ceba) y “Tratamiento del pollo” (con 4 niveles: CC, MC, MA y AA,
correspondientes a los 4 tratamientos) y sus interacciones. En los analisis
de las variables dependientes “Crecimiento”, “Condicion fisica”, “Peso
13d”, “Tarso 13d”, “H/L ratio” y “Respuesta inmune” se utilizé como factor
fijo “Tratamiento del pollo” (con 4 niveles: CC, MC, MAy AA).

En los anadlisis relativos a los datos del conteo del numero de
heterofilos por cada 10.000 eritrocitos se realizd un modelo lineal
generalizado mixto (GLMM) con “Tratamiento del pollo” (con 4 niveles: CC,
MC, MA y AA, correspondientes a los 4 tratamientos) como factor fijo y
“Nido” como factor random y una distribucion de Poisson para distribucion
de errores y la presencia de ceros en los datos (Martin et al., 2005; Zuur et
al., 2009) mediante el paquete “glmmTMB” (Brooks et al., 2017). Para
realizar la comparativa entre los diferentes tratamientos se realizo un test
de Tukey Post-hoc utilizando la funcion “glht” del paquete “multcomp”
(Bretz et al., 2016) con “Nido” como factor random.

Para el andlisis de los datos correspondientes a la prevalencia y
abundancia de acaros y protocaliforas, asi como para la tasa de mortalidad,
se utilizaron modelos lineales generales (GLM) asociados a una funcion
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logit con una distribucion binomial, para prevalencias y mortalidad, y una
distribucion binomial negativa para las abundancias. “Tratamiento del nido”
(3 niveles: NE, NM y NC) fue utilizado como factor fijo.

En los andlisis estadisticos de los datos correspondientes a las
grabaciones realizadas en las cajas nido en condiciones naturales durante
el ano 2012 se utilizaron modelos lineales introduciendo como factor fijo
“Tratamiento del nido” (3 niveles: NE, NM y NC). “Fecha” fue afnadido a los
modelos como variable independiente al encontrar una fuerte correlacion
significativa con los tiempos de peticion en el nido (ver apartado
correspondiente en Resultados).

Para cada modelo se comprobo la homocedasticidad y la
normalidad de los residuos y las medias se dieron con un error estandar
(SE).
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RESULTADOS




Resultados de la determinacion de los costes
asociados a las senales en términos de
crecimiento e inmunocompetencia

Efecto del tratamiento en el tiempo e intensidad de
peticion

el tiempo como en la intensidad de peticion. Los pollos PA

pidieron durante una media de 51.18s (+ 2.57 SE) y con una
intensidad media de 2.14 (+ 0.04, SE), frente a sus hermanos PB que
pidieron de media 3.43 (+ 0.32 SE) y con una intensidad media de 1.78 (+
0.07 SE) (Tabla 1). La variacién tanto en tiempo como en la intensidad de
peticion fue explicada de forma mayoritaria por el tratamiento (Tabla 2). La
repetibilidad individual de la peticion de los pollos entre 4 de los diferentes
episodios grabados fue baja (Tabla 2).

Con el andlisis de las grabaciones en los nidos el ano previo a la
realizaciéon del experimento se comprobd que los pollos en condiciones
naturales pedian alimento en cortos episodios de peticion (4.8s + 1.23 SE,
rango total 0.1-21.5s, rango medio por pollo 3.1-8.5s). Por lo tanto, el
esfuerzo de peticion realizado por los pollos PA en cada episodio de ceba
rebasé notablemente el rango natural que presenta esta especie (Figura
13). Sin embargo, dado que los episodios de ceba se producian cada 45 min,
la tasa de peticion por hora de los pollos PA (68.24 s/h + 3.42 SE) estuvo
dentro del rango presente enlos nidos (135 s/h + 29.4 SE, rango 21-344 s/h).

I os tratamientos mostraron diferencias significativas, tanto en
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PB(n=20) PA(n=20) gl Tratamiento, ¥

Masa corporal inicial (M17) (g) 779021 7.7610.22 119 0.05ns
Alimento consumido (M/) (g) 3.93+0.08 3.96+0.07 1,99 0.60ns
Masa fecal total (MH) (9) 1.25+£008 1.32+0.10 119 0.32ns
Masa fecal a las 13:00h (%) 241+285 306%1.91 1,19 3.96ns
Tiempo de peticion (s/ceba) 3.43+0.32 51.18+257 119 662.7***
Intensidad de peticion 1.78+0.07 2.14+0.04 1,19 21.70***
Variacion masa diurna (VMD) (g) 2.02+0.06 1.85+0.06 1,19 7.46**
Variacion masa nocturna (VMN) (g) -1.16+0.05 -1.00+0.04 1,19 9.217
Variacion masa total (VMT) (g) 0.87+0.09 0.85+0.07 1,19 0.02ns
Gasto metabdlico (MGM) (g) 1.78+0.11 1.73+0.08 1,47 0.24ns
Respuesta inmune diurna (PVD) (mm) 421+019 3.41+0.19 1,19 28.30"**
Respuesta inmune nocturna (PVN) (mm) -043+021 -0.15%0.12 1,19 1.90ns
Respuesta inmune nocturna (PVT) (mm) 3.78+022 3.25%0.14 1,19 11 3™

Tabla 1. Media +SE para cada variable medida en el estudio y el efecto del
tratamiento (como factor fjjo), controlando por nido (factor aleatorio). Los
valores de F se obtuvieron con un modelo REML-LMM. El tiempo de peticion se
transformao con una funcion logaritmica antes de los analisis. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001, ns como no significativo.

Tiempo de peticion Intensidad de peticion
gl MS F MS F

Efecto
Tratamiento 2 6989.65 7642.64*** 315.28 122329
Pollo (tratamiento) 38 0.92 3.64*** 0.26 254"
Error 7 0.25
Repetibilidad (coeficiente de correlacion intraclase)
PA 0.45*** 0.52***
PB 0.22* 0.33***

Tabla 2: Analisis de la estimacion de la varianza de los componentes de la varianza
adebido al tratamiento (factor fijo) y pollo (factor aleatorio) en el tiempo y la intensidad
ae peticion. La repetibilidad de las variables del comportamiento de peticion en los
4 episodios de peticion analizados para cada tratamiento (PA y PB) indican la
fraccion total de varianza explicada por “Nido” como factor aleatorio. El tiempo de
peticion se transformo con una funcion logaritmica antes de los andlisis. *P <
0.05, ***P < 0.001.
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Figura 13: 7iempo de peticion en cada uno de los 4 episodios de peticion analizados
por individuos para los pollos PA, PB y para los pollos en condiciones naturales. Se
muestra las medianas (linea negra), el rango intercuartil (cajas) y el rango percentil
10-90 (barras de error).

Efecto del tratamiento sobre el incremento de peso y el
gasto metabolico

o hubo diferencias significativas en la masa inicial ni en la

cantidad de alimento consumido durante el experimento

entre los pollos de los diferentes tratamientos (PA y PB)
(Tabla 1). Si hubo diferencias en la variacion de la masa diurna ( Vi), periodo
durante el cual se realizaron los episodios de ceba y peticién, mostrando los
pollos PA un incremento significativamente menor que los pollos PB (Tabla
1). Ademas, la variacion de la masa durante el periodo diurno no se vio
significativamente afectada ni por la masa inicial (F; » = 0.24, P = 0.63), ni
por la cantidad de alimento consumido (£, > = 0.46, P = 0.51). Por lo tanto,
el efecto del tratamiento en la variacion de la masa durante el dia siguid
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siendo significativo al incluir en los modelos la masa inicial y la cantidad de
alimento consumido (x? = 7.82, P = 0.005). Sin embargo, al analizar la
variacion de la masa diaria total ( Vi), la correspondiente a 24 horas, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos tratamientos (Tabla 1).
Al igual que ocurrié en el analisis anterior, la variacion de la masa total ( Vi)
no se vio afectada significativamente ni por la masa inicial (F;, » = .06, P =
0.32), ni por la cantidad de alimento consumido (F;, » = 0.02, P = 0.89). Al
incluir estas dos variables en los modelos no hubo diferencias en los
resultados (x? = 0.20, P = 0.65). La discrepancia entre la variacion de masa
diurna (Vo) y la variaciéon de la masa total (V47) fue explicada porque los
pollos PA sufrieron una pérdida de masa nocturna, durante el periodo de
descanso, significativamente menor que los pollos PB (Tabla 1). En este
caso, la masa inicial influyd negativamente en la pérdida de masa durante
la noche (B = -0.39, F, v = 6.82, P= 0.017), mientras que la cantidad de
alimento consumido no tuvo efecto sobre los resultados (F; » = 2.79, P =
0.75). A pesar de esto, el efecto del tratamiento sobre la variacion de la
masas durante la noche siguioé siendo significativo al controlar por la masa
inicial y por la cantidad de alimento consumido (x? = 4.84, P = 0.028). Por lo
tanto, estos resultados muestran que los pollos PA crecieron menos
durante el dia, periodo en el que se realizaron los episodios de ceba y
peticién, que los pollos PB, pero perdieron menos masa durante el periodo
de descanso nocturno, conllevando por ello unas tasas de crecimiento
similares entre los tratamientos en el periodo total de 24 horas (Figura 14).
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Figura 14: Variacion de la masa de los pollos PA (puntos rojos) y PB (puntos azulos)

al inicio del experimento (Oh), al final de la fase diurna (12h) y a las 24h. Las barras
de error indican el SE respecto a la media.

Respecto a la masa perdida atribuible al gasto metabdlico (Msp), no
hubo diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 1), aunque si
representa una fraccion mayor de la ganancia de masa diurna en los pollos
PA (40.0% * 4.04) que en los pollos PB (32.5% + 5.08), pero sin que esta
diferencia sea significativa (F;, > = .76, P = 0.29). La diferencia en pérdida
de masa atribuible al gasto metabolico asociado a la peticion (DMcsy) fue de
0.09g (+ 0.087, N =18), no estando correlacionada con las diferencias entre
cada pareja de pollos hermanos (PA y PB) en cuanto a tiempo de peticion (r
= -0.10, no significativo), ni a intensidad de peticion (r = 0.05, no
significativo).
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Efecto del tratamiento sobre la produccion de masa fecal

a produccién de masa fecal total no mostré diferencias

significativas en funcion de los tratamientos considerando la

masa fecal excretada durante todo el periodo diurno en el que
se desarrollaron los episodios (Tabla 1). Sin embargo, los pollos PA si
excretaron una fraccion marginalmente mayor (P = 0.061) de masa fecal
durante la primera mitad del dia que los pollos PB (Tabla 1). En los pollos PA,
el tiempo de peticion tuvo un efecto marginalmente positivo en la cantidad
de heces excretadas durante la primera mitad del periodo diurno de
actividad controlando por la cantidad de alimento consumida (8 = 0.39, F,
10 =3.98, P = 0.062) pero esta tendencia no se observo en los pollos PB (8 =
-0.04, F, 1»= 0.02, P= 0.88). Estos datos sugieren que la peticion de
alimento tiene un efecto leve y a corto plazo sobre la dinamica digestiva de
los pollos.

Efecto del tratamiento sobre la respuesta inmune celular

os pollos PA, que pidieron durante mas tiempo y a una mayor

intensidad, presentaron una respuesta inmune celular

significativamente menor a las 12 horas que los pollos PB
(Tabla 1; Figura 15). La respuesta inmune celular a las 12 horas no se vio
afectada ni por la masa inicial (£, » = 2.85, P = 0.71), ni por la cantidad de
alimento consumido (F; » = 248, P = 0.13). Una vez incluidas en el modelo,
los resultados no variaron, permaneciendo un efecto significativo del
tratamiento (x*> = 27.80, P < 0.001). Al analizar los datos tomados a las 24
horas, los pollos PA siguieron mostrando una respuesta inmune celular
significativamente menor que los pollos PB (Tabla 1; Figura 15). De nuevo, ni
la masa inicial (F; 0 = 0.26, P = 0.62), ni la cantidad de alimento consumido
(F, o = 251, P = 0.13) tuvieron efecto y al incluirlos en el modelo los
resultados no se vieron afectados cualitativamente, permaneciendo
significativos (x? = 70.05, P= 0.0075). Independientemente del tratamiento,
la respuesta inmune celular disminuyé durante la noche (Prueba T para
muestras pareadas, t = -2.36, P = 0.023; Tabla 1). Una vez mas, ni la masa
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inicial (F; » = 0.85, P = 0.3), ni la cantidad de alimento consumido (F; » <
0.07, P = 0.95) afectaron a la respuesta inmune celular durante la noche
pero su inclusion en el modelo, aunque no altero cualitativamente los
resultados, si los hizo marginalmente no significativos (x*> =2.97, P = 0.08).
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Figura 15: Variacion en la respuesta inmune mediada por células T a la PHA en los
pollos PA y PB tras 13h y 24h tras la inoculacion. Las barras de error indican el SE
respecto a la media.
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Resultados de la determinacion del efecto de la
carga parasitaria sobre el comportamiento de
peticion

Efecto del estado parasitario sobre el comportamiento de
peticion

total de 18 nidos (3 no infectados, 5 infectados por larvas de

Protocalliphora azurea, 4 infectados por los acaros
hematdfagos Dermanyssus gallinoide y Dermanyssus gallinae 'y 6
infectados por ambos tipos de parasitos) tomando de cada uno una pareja
de pollos hermanos. Los nidos presentaron una media de 9.18 + 6.26 acaros
(rango: 0-71) y 5.45 + 2.57 protocaliforas (rango: 0-29). No se encontraron
diferencias respecto al estado parasitario en funcion de la fecha de
eclosion (Fz4 = 0.49, P = 0.70), tamaio de la nidada (F;, = 0.70, P = 0.5)),
ni con el peso de los pollos en su dia 8 de vida (F3, = 0.64, P = 0.60). En los
pollos que sobrevivieron hasta abandonar el nido (33 de los 36), no se
encontraron diferencias en la longitud del tarso en su dia 13 de vida (F32 =
1.24, P = 0.31). Sin embargo, si se encontré evidencia, aunque débil, de que
los pollos provenientes de los nidos no parasitados pesaban mas en su dia
13 de vida (Fs520 = 289, P = 0.052), lo que sugiere que la infeccion por
ectoparasitos debe tener un efecto negativo en el crecimiento de los pollos.
Al examinar dos de las medidas del comportamiento de peticién, la latencia
y laintensidad con la que los pollos pedian, se encontré que ambas medidas
aumentaban en funcion del nivel de hambre independientemente del
estado parasitario (Tabla 3; Figura 16). Por el contrario, al analizar el tiempo
de peticion si se encontraron diferencias significativas, siendo menor el
tiempo empleado pidiendo en los pollos que provenian de nidos
parasitados (Tabla 3; Figura 16a). Las diferencias encontradas fueron
mayores en el nivel mas alto de privacion de alimento, reflejandose en la
interaccion significativa entre nivel de hambre y estado parasitario (Tabla
3; Figura 16a). A los 90 minutos de haber recibido la ultima ceba, las
diferencias en el tiempo de peticion entre pollos variaron en funcion de su

Para los andlisis realizados en este apartado se utilizaron un
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estado parasitario de forma altamente significativa (x? = 70.85, P < 0.001)).
Sin embargo, no lo fueron en los test realizados a los 30 y 60 minutos tras
la ultima ceba (P > 0.65), ni en el realizado a los 15 minutos, aunque los
resultado estuvieron proximos a ser significativos (x? = 3.42, P=0.064). Los
modelos estadisticos se repitieron considerando 4 niveles de estado
parasitario (no infectado, infectado solo por acaros, infectado sélo por
Protocalliphora e infectado por ambos) siendo los resultados
cualitativamente similares (Tabla 4; Figura 17).

/A gl ¥

Tiempo de peticién

Nivel de hambre 35.82 3 <0.001
Estado parasitario 3.91 1 0.048
Nivel de hambre*Estado parasitario 16.83 3 <0.001
Intensidad de peticién

Nivel de hambre 9.67 3 0.022
Estado parasitario 0.02 1 0.88
Nivel de hambre*Estado parasitario 1.34 3 0.72
Latencia de peticién

Nivel de hambre 5.59 3 0.13
Estado parasitario 0.5 1 0.48
Nivel de hambre*Estado parasitario 2.8 3 0.42

Tabla 3: Resultados del modelo REML-LMM para analizar el efecto del nivel de
hambre (4 niveles: 75, 30, 60 y 90 minutos desde la ultima ceba), del estado
parasitario (2 niveles: parasitado y no parasitado) y su interaccion, para las variables
tiempo, intensidad y latencia de peticion. Para cada modelo identidad del pollo (n =
36), dentro de nido de origen (n = 18), a su vez dentro de arfio fueron introducidos
como factores aleatorios para controlar las varianza entre afios, nidos y medidas
repetidas de los pollos.
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Figura 16: Valores medios, con intervalos de confianza del 95%, del Tiempo de
peticion (a), Intensidad de peticion (b) y Latencia de peticion (c) para cada nivel de
hamabre (tiempo transcurrido tras la ultima ceba) y el estado parasitario del nido (no
infectados, n = 6: cuadraos azules; infectados, n = 30: puntos rojos).
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XZ gl P

Tiempo de peticién

Nivel de hambre 46.15 3 <0.001
Estado parasitario 6.9 3 0.075
Nivel de hambre*Estado parasitario 24.85 9 0.003
Intensidad de peticién

Nivel de hambre 20.44 3 <0.001
Estado parasitario 2.56 3 0.46
Nivel de hambre*Estado parasitario 4.98 9 0.84
Latencia de peticién

Nivel de hambre 761 3 0.055
Estado parasitario 1.67 3 0.64
Nivel de hambre*Estado parasitario 8.89 9 0.45

Tabla 4: Resultados del modelo REML-LMM para analizar el efecto del nivel de
hambre (4 niveles: 75, 30, 60 y 90 minutos desde la ultima ceba), del estado
parasitario (4 niveles: no parasitado, parasitado por &caros, parasitado por
protocaliforas y parasitado por ambos) y su interaccion, para las variables tiempo,
intensidad y latencia de peticion. Para cada modelo identidad del pollo (n = 36),
dentro de nido de origen (n = 18), a su vez dentro de afio fueron introducidos como
factores aleatorios para controlar las varianza entre anos, nidos y medidas repetidas

de los pollos.
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Figura 17: Valores medios, con intervalos de confianza del 95%, del Tiempo de
peticion (a), Intensidad de peticion (b) y Latencia de peticion (c) para cada nivel de
hambre (tiempo transcurrido tras la dltima ceba) y el estado parasitario del nido (no
infectados, n = 6: cuadrados azules; infectados por acaros, n = 8: rombos naranjas;
infectados por protocaliforas, n = 10: triangulos verdes; infectados por ambos, n =
12: puntos rojos).
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Resultados de la simulaciéon de una variante
fenotipica que presente una peticion exagerada
y la cuantificacion de los costes y beneficios
relativos a los fenotipos salvajes

Efecto del tratamiento sobre el comportamiento de
peticion en laboratorio

funcion del nivel de hambre (tiempo transcurrido desde la

ultima ceba), encontrandose también diferencias
significativas en funcién del tratamiento (Tabla 5; Figura 18). Sin embargo,
el efecto del tratamiento sobre la intensidad de peticidn sélo fue
significativa a los 15 minutos tras haber recibido la Ultima ceba (F;26 = 4.7,
P =0.0075), estableciéndose el gradiente CC > MC > MA > AA de intensidad
de peticion (Figura 18). Para el resto de los niveles de privacion de alimento
el efecto del tratamiento no fue significativo, aunque se observd una
tendencia en la que los pollos CC y MC, aquellos a los que se les suministré
CPH, mostraron una mayor intensidad de peticion que los pollos MA 'y AA.
Esta tendencia fue mas marcada en los niveles mas bajos de hambre y fue
disminuyendo en los niveles mas altos en los que los resultados fueron mas
homogéneos.

I a intensidad de peticion aumenté de forma significativa en
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r gl P

Tiempo de peticién

Nivel de hambre 82.68 3 <0.001
Tratamiento pollo 15.95 3 0.001
Nivel de hambre*Tratamiento pollo 22.66 9 0.007
Intensidad de peticién

Nivel de hambre 64.48 3 <0.001
Tratamiento pollo 8.16 3 0.04
Nivel de hambre*Tratamiento pollo 12.39 9 0.19
Latencia de peticién

Nivel de hambre 9.19 3 0.027
Tratamiento pollo 1.78 3 0.62
Nivel de hambre*Tratamiento pollo 11.99 9 0.21

Tabla 5: Resultados del modelo REML-LMM para analizar el efecto del nivel de
hambre (4 niveles: 15, 30, 60 y 90 minutos desde la ultima ceba), del tratamiento del
pollo (4 niveles: CC, MC, MA y AA) vy su interaccion, para las variables tiempo,
intensidad y latencia de peticion. Para cada modelo la identidad del pollo anidada
dentro del nido de origen fue introducido como factor aleatorio para controlar la

varianza entre nidos.
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Figura 18: Valores medios, con intervalos de confianza del 5%, de la Intensidad de
peticion para cada nivel de hambre (tiempo transcurrido tras la ultima ceba) y
tratamiento de los pollos.

La latencia de peticidon se vio afectada significativamente por el
nivel de hambre (Tabla 5, Figura 19), disminuyendo el tiempo transcurrido
entre el estimulo y el inicio de la peticion a medida que el nivel de hambre
aumentaba. No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de
latencia en funcion del tratamiento ni de la interaccion tratamiento y nivel
de hambre, aunque si hubo una tendencia a los 15 minutos tras la ultima
ceba en la que los pollos CC mostraron una latencia mas baja,
desapareciendo de nuevo esta tendencia al aumentar el nivel de hambre
(Figura 19).
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Figura 19: Valores medios, con intervalos de confianza del 95%, de la Latencia de
peticion para cada nivel de hambre (tiempo transcurrido tras la ultima ceba) y
tratamiento de los pollos.

El tiempo de peticidon de los pollos aumentd significativamente al
aumentar el nivel de hambre, llegando a un nivel asintético a partir de los
60 minutos tras la ultima ceba (Tabla 5; Figura 20). Esta asintota en el
tiempo de peticion fue mayor en los pollos CC y MC, que habian recibido
CPH, que enlos pollos MA y AA a los que se les suministré agua (Figura 20).
El tiempo de peticion también presentd diferencias significativas en
funcién del tratamiento asi como en la interaccion de ambos factores
(Tabla 5), aunque hubo una sutil convergencia a niveles altos de hambre. En
los pollos experimentales, aquellos a los que se suministré CPH, los pollos
CC tendieron a pedir durante mas tiempo que los pollos MC (F; 3,=3.75, P
= 0.06), siendo significativa la interaccion con el nivel de hambre (£ 50 =
3.85, P = 0.0% Figura 20). Respecto a los pollos control, aquellos que
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recibieron agua, el tiempo de peticion no mostré diferencias significativas
entre los pollos MA 'y AA (F;, 47 = 0.65, P = 0.43), ni en la interaccion con el
nivel de hambre (F; 17 = 1,712, P = 0.34; Figura 20). En los nidos mixtos los
pollos MC pidieron significativamente durante mas tiempo que los pollos
MA (F; 54 = 10.69, P = 0.0025; Figura 20), sin embargo, la interaccién con el
nivel de hambre no fue significativa (£; > = 0.36, P = 0.78 Figura 20).
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Figura 20: Valores medios, con intervalos de confianza del 95%, del Tiempo de
peticion para cada nivel de hambre (tiempo transcurrido tras la ultima ceba) y
tratamiento de los pollos.
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Efecto del tratamiento sobre el comportamiento de
peticion en condiciones naturales

ara los analisis realizados en este apartado se utilizaron 36

nidos (14 NE, 11 NC y 11 NM). Se comprobo que no hubiese

diferencias entre tratamientos respecto al numero de pollos
en el nido, el habitat y las fechas y horas de las grabaciones, no encontrando
diferencias en ninguno de ellos.
Se encontro que la fecha en la que se realizaron las grabaciones mostro una
correlacion positiva altamente significativa tanto con el tiempo medio de
peticion (entendido como tiempo medio que cada pollo del nido estuvo
pidiendo expresado en segundos/hora) (r = 0.56, P < 0.001; Figura 21a),
como con el tiempo de peticion total del nido (entendido como la suma de
los tiempos de peticion de los pollos expresado en segundos/hora) (r =
0.47, P=0.004; Figura 21b), por lo que la fecha fue incluida en los modelos.
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Figura 21: Correlaciones entre los valores del tiempo medio de peticion por pollo (a)
y el tiempo de peticion total del nido (b) con la fecha.

Al analizar la correlacion de la fecha con el tiempo medio de peticion
y con el tiempo de peticién total del nido de forma individual para cada
tratamiento se encontrd que dicha correlacion solo fue significativa en el
caso de los nidos control (NC) y mucho mas fuerte (r= 0.8, P= 0.003). En
los nidos NM estuvo muy proxima a la significacion (r= 0.59, P = 0.057),
mientras que para los nidos NE fue baja y no significativa (tiempo medio de
peticion: r=0.23, P=0.43; tiempo de peticion total: 7= 0.07, P=0.8).

Tras analizar los datos con los modelos anteriormente descritos, se
encontré que, tanto el tiempo medio de peticion como el tiempo de
peticion total del nido se vieron afectados significativamente tanto por el
tratamiento, como por la fecha y la interaccion de ambos factores (Tabla
6).
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gl F P

Tiempo medio de peticién

Tratamiento 2 4.07 0.027 *
Fecha 1 15.89  <0.001 ***
Tratamiento*Fecha 2 3.83 0.03 *
Peticién nido

Tratamiento 2 3.68 0.037 *
Fecha 1 9.82 0.004 **
Tratamiento*Fecha 2 3.46 0.04 *

Tabla 6: Resultados del modelo lineal para analizar el efecto del tratamiento (3
niveles: NE, NM y NC) y de la fecha sobre el tiempo medio de peticion y sobre la
peticion total del nido.

Posteriormente repetimos dichos analisis comparando 2 a 2 los tres
tipos de nidadas (Tablas 7 y 8). Se encontré que el efecto del tratamiento
sobre ambos tiempos de peticion solo fue significativo al comparar los
nidos NE, en los que todos los pollos recibieron el tratamiento con CPH, y
los nidos NC, en los que a todos los pollos se les suministré agua (Tablas 7
y 8), mostrando unos mayores tiempos de peticion los nidos NE (Figura 21).
No se encontré un efecto significativo al comparar los NE con los NM, en
los que a la mitad de los pollos se les suministraba CPH y a la otra mitad
agua (Tablas 7 y 8), ni en la comparativa entre los nidos NM y NC, aunque
en este caso cerca de la significacion (Tablas 7 y 8). Es decir, al controlar
por el efecto de la fecha se encontré que tanto para el tiempo medio de
peticion, como para el tiempo de peticidn total del nido se establecié un
gradiente en el que los nidos NE, donde todos los pollos recibieron CPH
mostraron unos mayores tiempos de peticion que los nidos mixtos (NM), a
su vez mayores que los nidos en los que solo se suministré agua (NC)
aunque las diferencias solo fueron significativas al comparar los nidos NE y
NC.
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TIEMPO MEDIO DE PETICION gl F P
Cipro vs Agua

Tratamiento 1 8.09 0.01
Fecha 1 15.84 <0.001
Tratamiento*Fecha 1 7.6 0.01
Cipro vs Mixto

Tratamiento 1 0.82 0.38
Fecha 1 0.1 0.75
Tratamiento*Fecha 1 0.62 0.44
Agua vs Mixto

Tratamiento 1 3.3 0.085
Fecha 1 23.67 0.0001
Tratamiento*Fecha 1 3.39 0.08

* k%K

* koK

Tabla 7: Resultados del modelo lineal para analizar el efecto del tratamiento y de la

fecha sobre el tiempo medio de peticion comparando los tratamientos 2 a 2.

PETICION DEL NIDO f_;l F P
Cipro vs Agua

Tratamiento 1 7 0.015
Fecha 1 9.35 0.006
Tratamiento*Fecha 1 6.57 0.02
Cipro vs Mixto

Tratamiento 1 0.75 0.4
Fecha 1 0.13 0.72
Tratamiento*Fecha 1 0.59 0.45
Agua vs Mixto

Tratamiento 1 3.44 0.08
Fecha 1 17.25 <0.001
Tratamiento*Fecha 1 3.48 0.08

*

* %

%

* k%

Tabla 8: Resultados del modelo lineal para analizar el efecto del tratamiento y de la
fecha sobre el tiempo de peticion total del nido comparando los tratamientos 2 a 2.
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Figura 22: Residuos del Modelo Lineal para el Tiempo de Peticion Total para cada
Tratamiento y tipo de nidada. Se muestra las medianas (linea negra), el rango
intercuartil (cajas) y el rango percentil 10-90 (barras discontinuas de error,).

También se analizo si existia una correlacion entre los tiempos de
peticidon y las tasas de ceba por parte de los adultos. Tras los andlisis
encontramos que la tasa de peticion total del nido esta correlacionada
positiva y significativamente con la tasa de ceba en los nidos (r=0.39, P=
0.02) (Figura 23). Cuando buscamos la correlacién entre el tiempo medio
de peticion por pollo y la tasa de ceba media por pollo no encontramos una
correlacion significativa (r= 0.26, P= 0.12). Sin embargo, al descomponer
las cebas en funcion del sexo del adulto se encontré que la correlacion con
las cebas por parte de las hembras si era positiva y significativa (7= 0.35, P
= 0.035) (Figura 24a), mientras que para los machos no se encontré
significancia en la correlacion e incluso esta fue negativa (r=-0.13, P= 0.46)
(Figura 24b).
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Efecto del tratamiento sobre variables biométricas,
hematologicas e inmunoldgicas de los pollos

ras los analisis realizados para las variables dependientes

“Crecimiento”, “Condicion fisica”, “Peso 13d” y “Tarso 13d”

no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (Tabla 9; Figura 25). Sin embargo, si se encontraron
diferencias significativas en el H/L ratio (Tabla 9; Figura 26). Los pollos AA
tuvieron un H/L ratio menor que los pollos a los que se les suministro CPH
(pollos CC y MC) y que los pollos MA que recibieron agua pero que tuvieron
que competir con los pollos MC dentro de los nidos mixtos. Respecto a la
respuesta inmune celular a la PHA, hubo diferencias significativas en
funcién del tratamiento (Tabla 9; Figura 27), mostrando los pollos AA, que
recibieron agua, una mayor respuesta inmune que los pollos CC, a los que
se les suministr6 CPH, y que los pollos de los nidos mixtos
(independientemente de haberles suministrado CPH o agua, pollos MC y
MA respectivamente).

i gl P

Crecimiento 3-13d 0.48 3 0.92
Peso 13d 1.08 3 0.78
Tarso 13d 1.03 3 0.79
Condicién fisica 13d 2.26 3 0.52
H/L ratio 8.63 3 0.035
Respuesta Inmune a PHA 19.7 3 <0.001

Tabla 9: Resultados del modelo REML-LMM para analizar el efecto del tratarmiento
del pollo (4 niveles: CC, MC, MA y AA) para las variables Crecimiento entre los 3-134,
Peso a los 130, Tarso a los 13d, Condicion fisica a los 130, H/L ratio y Respuesta
Inmune a PHA. Para cada modelo el nido de origen fue introducido como factor
aleatorio para controlar la varianza entre nidos.
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Figura 27: Valores medios, con intervalos de confianza del 95%, de la Respuesta
Inmune a PHA para cada tratamiento de los pollos.

Por ultimo, al analizar los datos correspondientes al numero de
heterofilos presentes por cada 10.000 eritrocitos entre los cuatro
diferentes tratamientos, se encontré que se establecia un gradiente en el
que los pollos CC (aquellos que provenian de NE, en los que a todos los
pollos se les habia suministrado CPH) eran los que mayor numero de
heterofilos presentaban, seguidos de los pollos MC y con valores mas bajos
y similares los pollos MA y AA (Figura 28), siendo las diferencias
significativas solo entre los pollos CC y a los que se suministré agua (MA'y
AA) (z = -2.857, P = 0.02; z = 2.86, P = 0.02; respectivamente),
independientemente de su tipo de nidada de origen (Tabla 10).
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Heterdfilos/10.000 Eritrocitos para cada tratamiento de los pollos.

z gl P
CC-AA 2.86 3 0.02 *
MA-AA -0.36 3 0.98
MC-AA 0.92 3 0.79
MA-CC -2.86 3 0.02 *
MC-CC -1.76 3 0.29
MC-MA 1.82 3 0.26

Tabla 10: Resultados del modelo GLMM y el Test de Tukey Post-hoc para analizar el
efecto del tratamiento del pollo (4 niveles: CC, MC, MA y AA) para la variable N©
Heterdfilos/10.000 Eritrocitos. Para cada modelo el nido de origen fue introducido
como factor aleatorio para controlar la varianza entre nidos.
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Efecto del tratamiento sobre la prevalencia y abundancia
de acaros y protocaliforas y mortalidad

| analizar la prevalencia de acaros en funcion del tratamiento

se observo que en el 24% de los nidos NE (n = 45) hubo

presencia de acaros frente al 15% de los nidos NM (n=53) y
el 12% de los nidos NC (n = 58), pero las diferencias no fueron significativas
(Tabla 11). Si lo fueron en cambio al analizar la abundancia en funcién del
tratamiento (Tabla 11), siendo mayor en los nidos NE, donde todos los pollos
habian recibido CPH (Figura 29).

Respecto a las protocaliforas, se observo presencia de larvas o
pupas en el 39% de los nidos NE (n = 49), 33% de los nidos NM (n = 54), y
47% de los nidos NC (n = 57), sin embargo las diferencias tanto en
prevalencia como en abundancia no fueron significativas entre los
tratamientos (Tabla 11).

Se examind también la mortalidad en el nido en funcion de los
tratamientos, encontrandose diferencias significativas (Tabla 11). Hubo
mortalidad de al menos un pollo en el 19% de los nidos NE (n = 58), 39% de
los nidos NM (n = 41) y 20% de los nidos NC (n = 71), es decir, los nidos NM
sufrieron una mortalidad de casi el doble que los nidos NE y NC.

v gl P

Prevalencia Acaros 2.82 2 0.24
Abundancia Acaros 15.47 2 <0.001
Prevalencia Protocaliforas 2.32 2 0.31
Abundancia Protocaliforas 1.92 2 0.38
Mortalidad 6.57 2 0.037

Tabla 11: Resultados del modelo GLM asociado a una funcion logit, con una
distribucion binomial para prevalencias y mortalidad y una distribucion binomial
negativa para las abundancias, para analizar el efecto de los tratamientos sobre las
variables Prevalencia de a&caros, Abundancia de d&caros, FPrevalencia de
protocaliforas, Abundancia de protocaliforas y Mortalidad.
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DISCUSION




Determinacion de los costes asociados a las
senales en términos de crecimiento e
inmunocompetencia

omparando los esfuerzos de peticion realizados por los

pollos de los dos grupos del experimento, los pollos PA

invirtieron y realizaron un esfuerzo mucho mayor que sus
hermanos PB. Durante los episodios de ceba los pollos PB realizaron una
peticion media de 3.4 segundos, similar a los episodios de peticion
realizados en la naturaleza (5 segundos). Por el contrario, los pollos PA
realizaron una peticion durante el episodio de ceba 15 veces mas larga
(media de 51 segundos) y mucho mas elevada que el maximo observado en
los nidos naturales (21.5 segundos). La variacion en los tiempos de peticion
observados en condiciones naturales durante los episodios de ceba seria
explicada, al menos en parte, por la necesidad nutricional de los pollos en el
nido, pidiendo durante mas tiempo aquellos con mayor necesidad
nutricional y con episodios mas cortos aquellos mejor alimentados. La
cantidad media de alimento que un pollo de 7 dias recibe en condiciones
naturales en su nido esta estimada en 9 gramos (0.44 gramos por gramo
de masa corporal) con una ingesta maxima de 0.67 g / g masa corporal,
segun se establecié en un estudio previo que probaba los efectos de la
necesidad nutricional sobre el comportamiento de peticion y la digestion
(Wright et al., 2010). Durante el periodo de 24 horas en el que se desarrollo
nuestro experimento, los pollos, independientemente de su tratamiento,
recibieron aproximadamente 0.5 g de alimento por gramo de masa
corporal, con lo que dicha tasa de ingesta se encuentra por encima de la
media en condiciones naturales. Esto nos permite asumir que los pollos,
durante el desarrollo del experimento y de los episodios de peticion, se
encontraban bien alimentados. Por lo tanto, los episodios de peticion de los
pollos PA, con un tiempo muy superior a los manifestados tanto por su
hermanos PB como en condiciones naturales, se pueden considerar como
senales fuera del equilibrio (Szamado, 2011).

Durante el experimento, las tasas de peticion por hora de los pollos
PA (68 s/h) se encontraron dentro del rango observado en condiciones
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naturales, al igual que en otros estudios previos sobre el efecto del
comportamiento de peticion sobre el crecimiento (Kilner, 2001; Leonard et
al., 2003; Moreno-Rueda et al., 2012). En otros estudios las tasas de peticion
en condiciones naturales no estaban especificadas, pero se ajusté su escala
para asimilarla a la tasa de ceba por parte de los adultos en la naturaleza
(Kedar et al., 2000; Moreno-Rueda, 2010; Moreno-Rueda & Redondo, 2011,
2012).

Si comparamos los tiempos de peticion de los pollos PA frente a los
de los pollos PB, observamos que dicha relacion (15 veces mayor el tiempo
de peticion en los pollos PA) es mucho mas marcada que en la mayoria de
los estudios previos anteriormente citados (Kilner, 2001 (6); Leonard et al.,
2003 (6); Moreno-Rueda et al., 2012 (6.7); Rodriguez-Gironés et al., 2001
(3.5 y 5)), siendo similar a los de otros (Moreno-Rueda & Redondo, 2011
(16.7); Moreno-Rueda & Redondo, 2012 (14.1)) y sélo menor que en dos de
ellos (Moreno-Rueda, 2010 (24); Soler et al., 2014 (36)). Es decir, en este
experimento, los pollos PA tuvieron que realizar un esfuerzo de peticion de
al menos la misma magnitud que el presente en los estudios en los que se
encontro un coste de crecimiento asociado a la peticion de alimento (Kilner,
2001; Moreno-Rueda & Redondo, 2011; Moreno-Rueda et al., 2012;
Rodriguez-Gironés et al., 2001). Cabe mencionar que la ganancia de masa
corporal durante las 24 horas en las que se desarroll6 el experimento (0.86
gramos) fue menos que la ganancia observada en el campo en condiciones
naturales (1.36 gramos), siendo esto lo normal y esperable durante la cria
no natural de aves silvestres, atribuible al estrés general de esta practica
(Flammer & Clubb, 1994), aun con dietas de alta calidad como la
suministrada en este estudio.

Este comportamiento de peticidn excesivay fuera del equilibrio que
forzamos a realizar a los pollos PA provoco un efecto negativo tanto en la
ganancia de masa durante las horas diurnas, cuando los episodios de ceba
y peticion tenian lugar, como sobre la respuesta inmune. Estos efectos
encontrados no podrian ser explicados en términos de gasto metabdlico,
medido como la masa perdida o invertida durante los episodios de peticién,
ya que el gasto metabdlico fue similar entre los pollos de ambos
tratamientos, PA y PB, ya fuese expresado en términos absolutos o como
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fraccion de ganancia de masa, y las diferencias entre tratamientos en el
esfuerzo de peticion no tuvieron efecto sobre la pérdida de masa atribuible
al comportamiento de peticion. Por lo tanto, el efecto de una peticidon
excesiva y fuera del equilibrio sobre el gasto metabdlico fue muy pequeno
y no significativo, siendo estos resultados consistentes con estudios
previos de respirometria (Chappell & Bachman, 2002).

Una alternativa al gasto energético seria la causada por el estrés
oxidativo generado por el ejercicio fisico intenso asociado a un esfuerzo de
peticion elevado (Boncoraglio et al., 2012; Costantini, 2014; Noguera et al.,
2010). La funcion inmunitaria y el crecimiento durante su desarrollo
producen radicales libres (Alonso-Alvarez et al., 2007; Costantini & Moller,
2009; Sorci & Faivre, 2009) por lo que los pollos PA, que fueron forzados a
mantener un elevado esfuerzo de peticion, puede que fuesen capaces de
regularlo, disminuyendo temporalmente otros procesos que generasen
radicales libres logrando mantener asi el equilibrio oxidativo (Moreno-
Rueda et al., 2012).

Por ultimo, otra posibilidad seria que el esfuerzo fisico asociado a la
peticion no sea por si mismo lo que tenga un efecto negativo sobre la
respuesta inmune sino los procesos fisiologicos implicados en que los
pollos realicen un mayor esfuerzo de peticion (Buchanan et al., 2007). En
estudios previos se ha encontrado que los niveles endogenos de
testosterona y glucocorticoides pueden tener el efecto de provocar
simultdneamente un comportamiento de peticion mas intenso a la vez que
reducir la respuesta inmune y el crecimiento, encontrandose dichas
evidencias tanto en nuestra especie de estudio (Goodship & Buchanan,
2006, 2007), como en otras especies (Buchanan et al., 2007; Loiseau et al.,
2008; Quiilifeldt et al., 2006). Nuestros resultados serian consistentes con
esta explicacién ya que los pollos PA pidieron durante mas tiempo y
también con una mayor intensidad postural. Ademas se ha observado que
los efectos asociados a los niveles de las hormonas enddgenas sobre el
comportamiento de peticion, el crecimiento y la respuesta inmune pueden
variar entre especies (Smiseth et al, 2011), lo que nos permitiria
proporcionar una explicacion a los diferentes resultados obtenidos en los
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estudios previos sobre el efecto del comportamiento de peticion sobre el
crecimiento.

Nuestro diseno experimental mostré un efecto muy fuerte sobre la
respuesta inmune celular a la PHA, especialmente a las 13 horas tras la
inyeccion, cuando finalizo el periodo diurno en el que se desarrollaron los
episodios de peticion y ceba (“d” de Cohen = 1.15) y también, aunque mas
leve, al finalizar el experimento 24 horas después de la inoculacion (“d” de
Cohen = 0.64). Esta variacion temporal es lo esperado en estos ensayos en
los que se inyecta PHA (Navarro et al., 2003) ya que primero (en las
primeras 3-12 horas) se produce una infiltracion rapida de heterdfilos y
linfocitos, seguido posteriormente (a las 24 horas) de la infiltracion de
macrdéfagos, remitiendo la inflamacion habitualmente tras 48 horas (Martin
et al., 2006; Smits et al., 1999).

El coste a nivel de reduccion de la respuesta inmune celular
asociado al comportamiento de peticion, demostrado mediante la
induccion experimental de un esfuerzo de peticion excesivo y fuera del
equilibrio, ha sido el unico que, hasta ahora, se ha encontrado en todos los
trabajos llevados a cabo con diferentes especies. Dicho efecto se ha
encontrado en gorrién comun (Passer domesticus) (Moreno-Rueda, 2010;
Soler et al., 2014), urraca (Pica pica) Moreno-Rueda et al., 2012), alcauddn
real (Lanius meridionalis) (Moreno-Rueda & Redondo, 2011, 2012) y en
papamoscas cerrojillo (en este estudio; Redondo et al., 2016). Contrario a
estos resultados, otro estudio llevado a cabo con pollos de golondrina
comun (Hirundo rustica) (Romano et al., 2011) encontré que a los pollos
hembras a los que se les inyectd un antigeno (en este caso un
lipopolisacarido bacteriano) aumentaron su intensidad de peticion. Sin
embargo, este estudio no fue disenado especificamente para testar este
coste y los pollos podian pedir libremente escogiendo el esfuerzo de
peticién invertido. Este hecho tiene una importancia critica al considerar
que para poder evaluar los costes asociados al comportamiento de peticién
predichos por los modelos matematicos se debe manipular
experimentalmente a los pollos para llevarlos a una situacion en la que el
esfuerzo implicado en el peticién se encuentre por encima de sus niveles
optimos y fuera del equilibrio (Kilner, 2001; Szamado, 2011). Ademas, en el
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mencionado estudio, el comportamiento de peticion se estudio 2 dias
después de la inoculacion del antigeno, momento en el que el estado
nutricional y fisico de los pollos, considerado como masa corporal,
coloracion bucal y estado del plumaje, habia sufrido un deterioro
consecuencia del desafio inmune causado por el antigeno bacteriano.
Debido a esto, el comportamiento de peticion pudo verse afectado tanto
por los componentes inmunitarios como por la condiciéon en la que se
encontraban los pollos (Jacob et al., 2011).

En los estudios mencionados, para lograr que uno de los
tratamientos, en nuestro caso los pollos PA, inviertan un esfuerzo de
peticion excesivo y fuera del equilibrio, es necesario que sean estimulados
mas que sus hermanos de peticion baja y dentro del equilibrio (en nuestro
caso pollos PB) (Moreno-Rueda, 2010; Moreno-Rueda & Redondo, 2011,
2012; Moreno-Rueda et al., 2012; Soler et al., 2014). Esta estimulacion extra
podria suponer un inconveniente para este tipo de estudios, ya que podria
causar estrés en los pollos, y esto podria causar un aumento en los niveles
de glucocorticoides deprimiendo la respuesta inmune (Saino et al., 2003).
El mismo problema se plantea en otros estudios centrados en estudiar los
posibles costes a nivel del crecimiento (Kedar et al., 2000; Kilner, 2001)
aunqgue no en otros (Leonard et al., 2003; Rodriguez-Gironés et al., 2001).
Sin embargo, hay que destacar que no se encontré una evidencia directa
en estos estudios entre la estimulacion y si se encontré un efecto
significativo en términos de crecimiento (Kilner, 2001; Rodriguez-Gironés
et al.,, 2001) o no se hallé (Kedar et al., 2000; Leonard et al., 2003). Los
glucocorticoides pueden afectar tanto a la respuesta inmune como al
crecimiento de los pollos de forma simultanea (Saino et al, 2003),
sugiriéndonos que una estimulacion diferencial podria no ser la Unica causa
que produjera una respuesta inmune menor en los pollos PA, que
mantuvieron esfuerzos de peticion mayores.

Para poder considerar la reduccion en la respuesta inmune celular
como un coste directo asociado al comportamiento de peticion del tipo
predicho por los modelos matematicos se deben cumplir varios criterios. El
coste deberia afectar a la condicion fisica de los pollos reduciendo su
viabilidad (Szamado, 2011) y ademas dicho coste no deberia poder ser
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compensando mediante unos beneficios diferenciales, es decir, una mayor
cantidad de alimento, manteniendo por tanto un efecto negativo sobre la
condicion fisica y con ello sobre la viabilidad (Szamado, 2011). Nuestros
resultados, al igual que los de otros estudios previos, que muestran que una
peticion fuera del equilibrio tiene un efecto negativo sobre la respuesta
inmune celular, cumplen dichos requisitos. En primer lugar, una reduccion
en la respuesta inmunitaria puede disminuir la probabilidad de
supervivencia de los pollos ante una posible infeccién parasitaria. En las
poblaciones ibéricas, como la nuestra, los pollos de papamoscas cerrojillo
sufren, con una prevalencia superior al 20%, la parasitacion por parte de
hematozoos y ectoparasitos como acaros y protocaliforas (Merino & Potti,
1995a, 1996). Se ha encontrado en varios estudios que los pollos con una
respuesta inmune reducida afrontarian peor una posible infeccion
parasitaria (Pitala et al, 2010; Tschirren et al., 2007), resultando su
viabilidad reducida a largo plazo (Bowers et al., 2014; Cichon & Dubiec,
2005).

En segundo lugar, se ha observado que la respuesta inmune celular
en el momento en que los pollos de papamoscas cerrojillo han finalizado su
desarrollo predice mejor la probabilidad de supervivencia que la masa
corporal o la condicion fisica en esa edad (Moreno et al., 2005). Este hecho
implica que, si la capacidad de producir una respuesta inmune adecuada se
encuentra disminuida, una ganancia de masa superior debido a un esfuerzo
de peticion mayor podria no tener una importancia decisiva en la
probabilidad de supervivencia, no estando claro que la obtencion de
recursos adicionales pueda compensar una respuesta inmune deteriorada.
De hecho, en un estudio en el que se controlaron tanto los costes a nivel de
esfuerzo de peticion como los beneficios en forma de alimento adicional en
pollos de alcaudén real (Lanius meridionalis), se encontro que los pollos que
mostrando un esfuerzo de peticion fuera del equilibrio pero que recibieron
un 30% mas de alimento fueron capaces de compensar los costes
asociados al crecimiento pero no los asociados a la respuesta inmune, que
sufria un deterioro (Moreno-Rueda & Redondo, 2012). Esto nos permite
afirmar que una peticion excesiva, fuera del equilibrio tiene un coste a
modo de efecto negativo sobre la respuesta inmune en pollos de
papamoscas cerrojillo.
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Cuando analizamos el efecto de los tratamientos sobre el
crecimiento encontramos que, durante el periodo diurno, en el que se
produjeron los episodios de ceba y peticion, los pollos PA, alos que se forzo
a realizar un esfuerzo de peticion mucho mayor, ganaron menos masa que
sus hermanos PB, lo que nos indica un fuerte efecto (“d” de Cohen = 0.65).
Sin embargo, a la manana siguiente este efecto habia practicamente
desaparecido, ya que los pollos PA sufrieron una pérdida de masa durante
el periodo de descanso menor que los pollos PB, sugiriendo el desarrollo de
una regulacion compensatoria durante esas horas. Dicho proceso de
regulacion compensatoria podria ser explicado por varios mecanismos que
regulasen una menor pérdida de masa nocturna. Los pollos invierten una
gran proporcion de su presupuesto energético (alrededor de un 75%) en
procesos disipativos como son la termorregulacion y el mantenimiento
(Verhulst & Wiersma, 1997). Debido a ello, uno de los posibles mecanismos
que podrian estar implicados en la regulaciéon compensatoria seria que,
durante lo noche, los pollos PA redujesen su metabolismo basal o la
produccion de calor a favor del crecimiento (Killpack & Karasov, 2012; Moe
et al., 2004; Vézina et al., 2009).

Otra posibilidad es que, en el caso de los pollos PA, realizar un
esfuerzo de peticion mucho mayor hubiese afectado a su mecanica
digestiva haciendo que se retrase la asimilacion de los alimentos. Un
mecanismo similar se puede encontrar en las palomas (Columba livia), que
son capaces de retrasar la digestion en condiciones de bajas temperaturas
para asi beneficiarse del calor adicional producido durante la termogénesis
asociada a la digestion (Laurila et al., 2003). Dado que no llevamos un
registro continuo de la produccion fecal durante el periodo diurno ni a la
manana que registrase posibles cambios, no hemos podido analizar
detalladamente esta posibilidad. Sin embargo, si se tomaron medidas
acumuladas a la mitad y al final del periodo diurno, que nos mostraron una
tendencia significativa, aunque s6lo marginalmente, de que los pollos PA
produjeron una masa fecal acumulada menor en la segunda mitad del
periodo diurno. En un estudio realizado con canarios (Serinus canaria), en
donde se forzo a realizar un esfuerzo de peticion elevado, se observé que
esta peticion forzosa provocaba un aumente de produccion de sacos
fecales, aunque la masa fecal producida era menor (Kilner, 2001). Una
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ultima posibilidad seria que la menor ganancia de masa durante el periodo
de actividad por parte de los pollos PA fuese debido a una menor eficacia
digestiva (Budden & Wright, 2008; Grodzinski et al., 2009; Kilner, 2001;
Wright et al., 2010), que podria ser compensada durante la noche cuando
no habia actividad.

Por lo tanto, en los pollos de papamoscas cerrojillo, un
comportamiento de peticion, en este caso forzado, que implique una
inversion a nivel de esfuerzo fuera del equilibrio tendria un efecto negativo
cobre el crecimiento después de 13 horas, al finalizar el periodo de
actividad, pero dicho efecto desapareceria si lo estudiamos a las 24 horas
del inicio del experimento. Estos resultados, que varian en funcion de la
escala de tiempo utilizada, coinciden con la mezcla de resultados obtenidos
en otros estudios en lo que se encontré que el efecto varia en funcién tanto
de la escala de tiempo como de la edad. Por ejemplo, en canarios se
encontré un efecto sobre el gasto metabdlico, pero sélo cuando los pollos
tenian 8 dias de edad y no cuando tenian 6 o 10 dias, variando también las
diferencias en crecimiento, entendido como ganancia de masa, en funcion
de la edad (Kilner, 2001). En otro estudio, realizado con urracas, en el que
se mantuvo los tratamientos durante un periodo de 3 dias, se observo que
habia un efecto en la ganancia de masa a las 24 horas pero no se encontré
alas 48 ni a las 72 horas (Moreno-Rueda et al., 2012). Ademas, en pollos de
alcaudon, se encontraba un efecto a las 24 horas en funcion de la cantidad
y la calidad del alimento suministrado (Moreno-Rueda & Redondo, 2011,
2012). Por ultimo, en gorriones, un esfuerzo de peticion elevado y sostenido
solo tuvo efecto a las 60 horas, pero no cuando se estudio a las 6, 12,72, 84
y 108 horas (Kedar et al., 2000; Moreno-Rueda, 2010; Soler et al., 2014).

Todo lo anterior descrito nos sugiere que la mezcla de resultados
obtenidos en los diferentes estudios sobre el efecto del comportamiento
de peticion sobre el crecimiento de los pollos pueden reflejar una diferente
capacidad de los pollos, en funcion de su especie y del momento de
desarrollo, para variar y compensar la ganancia de masa como respuesta a
un esfuerzo de peticion excesivo segun las diferentes circunstancias. Esto
nos lleva a plantear si, en el caso de que el efecto de una peticion fuera del
equilibrio pueda ser compensada, éste deberia ser considerado como un
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coste directo como los planteados por los modelos matematicos
(Szdmado, 2011). Ademas, nos plantea el nuevo interrogante de porqué se
producen estas variaciones en el efecto entre diversas especies y en
diferentes momentos del desarrollo.

A modo de resumen, en pollos de papamoscas cerrojillo, no
podriamos decir que existe un coste de crecimiento asociado al
comportamiento de peticion, pero si un coste a nivel inmunolégico.

Determinacion del efecto de la carga parasitaria
sobre el comportamiento de peticion

ado que la presencia de ectoparasitos hematofagos

causaria un efecto negativo sobre el estado fisico de los

pollos (Moller et al, 2009), seria esperable que, para
intentar compensar el dafo causado por esta parasitacion, los pollos
aumentasen su esfuerzo de peticion con el fin de recibir mas alimento por
parte de sus padres (Kilner & Johnstone, 1997). Los resultados obtenidos en
nuestro estudio nos muestran que el estado parasitario no tuvo efectos
perceptibles sobre la latencia de peticién ni sobre la intensidad postural de
los pollos. Esto nos sugiere que la parasitacion parece no tener efecto sobre
la capacidad muscular ni nerviosa. Sin embargo, si se encontrd un efecto
claro sobre el tiempo de peticion, los pollos provenientes de nidos
parasitados pidieron durante significativamente menos tiempo que los
pollos que provenian de nidos no parasitados en un estado nutricional
similar, especialmente a niveles altos de privacion de alimento (tras 90
minutos desde la ultima ceba). De hecho, estudios previos muestran que el
tiempo de peticidn parece ser la variable en el comportamiento de peticién
mas relacionada con el esfuerzo de peticién y con los costes asociados al
mismo (Moreno-Rueda & Redondo, 2011). A pesar de estos resultados, se
debe tener en cuenta que nuestro estudio es correlativo y con un tamano
muestral limitado, por lo que no podemos descartar con seguridad la
posibilidad de que exista algun factor desconocido, como podrian ser la
calidad del area o el microclima, que pueda afectar de forma simultanea al
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comportamiento de peticion y a la prevalencia de parasitos y que dé lugar
a la relacion encontrada en nuestros resultados.

Los resultados encontrados en nuestro estudio parecen contrastar
con otros estudios realizados. En una poblacion cercana de papamoscas
cerrojillo se encontré que los pollos de en nidos parasitados realizaban una
intensidad postural de peticion mayor que los pollos de nidos no
parasitados (Cantarero et al., 2013), encontrandose en otro estudio
realizado con carbonero comun (Parus major) resultados similares (Christe
et al., 1996). Sin embargo, en estos estudios el esfuerzo de peticion
realizado por los pollos no se controlé por sus necesidades nutricionales a
corto plazo, por lo que el incremento encontrado podria ser explicado por
una mayor necesidad nutricional inicial. Nuestro diseno experimental, al
cebar a los pollos hasta que estuvieran saciados antes del inicio del
experimento, si controld dichas posibles diferencias, encontrando que,
para un mismo nivel de privacion del alimento, los pollos de los nidos
parasitados piden durante un menor tiempo que los pollos de nidos no
parasitados. Coincidiendo con nuestros resultados, otro estudio anterior,
realizado con pinzén de Darwin fuliginoso (Geospiza fuliginosa), observo
que los pollos parasitados por larvas de la moscas Philornis downsi pedian
durante menos tiempo que los pollos no parasitados.

Todos estos resultados nos sugieren que, aunque los pollos
parasitados puedan aumentar en cierta medida su esfuerzo de peticion
para tratar de compensar, al menos en parte, el efecto negativo causado
por el parasitismo (Cantarero et al, 2013; Christe et al., 1996), esto
probablemente no sea posible cuando su condicion fisica se encuentre ya
deteriorada (O’Connor et al., 2014). Acorde a esto, nuestros resultados
muestran que las mayores diferencias en el tiempo de peticion entre los
pollos parasitados y no parasitados tienen lugar cuando las necesidades
nutricionales de los pollos son mayores, a los 90 minutos tras haber recibo
la ultima ceba.

Los mecanismos por los que en los pollos que sufren parasitismo se

produce una reduccion en el esfuerzo de peticion aun no estan claros. Una
causa energética (Moreno-Rueda & Redondo, 2011) seria consistente con
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una mayor efecto del parasitismo a niveles altos de esfuerzo de peticion
pero, en nuestro experimento, los pollos no diferian en peso por lo que
deberian disponer de similares reservas energéticas. Una segunda
explicacion podria ser que la reduccion en el esfuerzo de peticidon
observada estuviera mediada por hormonas ya que, por ejemplo, se ha
observado que los niveles de corticosterona aumentan con la parasitacion
(Lobato et al., 2008). Sin embargo, esto contrastaria con nuestros
resultados, ya que la corticosterona causa un incremente en el esfuerzo de
peticion segun otro estudio (Loiseau et al., 2008). Una tercera posibilidad
seria que la reduccion en el esfuerzo de peticion encontrada estuviera
mediada por el estrés oxidativo. Una de las principales respuestas a los
ectoparasitos es la inflamacion, lo que lleva asociado la liberacion de
moléculas oxidantes como el éxido nitrico (NO) o el anion superdxido (O;)
(Sorci & Faivre, 2009). Ademas, en pollos de papamoscas cerrojillo, se ha
observado que la parasitacion reduce las reservas antioxidantes (Lopez-
Arrabé et al., 2015). También se debe tener en cuenta que el
comportamiento de peticion implica una considerable actividad muscular y
nerviosa que también lleva asociada liberacion de mas moléculas oxidantes
(Costantini, 2014), encontrandose en varios estudios evidencias de que el
comportamiento de peticion esta asociado al estrés oxidativo (Moreno-
Rueda et al., 2012; Noguera et al., 2010). Teniendo en cuenta todo esto, y
que los pollos parasitados deben asumir el coste asociado al incremento de
estrés oxidativo, se podrian ver beneficiados al reducir su esfuerzo de
peticion en pro de mantener el balance oxidativo dentro de un rango
seguro.

Una ultima posibilidad seria que la reduccion en el esfuerzo de
peticion reflejase un tradeoff con la respuesta inmune. La parasitaciéon por
ectoparasitos en aves conlleva, por parte de las mismas, el desarrollo de
una respuesta inmune (Owen et al., 2010), y como hemos encontrado en
los anteriores resultados, en pollos de papamoscas cerrojillo, el esfuerzo de
peticion lleva asociado un coste a nivel de respuesta inmune (Redondo et
al., 2016). Por lo tanto, es posible que los pollos parasitados reduzcan su
esfuerzo de peticidn para prevenir las consecuencias negativas que
causarian un deterioro en su respuesta inmunitaria.
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Nuestros resultados implican que el tiempo de peticidon de los pollos
podria no solo indicar sus necesidades nutricionales sino también aportar
informacion sobre el estado parasitario del nido. Dado que los pollos
parasitados representan un menor valor reproductivo para sus padres
(Forbes, 1993), éstos podrian obtener informacion de la calidad de los pollos
a través de las senales de peticion (Mock et al., 2011), respondiendo acorde
a dicha informacion y alimentando preferentemente a los pollos menos
parasitados (Saino et al., 2000). Principalmente se han considerado las
senales relacionadas con la coloracion bucal (por ejemplo Saino et al., 2003)
como indicadores del estado de salud de los pollos, siendo de hecho un
indicador del parasitismo por el acaro hematofago Pellonysus reedi en
gorrién comun (Passer domesticus) (Dugas & Doumas, 2014). Por lo tanto,
dado que nuestros resultados muestran que el tiempo de peticidén aporta
informacion, ademas de sobre el estado nutricional, del estado parasitario,
podria considerarse como un indicador de la calidad individual de los pollos
(Mock et al., 2011).

Simulacion de una variante fenotipica que
presente una peticion exageraday la
cuantificacion de los costes y beneficios
relativos a los fenotipos salvajes

comportamiento de peticion en pollos de 9 dias de vida en el

laboratorio, bajo condiciones controladas tanto ambientales
como de suministro de alimento, nos muestran que el hambre tuvo un
fuerte efecto sobre las tres variables del comportamiento de peticion
analizadas. El efecto del tratamiento sélo fue significativo al analizar el
tiempo de peticion de los pollos. Debemos recordar que estudios previos
nos indican que el tiempo de peticion parece ser la variable mas relacionada
con el esfuerzo de peticion (Moreno-Rueda & Redondo, 2011). Los pollos
que recibieron CPH pidieron durante significativamente mas tiempo que
aquellos a los que se les suministré agua. Entre los pollos que recibieron

I os resultados obtenidos en nuestro experimento al analizar el
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CPH, los CC tendieron a pedir mas tiempo que los pollos MC que provenian
de los nidos mixtos (NM). Los pollos que recibieron agua,
independientemente del tipo de nidada al que pertenecieran, pidieron
durante un tiempo significativamente menor, no encontrandose ademas
diferencias entre ellos. En el caso de los nidos mixtos si se observé esta
diferencia, pidiendo significativamente mas los pollos MC, que habian
recibo CPH, aunque la interaccion con el nivel de hambre no fue
significativa, lo que parece indicar que los pollos MA, a pesar de no haber
recibido el estimulante del apetito, tuvieron que elevar su esfuerzo de
peticion para competir con sus hermanos MC.

Las diferencias encontradas entre los pollos que habian recibido
CPH pueden ser explicadas por una diferente competencia entre hermanos
en los diferentes tipos de nidada, basandonos en los modelos propuestos
que reflejarian una escalada en la inversion a modo de esfuerzo de peticion
de los pollos para competir con sus hermanos (Macnair & Parker, 1979). Los
pollos CC provienen de nidos en los que todos los pollos recibieron CPH y
mostraban una peticion exagera, por lo que seria necesario un mayor
esfuerzo de peticion para competir con sus hermanos. En el caso de los
pollos MC, que provenian de los nidos NM, en los que la mitad de los pollos
recibieron agua y la otra mitad CPH, la competencia seria menor ya que los
pollos MA pedian menos tiempo, por lo que no seria necesaria un inversion
tan elevada en esfuerzo de peticion como la mostrada por los pollos CC. Un
estudio previo similar, realizado con urracas (Pica pica), mostré que los
pollos que recibian CPH no diferian de los controles respecto a la intensidad
de peticion, coincidiendo con nuestros resultados (Martin-Galvez et al.,
2011). Sin embargo, no encontraron un efecto sobre el tiempo de peticion
de los pollos. Esta diferencia con nuestros resultados, en los que si se
encontré este efecto, podria ser explicada por las dosis de CPH
suministradas. En este estudio previo la CPH fue suministrada en dias
alternos; por el contrario, en nuestro diseno experimental fue suministrada
diariamente debido a que, segun lo encontrado en otro estudio, la CPH
tiene una vida media en el organismo de 12 horas tras su administracion
(Norris et al., 1998). Ademas, en nuestro diseno experimental, la CPH fue
suministrada a primera hora de la manana para asegurar un efecto activo
de la CPH durante las horas de actividad de los pollos. Por todo ello puede
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que las diferencias entre los resultados del tiempo de peticidon sean debidas
a que, en el estudio previo, debido a la suministracion mas espaciada de las
dosis, el efecto del tratamiento fuese insuficiente para mostrar diferencias
en cuanto al tiempo de peticion.

En condiciones naturales se observé que la fecha tenia un fuerte
efecto sobre el tiempo medio de peticion y la peticion total del nido,
aumentando los tiempos de peticion con la fecha. Dicho efecto seria
esperable ya que, a medida que la temporada reproductora avanza, las
condiciones tanto ambientales como de disponibilidad tienden a empeorar
en fases mas tardias del periodo reproductor (Verhulst & Nilsson, 2008).
Ademas, se observo que dicho efecto era mucho mas acusado en los nidos
NC, es decir, aquellos en los que a todos los pollos se les habia suministrado
agua (pollos AA). De nuevo esto seria lo esperable ya que, en los nidos NE
donde a todos los pollos se les suministraba CPH y en los nidos NM donde
la mitad recibia agua y la otra mitad CPH, los pollos manifestaban ya un
comportamiento de peticion exagerado como consecuencia del efecto del
tratamiento y de la competencia entre hermanos, posiblemente no
pudiendo aumentar aun mas su esfuerzo de peticion debido a la limitacion
impuesta por su condicion fisica (Parker et al., 2002b).

Ademas de la fecha, se encontré que el tratamiento, asi como la
interaccion de ambos factores, tuvo efecto sobre los tiempos de peticion,
estableciéndose un gradiente en que los nidos NE mostraron tiempos de
peticion mas elevados que los NM vy, a su vez, que los nidos NC. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en el laboratorio y con lo
anteriormente discutido.

El tiempo de peticion total del nido estuvo significativa y
positivamente correlacionado con las tasas de ceba, de acorde a lo
encontrado en otros estudios (Budden & Wright, 2001; Gottlander, 1987;
Kilner & Johnstone, 1997; Kilner, 2002). Estos estudios muestran que,
mediante el comportamiento de peticion, los pollos influyen en la cantidad
de alimento aportado al nido por los adultos y en su reparto. No hubo, en
cambio, una correlacion significativa cuando estudiamos la relacion entre
el tiempo medio de peticion por pollo y el numero de cebas recibidas. Sin
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embargo, al descomponer la tasa de ceba en funcion del sexo del adulto si
encontramos que las hembras respondian positivamente aumentando la
tasa de ceba ante un aumento en los tiempos de peticidon, mientras que no
hubo tal correlacion con los machos. Las hembras suelen realizar una
inversion en el cuidado parental casi asintotica mientras que en los machos
es mucho mas variable (Moreno et al., 1995, 1999b). Este resultado
observado en los machos contrasta con los obtenidos en otro estudio
previo (Ottosson et al., 1997).

Nuestro estudio no encontré diferencias significativas entre
tratamientos en varias medidas biométricas a los 13 dias utilizadas como
predictores de la probabilidad de supervivencia y reclutamiento, como son
la condicion fisica, el peso o la longitud del tarso (Moreno et al., 2005a; Potti
et al., 2002). Tampoco se encontraron diferencias respecto a la ganancia
de masa a lo largo del desarrollo, lo que sugiere que no hay un coste de
crecimiento asociado a las diferentes inversiones en esfuerzo de peticion
originadas por el tratamiento. Estos resultado parecen contrastar con los
encontrados en el estudio previo realizado con urracas (Martin-Galvez et
al., 2011), en donde los pollos que recibieron el tratamiento con CPH
mostraron en momento préximos a abandonar el nido un mayor peso, una
mayor longitud del tarso y una mejor condicion fisica. De nuevo, como
discutimos anteriormente, puede que las dosis, que se suministraban cada
dos dias, no fuesen capaces de lograr que se manifestase una peticion
exagerada y, ademas, dado que la vida media de la CPH es de 12 horas
(Norris et al., 1998), puede que los pollos se beneficiaran de una cantidad
de alimento extra sin para ello tener que incurrir en mantener un esfuerzo
de peticion elevado durante la mayoria del tiempo.

Respecto a las variables hematologicas analizadas, encontramos
que los pollos AA, que provienen de nidos donde a todos los pollos se les
suministré agua y manifestaron un menor esfuerzo de peticion, tenian
valores significativamente menores del H/L ratio que los pollos de los otros
3 tratamientos, independientemente de si habian recibido CPH o agua.
Dado que el H/L ratio es utilizada como medida de estrés y esta
correlacionado con la probabilidad de supervivencia (Moreno et al., 2005;
Lobato et al., 2005), nuestros resultado sugieren que aquellos pollos que

125



mostraron un mayor esfuerzo de peticion, tanto por el efecto del
tratamiento como por la competencia con sus hermanos, manifiestan una
menor probabilidad de supervivencia.

Al analizar el numero de heterofilos por cada 10.000 eritrocitos
encontramos que los pollos CC, aquellos que provenian de nidadas en las
que todos los pollos habian recibido CPH (NE), fueron los que mayor
numero de heterodfilos presentaban, siendo la diferencia significativa
respecto a los pollos que habian recibido agua (MA y AA)
independientemente de su tipo de nidada. Los pollos CC fueron aquellos
que presentaron un esfuerzo de peticion mas elevado, tanto por el efecto
de la CPH como por la competencia con sus propios hermanos que
presentaban también este comportamiento de peticion exagerado. Este
resultado estd acorde a los demas hallazgos encontrados, ya que un
numero mas elevado de heteréfilos por cada 10.000 eritrocitos esta
relacionado con una menor probabilidad de supervivencia segun se ha
descrito en esta misma especie (Lobato et al., 2005). Esto es concordante
con el mayor esfuerzo de peticion realizado, que acarrearia un mayor coste
asociado, y con los demas resultados de las variables hematoldgicas.

De forma similar encontramos que los pollos AA mostraron una
respuesta inmune a la PHA significativamente mas fuerte que los pollos de
los otros 3 tratamientos, que realizaron esfuerzos de peticion mayores. En
esta especie se ha encontrado que la capacidad de montar una respuesta
inmune celular estd estrechamente relacionada con la probabilidad de
supervivencia del individuo (Moreno et al., 2005), por lo que, de nuevo,
encontramos que los pollos AA, que realizaron una inversion menor en
esfuerzo de peticion presentan mayores probabilidades de supervivencia.
Al analizar la carga parasitaria no se encontraron diferencias en cuanto a
prevalencia y abundancia de protocaliforas en funcioén del tratamiento. Sin
embargo, aunque no en prevalencia, si se encontré una abundancia
significativamente mayor de acaros en los nidos NE, donde todos los pollos
recibieron CPH. Esto puede ser explicado debido a que los pollos CC fueron
los que realizaban un mayor esfuerzo de peticién y, como hemos
comentado, esto afectaba a su capacidad de montar una respuesta
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inmune, por lo que se encontrarian en una posicion mas vulnerable para
frenar una posible infeccion.

También encontramos diferencias en cuanto a la mortalidad en los
nidos, aunque no en la direccion esperada, ya que los nidos mixtos (NM)
mostraron una mortalidad de casi el doble que los otros dos tipos de nidada,
tanto experimentales como control.
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CONCLUSIONES




En el papamoscas cerrojillo no hay un coste a nivel de crecimiento
asociado al esfuerzo de peticion realizado por los pollos.

En el papamoscas cerrojillo tampoco hay efectos del esfuerzo de
peticion sobre el gasto metabdlico.

En cambio, existe un coste a nivel inmunologico asociado al
esfuerzo de peticion. Los pollos que realizan un mayor esfuerzo de
peticion ven reducida su respuesta inmune.

En condiciones naturales, hay un efecto negativo del esfuerzo de
peticion sobre las variables hematologicas de H/L ratio y numero
de Heterd6filos/10000 eritrocitos, ambas relacionadas con la
probabilidad de supervivencia y reclutamiento. Este resultado
sugiere la existencia de un coste de viabilidad asociado al esfuerzo
de peticion.

Por ultimo, los pollos que sufren una mayor carga de

ectoparasitos, a igualdad de necesidades nutricionales, muestran
un menor esfuerzo de peticion.
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