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1. Introduccion

El calcio es un micronutriente esencial para las aves durante la reproducciéon. La demanda de
dicho recurso es especialmente elevada durante la puesta ya que practicamente la totalidad de la
cascara del huevo consiste en una forma cristalina de carbonato calcico. Una correcta
formacion de la cascara es crucial puesto que esta estructura cumple diversas funciones tales
como evitar la fractura del huevo durante el periodo de incubacién (Solomon 1987), servir
como fuente de calcio para el embrion (Packard 1994), proteger el contenido del huevo de
agentes patogenos (p. e. Pinowski et al. 1994) o controlar el intercambio de gases entre el
interior del mismo y el microambiente que se crea en el nido (p. e. Ar et al. 1974, Massaro &
Davis 2005, Balkan et al. 20006). Es por ello que la disponibilidad de calcio en el medio puede
suponer un factor limitante para las aves, especialmente para las de pequefio tamafio. Asi, es
frecuente que las aves recurran a fuentes de calcio tales como huesos de micro-mamiferos
(MacLean 1974), conchas de moluscos (p. e. Nisbet 1997), granos de arena (Soler et al. 1993,
Verbeek 1994, Gionfriddo & Best 1995) o ceniza (Des Lauriers 1994) durante fases criticas del
petiodo reproductor. Algunas especies (palomas, correlimos) tienen la capacidad de acumular
reservas de calcio en los huesos de sus extremidades de forma previa al comienzo de la puesta
(Piersma et al. 1996). Sin embargo, en paseriformes la capacidad de mobilizar el calcio
acumulado en las regiones Oseas es bastante mas limitada por lo que dicho recurso debe ser
ingerido en dosis diarias (Graveland & van Gijzen 1994, Perrins 1996, Pahl et al. 1997,
Reynolds 1997).

Considerando el papel fundamental que para las aves desempena el metabolismo del
calcio es posible comprender la importancia de estos organismos como indicadores dada su
elevada susceptibilidad a cambios medioambientales. Un claro ejemplo es el marcado declive
que experimentaron algunas rapaces a mediados del siglo pasado como consecuencia del uso
masivo del pesticidas organoclorados (ver p. e. Ratcliffe 1967, Mellanby 1992, Hartley et al.
1995). Dichas sustancias interfieren en los canales del calcio provocando que las aves
produzcan huevos con la cascara mas fragil (Ratcliffe 1967). Otras alteraciones de origen
antrépico como la acidificaciéon o la contaminaciéon quimica de las aguas (p. e. Nyholm &
Myhrberg 1977, Ormerod et al. 1991) también repercuten de forma negativa en la eficacia
biolégica de las aves al reducirse la disponibilidad de fuentes de calcio en el medio. Por
ejemplo, en los Paises Bajos la acidificacién del suelo ha traido consigo un descenso en la
abundancia de caracoles terrestres (Gasteropoda) y esto ha mermado notablemente el éxito
reproductor del carbonero comun Parus major (Drent & Woldendrop 1989, Graveland et al.

1994, Graveland & van der Wal 1996). Casos similares, indicando un déficit de calcio durante la



reproduccion, también han sido reportados para ésta y otras especies en distintas zonas de
Europa Central y Canadd donde la acidificacion en un grave problema ambiental (p. e.
Glooschenko et al. 1986, St. Louis & Barlow 1993, Ormerod & Rundle 1998, Burés &
Weindinger 2001). Por otro lado, la falta de calcio en determinadas regiones también puede
deberse a la naturaleza del medio tal y como se ha mostrado en diversas investigaciones
llevadas a cabo en Estonia, donde predominan los bosques de coniferas sobre suelos acidos,
pobres en calcio (Tilgar et al. 1999, Mind et al. 1998, 2000a, Reynolds et al. 2004).

La mayorfa de los estudios llevados a cabo sobre disponibilidad de calcio durante la
época reproductora consisten en estudios experimentales donde el suplemento de material rico
en calcio dio lugar a puestas mas grandes (Johnson & Barclay 1996, Tilgar et al. 2002) y
tempranas (Mind et al. 2000a, 2000b), menos interrupciones durante la puesta (Graveland &
Drent 1997), huevos de mayor volumen y con la cascara mas gruesa (Graveland et al. 1994,
Tilgar et al. 1999, Mind et al. 2000a, 2000b; Mind & Tilgar 2003) y polluelos con una mayor
longitud de tarso (Mind et al. 2000b, Dawson & Bidwell 2005, Mind & Tilgar 2003). Una gran
parte de estos trabajos han sido llevados a cabo utilizando como modelo a dos especies de aves
insectivoras de pequefio tamafio que nidifican en el interior de oquedades; el carbonero comun
y el papamoscas cerrojillo Ficednla hypolenca. La principal fuente de calcio para el papamoscas
cerrojillo la constituyen isopodos (Isopoda) y miriapodos (Diplopoda) (Burés & Weindinger
2003), por el contario, los carboneros y otras especies similares (Parus spp, herrerillo comin
Cyanistes caerulens) consumen conchas de caracol como forma de suministro de dicho
micronutriente (Graveland et al. 1994, Graveland 1996, Perrins 1996). La abundancia y
distribuciéon de los caracoles terrestres viene determinada por el tipo de vegetacion y
propiedades del suelo tales como el pH o el contenido de calcio intercambiable en el sustrato
dado que estos invertebrados obtienen de la cubierta vegetal el calcio necesatio para el
desarrollo de su concha (Johannsenn & Solhey 2001, Martin & Sommer 2004, Jubb et al.
2000).

Recientemente, Gosler y colaboradores (2005) han sugerido que el aspecto de la cascara
del huevo (la intensidad, el tamafio y el grado de distribucién de las manchas) en el carbonero
comun se relaciona con la cantidad de calcio en el medio disponible para estas aves. Los
huevos de esta especie, al igual que los de los herrerillos comunes y otros Paridos, se
caracterizan por presentar un fondo blanco -la matriz calcarea- salpicado por pequefias
manchas de color rojizo debidas a un pigmento conocido como protoporfirina, una sustancia
precursora del grupo hemo. Segun la hipotesis de Solomon (1987, 1997) la funcién de estas
motas es la de actuar a modo de lubricante, restando rigidez y disminuyendo la porosidad de la
cascara. Dicho planteamiento es apoyado por Gosler y colaboradores en estudios recientes

(2005, Higham & Gosler 2006) donde demuestran que las zonas del huevo cubiertas por



pigmento coinciden con las partes mas fragiles de la cascara. Ademas, estos autores han
sugerido que el patrén de pigmentacion se relaciona con el grosor de la cascara y con las
caracteristicas geologicas de los territorios de crfa. Por tanto, segin esta “hipétesis estructural”
las protoporfirinas actuarfan como sustitutas del calcio depositindose en zonas especialmente
débiles de la cascara del huevo cuando dicho recurso es escaso. Para comprobar esta hipotesis
es necesario llevar a cabo una aproximacion experimental. Por otro lado, en un reciente estudio
llevado a cabo con una especie emparentada con la anterior, el herrerillo comuin, se ha
mostrado que el patréon de pigmentacion de los huevos guarda relaciéon con determinadas
parametros reproductivos (Sanz & Garcfa-Navas 2009; ver también Garcia-Navas & Sanz, en
prensa). En concreto estos autores han mostrado que aquellos huevos que presentan las
manchas mas ampliamente distribuidas a lo largo de la superficie de la cascara presentan una
cascara mas gruesa, una menor tasa de pérdida de agua, un periodo de incubacién mas corto y
un éxito de eclosion mas elevado que aquellos con las motas concentradas en uno de los polos
del huevo a modo de anillo. A su vez, los huevos con manchas mas grandes y de color mas
intenso son los que presentan una cascara mas gruesa y una menor duracién del periodo de
incubacion.

El presente estudio pretende abordar de forma experimental el efecto de un
suplemento de calcio sobre el patron de pigmentacion de los huevos en dos poblaciones de
herrerillo comun en un entorno, los Montes de Toledo (Toledo-Ciudad Real), donde de forma
previa (ver Sanz & Garcia-Navas 2009; Garcia-Navas & Sanz, en prensa) hemos observado
evidencias de déficit de calcio tales como: frecuentes interrupciones durante la puesta, huevos
con cascara defectuosa (de escaso grosor, de aspecto rugoso y con pigmentaciéon anémala), una
baja tasa de eclosién en comparacion con otras zonas de la Peninsula Ibérica, malformaciones
en los huesos de los pollos e incluso hembras incubando nidos vacios. En este trabajo se
pretende comprobar si la cascara de los huevos procedentes de hembras con aporte de material
rico en calcio durante la puesta presentan un patrén de pigmentacion diferente (grado de
distribucion, intensidad y tamafio de la manchas) o diferentes propiedades fisicas (grosor) en
comparacion con aquellos procedentes de nidos control y si esto tiene repercusiéon sobre
determinados parametros reproductivos (longitud del periodo de incubacién, éxito
reproductor). De esta forma se pretende comprobar por primera vez de forma experimental las
asociaciones encontradas en estudios correlacionales anteriores (Gosler et al. 2005, Sanz &
Garcia-Navas 2009) a fin de ahondar en los mecanismos subyacentes a la posible relacién
existente entre la pigmentaciéon de los huevos y la disponibilidad de calcio en el medio para
estas aves forestales as{ como sus consecuencias en términos de eficacia biolégica de los

individuos.



2. Material y métodos
Area de estudio

El estudio fue llevado a cabo en Quintos de Mora (Los Yébenes, Toledo), un espacio
catalogado como Coto Social de Caza y cuya extension alcanza las 8.862 ha. La gestién de esta
reserva, enfocada al aprovechamiento cinegético, corresponde en la actualidad al Organismo
Auténomo Parques Nacionales (Ministerio de Medio Ambiente).

Quintos de Mora se encuadra en la parte central del Sistema Oretano, entre los bloques
paleozoicos de Montes de Toledo y consiste en un amplio valle (Las Navas) tapizado por
depositos cuarciticos procedentes de las dos vertientes que flanquean la rafia. Estas dos
alineaciones montafiosas forman parte de la Sierra del Pocito (orientacion sur) y de las
Guadalerzas (orientacion norte) cuya elevaciéon maxima alcanza los 1.230 m de altitud.

Corolégicamente, Montes de Mora pertenece a la provincia Luso-Extremadurense,
sector Toledano-Tagano. La vegetacion dominante es la serie mesomediterranea silicicola de la
encina Quercus rotundifolia, especialmente en la solana y en las areas mas degradadas. En las
umbrias y fondos de valle abundan las formaciones de roble melojo Quercus pyrenaica y aparecen
especies con mayores requerimientos hidricos como fresnos Fraxinus angustifolia y arces Acer
monspessulanum. En el valle central confluyen manchas de quercineas adehesadas y extensos
rodales de pinos (Pinus pinaster, P. pinea) repoblados y sujetos a un continuo manejo forestal.
Especies herbaceas y cultivos que sirven de alimento para los ciervos Cervus elaphus durante el
estfo caracterizan el paisaje de la rafia.

El presente trabajo se centr6é en dos bosques de roble melojo con diferente orientacion
ubicado cada uno en una de las dos elevaciones que bordean el valle de Ias Navas. Una de las
zonas, Arroyo de Valdeyerno (en adelante Valdeyerno), forma parte del Puerto de Torneros, en
la Sierra de las Guadalerzas. En esta vaguada la especie dominante es el roble melojo o rebollo
mientras que el estrato arbustivo se caracteriza por la abundancia de peonias Paeonia broteroi y
diferentes especies de brezo (Erica scoparia, E. lusitanica, E. anstralis). En las zonas mas humedas
se forman turberas (formaciones conocidas en la comarca de Montes de Toledo como
“trampales”) y aparecen especies relicticas propias de ambientes higromorfos como el Mirto de
Brabante Myrica gale. La segunda de las areas de trabajo se ubica en la Sierra del Pocito, en un
fondo de valle conocido como Barranco de Gil Garcia (en adelante Gil Garcfa). En esta zona el
quejigo Quercus faginea acompana al melojo como especie principal del estrato arbéreo. El
sotobosque esta compuesto principalmente por Erica arborea, Cistus ladanifer y Asphodelus albus.
Ver Gémez Manzaneque (1988), Alvarez (1999) y Torneros (2003) para més detalles sobre la

vegetacion en el area de estudio.



En ambos bosques hay instalados un total de cien nidales de madera para Parido. Estos
nidales fueron colocados entre 2004 y 2005 con objeto de facilitar la reproduccién de aves
insectivoras forestales y, por tanto, servir como herramienta de control biolégico de las

poblaciones de insectos defoliadores en estos bosques (ver p. e. Mols & Visser 2000).

Especie objeto de estudio

La especie modelo escogida para este estudio fue el herrerillo comin. Este pequefio
paseriforme (10 g) es una de las especies mas representativas de los bosques de la Peninsula
Ibérica. Especie sedentaria, territorial y mondgama, con cierto grado de poliginia. Realiza una
unica puesta entre Abril y Junio cuyo tamafo suele oscilar entre los cinco y los doce huevos
(tamafio medio de puesta registrado en el Sistema Central: 9,5 huevos). En la cria de los
polluelos colaboran ambos miembros de la pareja. Para mas detalles sobre la ecologia de esta

especie consultar Tellerfa et al (1996).

Diserio del excperimento

El experimento de suplemento de calcio fue llevado a cabo mediante la colocaciéon de
comederos de plastico transparentes (9 x 5 x 6 cm) en la parte inferior del frontal de los nidales
una vez finalizado el perfodo de construccion del nido. Tras la puesta del primer huevo, al nido
en cuestion se le asigné una categorfa: control o experimental. En los nidos experimentales
aportamos una dosis diaria de 1.0 g de una mezcla (50:50) compuesta por cascara de huevo
blanco de gallina y conchas de caracol trituradas hasta el final de la puesta. Cada dia los
comederos fueron revisados para pesar la cantidad remanente de mezcla con una balaza de alta
precision (Tanita mod. 123, 0.001 g) y determinar asf la tasa de consumo y la cantidad a afiadir
hasta llegar a la dosis diaria establecida. En los nidos control no se aporté material rico en
calcio con objeto de comprobar el posible efecto per se de la instalacion de los comederos sobre
las variables reproductivas. A la hora de asignar a cada nido el tratamiento a recibir se tuvo en
cuenta el estado de los nidos adyacentes con objeto de evitar el consumo de calcio por parte de
aves sin suplemento localizadas en territorios vecinos (Graveland & Drent 1997, Reynolds et al.
2004). Asi, se estableci6 una separacion minima de 100 m entre nidos correspondientes a
distintos tratamientos. Por otro lado, con el fin de evitar la existencia de diferencias entre los
dos grupos provocadas por la diferente fenologia de los individuos, se traté de emparejar nidos
experimentales y nidos control en relacién a la fecha de puesta (fecha media de inicio de la
puesta: 1 = 1 de Abril, Gil Garcfa: experimental = 17.9; control = 17.9; Valdeyerno:
experimental = 20.6; control = 20.4). El tamafio de muestra fue de catorce pares de nidos en
cada uno de los dos bosques (Gil Garcia: # experimental = 14, » control = 14; Valdeyerno: #

experimental = 14, » control = 14).
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Debido al disefio del experimento las aves tardaron tiempo en acostumbrarse a usar los
comederos. Fueron frecuentes los casos en los que no se detecté consumo de calcio durante
uno o varios dias especialmente al comienzo del periodo de puesta. El porcentaje de huevos
para los que se detect6 ingesta de material rico en calcio el dia previo a la puesta fue 73.2 % y
59.6 % en Gil Garcia y Valdeyerno, respectivamente. Los datos de consumo de calcio se
presentan como peso neto asumiendo un contenido del 34 % en calcio (33 % para las conchas
de caracol y 35 % para las cascara de huevo, ver Graveland 1995) para la mezcla proporcionada

a las aves en los comederos.

Protocolo de campo

Mediante revisiones diarias de los nidales se obtuvieron los siguientes parametros
reproductivos: fecha de inicio de la puesta, tamafio de puesta, duracién del periodo de
incubacién, éxito de eclosion (nimero de pollos nacidos/ tamafio de puesta) y éxito
reproductor (nimero de polluelos volados/ tamafio de puesta). El huevo del dia fue numerado
con un rotulador permanente Staedtler y fotografiado de perfil con ayuda de una pequefia
peana y un fondo con una referencia para calcular el tamafio real. La mayoria de los huevos no
eclosionados fueron retirados de los nidos y conservados en frio (-4 °C) para su posterior
analisis en el laboratorio (ver mas abajo).

Cuando los polluelos contaban con 8 dias de edad los padres fueron capturados en el
nido mientras cebaban a las crfas. Cada individuo fue identificado con una anilla metalica
(ICONA, DGCONA-Ministerio de Medio Ambiente), se determiné su sexo y edad siguiendo a
Svensson (1996) y se procedi6 a la toma de medidas biométricas: longitud del ala, longitud del
metatarso y peso. Estas mismas medidas también se obtuvieron para los polluelos a la edad de
13 dias. La tasa de depredacion observada (2 %) fue baja debido a que los nidales fueron
protegidos con una malla metalica en los laterales para evitar la acciéon del pico picapinos
Dendrocopos major (ver Mainwaring & Hartley 2008 para un método similar) y un tubo de PVC
adosado al orificio de entrada para impedir el acceso al nido por parte de comadrejas Mustela

nivalis, gardunas Martes foina y otros carnivoros similares (p. e. Potti & Merino 1994, Sanz 2001).

Estimas de la disponibilidad de conchas de gasterdpodos (Gastropoda) como fuente de calcio para las aves

La abundancia de caracoles terrestres en las dos parcelas de estudio fue estimada a partir de la
inspeccién del mantillo o capa superficial del suelo dentro de cuadriculas de 1 x 1 m
seleccionadas al azar y distribuidas en el espacio y en el tiempo. Aparte de estos conteos
directos también se llevaron a cabo entrevistas a personas que por su actividad (botanicos,
micologos, guarderfa forestal) pudieran tener informacién sobre la presencia de estos

organismos en el interior del area de estudio o en zonas limitrofes.
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Obtenciin de datos referentes al patrin de pigmentacion de los huevos y propiedades fisicas de la cdscara
A partir de las fotograffas obtenidas durante el trabajo de campo a todos los huevos (7 = 503,
correspondientes a 56 puestas) se les asign6 un valor para cada una de las siguientes categorias
siguiendo el protocolo utilizado por Gosler y colaboradores (2000): intensidad (de 1 a 5, con
valor 1 para aquellos huevos con las manchas muy tenues y valor 5 para los que presentan un
moteado de color muy intenso), tamano (de 1 a 3, con valor minimo para los huevos con las
motas mas pequefias y valor maximo para aquellos que presentan amplias superficies cubiertas
por pigmento) y grado de distribucion de las manchas (de 1 a 5, con valores mas bajos para los
huevos con las manchas concentradas en uno de sus polos y valores mas altos para aquellos
que presentan un distribucién homogénea del moteado a lo largo de la superficie de la cascara).
La categorizaciéon del patron de pigmentacion de los huevos fue realizada por un unico
observador (VGN). Dado que estas tres variables estan altamente correlacionadas se llevé a
cabo un Analisis de Componentes Principales (PCA) a partir de la matriz de correlacion de los
valores de intensidad, distribucién y tamafo de las manchas con objeto de disminuir la
redundancia de estas medidas (ver Gosler et al. 2000, 2005; Sanz & Garcfa-Navas 2009 para un
procedimiento similar). Los dos componentes principales obtenidos, Pcl y Pc2, explican un
80.3 % de la varianza total. El primer componente (Pcl) hace referencia a la intensidad del
pigmento y el tamafio de la manchas; huevos con valores mas elevados del primer componente
principal son aquellos que presentan manchas mas grandes y con un color mas marcado. El
segundo componente (Pc2) describe el grado de agregacion de las manchas; huevos con un
valor mas alto del segundo componente principal son aquellos que presentan una distribucion
mas homogénea de las manchas a lo largo de la superficie de la cascara. Para algunos anilisis la
muestra inicial fue reducida a 249 huevos tras descartar aquellos para los cuales no se
encontraron evidencias de consumo de calcio el dia previo a la puesta (ver analisis estadisticos).
Por otro lado, los huevos no eclosionados (27 huevos procedentes de 27 puestas)
fueron partidos por la mitad con una cuchilla y se procedié al vaciado de su contenido de
manera minuciosa utilizando material de diseccion. A continuacién se pesé la cascara en una
balanza de mesa y se midi6 el grosor de la misma con ayuda de un espesimetro digital
(Mitutoyo, 0.001 mm) en tres zonas diferentes de la parte roma del huevo incluyendo areas con
y sin pigmento. A partir de las fotografias tomadas durante la primavera se obtuvo la longitud y
anchura de cada huevo utilizando el programa Adobe Photoshop 7.0. y se procedio a calcular el
indice de esfericidad (ratio anchura/longitud). El volumen de cada huevo se obtuvo empleando
la férmula dada por Hoyt (1979). Debido al baja tamafio de muestra (Valdeyerno: » = 11) en
analisis posteriores solo fueron tenidos en cuenta los huevos recogidos en Gil Garcfa

(experimental = 13, control = 14).
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Andlisis estadisticos
Los dos tratamientos (nidos experimentales, nidos control) fueron comparados mediante el uso
de Modelos Lineares Generales Mixtos (GLMMs). Se comprobd si [1] el patron de
pigmentacion, [2] determinados parametros reproductivos (tamafio de puesta, duracion del
periodo de incubacién, éxito de eclosion) y [3] la condicién corporal de adultos y polluelos
difirié entre ambos grupos incluyendo el area de estudio, el tratamiento y la interacciéon de
ambos como factores y una serie de términos como covariables (fecha de puesta, tamafio de
puesta, tamafio de la nidada, orden de puesta, volumen del huevo). Todos los analisis fueron
llevados a cabo utilizando valores medios por nido excepto aquellos relativos a las propiedades
fisicas de la cascara (muestra de huevos no eclosionados). El efecto del suplemento de calcio
sobre el patron de pigmentacion de la cascara fue también analizado teniendo en cuenta sélo
aquellos huevos en los que se encontraron evidencias de consumo de calcio al dia siguiente y
sus equivalentes en el orden de puesta para los nidos control. Siguiendo este mismo
procedimiento, se compar6 el éxito de eclosion de huevos procedentes de nidos experimentales
y nidos control (emparejados por fecha de puesta) mediante un test de la £ Por dltimo, en los
nidos experimentales comprobamos la existencia de diferencias en el patréon de pigmentacion
dentro de una misma puesta entre aquellos huevos en los cuales se detecté consumo de calcio y
aquellos en los cuales la cantidad de mezcla depositada en los comederos permaneci6 constante
durante dos o mas dias.

En los resultados sélo se muestran los estadisticos resultantes de los modelos finales,
obtenidos tras la eliminacién de aquellos términos no significativos incluidos de forma inicial
en los distintos analisis. Todos los valores se presentan como la media * su desviacién

estandar. Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software Statistica 6.

3. Resultados

Disponibilidad de conchas de gastergpodos como fuente de calcio para las aves en el drea de estudio

No se detectd presencia de caracoles terrestres en ninguna de las cuadriculas muestreadas. Las
consultas realizadas entre el personal de la finca confirman este resultado; ninguno de los
informadores ha detectado la presencia de conchas de gasteropodos en esta localidad durante

la época de cria o recuerdan su observacioén en otros periodos del afo.

Rasgos reproductivos de las poblaciones

Las dos poblaciones consideradas en el estudio no difirieron en la fecha (Bosque: Fi26 = 0.37, P
= 0.54; Tabla 1), el tamafio de puesta (Bosque: Fizs < 0.01, P = 0.93; Fecha de puesta: Fis =
22.05, P < 0.001; Tabla 1) o la longitud del periodo de incubacién (Bosque: Fi4 = 0.99, P = 0.33;
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Fecha de puesta: Fip4 = 2.70, P = 0.12; Tamafio de puesta: Fi24 = 0.07, P = 0.80; Tabla 1). S{ se
observaron diferencias significativas entre ambos bosques en relacion al éxito de eclosion
(Bosque: Fips = 5.52, P = 0.03; Tabla 1); en Gil Garcia la tasa de eclosion fue inferior a la
encontrada en Valdeyerno. L.a misma tendencia fue observada en relacion al éxito reproductor;
el numero de polluelos volados por nido fue significativamente inferior en Gil Garcia (Bosque:
Fi26=13.70, P < 0.01; Tabla 1).

También se encontraron diferencias naturales entre estas dos poblaciones en cuanto a
pigmentacion de los huevos considerando sélo los nidos control. En Gil Garcia los huevos
presentaron una distribucion del moteado mas extrema (tendencia de las manchas a
concentrarse en uno de los polos) que en Valdeyerno (Bosque: Fi25 = 7.55, P = 0.01; Fecha de
puesta: Fio5 = 5.92, P = 0.02; Tabla 1). El porcentaje de huevos con las manchas agregadas en
un extremo a modo de anillo (distribucion < 2.5) fue 30.2 % (7 = 122) y 5.7 % (n = 129) en Gil
Garcia y Valdeyerno, respectivamente. Los huevos en Gil Garcia también presentaron valores
mas bajos de intensidad y tamano de las manchas (Tabla 1) aunque las diferencias no fueron

significativas (P > 0.5 en ambos casos).

Gil Garcia Valdeyerno
(n=14) (n=14)

Fecha de puesta (1 = 1 Abril) 17.86 £ 13.9 20.57. £ 9.24
Tamafio de puesta 9.29 + 2.46 8.93 £ 1.27
Duracion de la incubacion 14.00 = 0.35 13.36 + 0.35
Exito de eclosién 71.28 £ 4.11 85.32 £ 4.11
Exito reproductor 56.18 = 25.5 84.63 £ 12.3
Intensidad de las manchas 3.74 £ 0.59 391 +0.34
Distribucion del moteado 3.22 £0.97 3.73 £ 0.52
Tamafio de las manchas 2.00 £ 0.30 2.08 £ 0.34

Tabla 1. Parametros reproductivos generales y atributos del patrén de pigmentacion de los huevos
para dos poblaciones de herrerillo comun del centro de Espana. Sélo se incluyen los nidos control.

Patrin de ingesta diaria de material rico en calcio

El consumo medio de calcio durante la puesta fue de 238.5 mg (32.5 por huevo) y 148.9 mg
(17.9 mg por huevo) en Gil Garcia y Valdeyerno, respectivamente. La ingesta diaria aument6 el
dia posterior a la puesta de huevos con cascara defectuosa (cascara fragil, manchas de pigmento
agregadas en un extremo del huevo a modo de anillo; obs. pers.). En Gil Garcfa, el porcentaje
de huevos con las manchas concentradas en uno de los polos fue significativamente menor en
los nidos que se aport6 calcio respecto a los nidos control considerando todos los huevos
(experimental: 19.3 %, control: 35.7 %; y?1 = 3.68, P = 0.049) y so6lo aquellos puestos previo

consumo de calcio el dfa anterior y sus equivalentes en orden de puesta para los nidos control

14



(experimental: 8.6 %, control: 37.9 %; y2 = 8.81, P < 0.01). En Valdeyerno, la proporcion de
huevos con pigmentaciéon anémala no difirié de forma significativa entre los dos grupos (P >

0.05).

Efecto del suplemento de calcio sobre el patrin de pigmentacion de los huevos

Con respecto al patréon de pigmentacion, no se encontraron diferencias significativas entre
nidos experimentales y nidos control en cuanto a la intensidad y tamafio de las manchas de
pigmento (Pcl; Bosque: Fy51 = 9.39, P < 0.01; Tratamiento: Fi51 = 0.71, P = 0.40; Bosque X
Tratamiento: Fi51 = 0.13, P = 0.72; Tamafo de puesta: Fi51 = 0.44, P = 0.51) o el grado de
distribucion de éstas (Pc2; Bosque: Fi51 = 3.94, P = 0.05; Tratamiento: Fi 51 = 0.02, P = 0.90;
Bosque X Tratamiento: Fis1 = 1.46, P = 0.23; Tamafo de puesta: Fi 51 = 0.77, P = 0.38). En
cambio, se observaron diferencias significativas entre grupos en relacion al grado de
distribuciéon de las manchas al considerar sélo aquellos huevos para los cuales se detectd
consumo de calcio el dia anterior y sus semejantes en la secuencia de puesta dentro de los nidos
control (Pc2; Bosque: Fi51 = 3.91, P = 0.05; Tratamiento: Fis4 = 4.17, P = 0.046; Bosque X
Tratamiento: Fis1 = 2.53, P = 0.12; Tamafio de puesta: Fi51 = 0.87, P = 0.36). Los huevos
procedentes de nidos experimentales presentaron un distribucién mas homogénea de las
manchas en comparacién con los de los nidos control (Fig. 1). Para el caso de la intensidad y
tamafio de las manchas se mantuvo el resultado obtenido al incluir todos los huevos, aunque se
observé una ligera tendencia indicando un incremento de la intensidad y el tamafo de las
manchas en los nidos con suplemento de calcio (Pcl; Bosque: Fis1 = 6.4, P = 0.01;
Tratamiento: Fi51 = 3.04, P = 0.09; Bosque X Tratamiento: Fi51 = 0.26, P = 0.61; Tamano de
puesta: Fi51 < 0.01, P = 0.94).
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Fig. 1. Diferencias en el grado de distribucién de las manchas (Pc2) entre huevos procedentes de
nidos en los cuales se aportd calcio durante la puesta y aquellos procedentes de nidos control.
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En cuanto a la variacién a nivel intra-puesta (es decir, diferencias existentes entre los
huevos pertenecientes a un mismo nido) en los valores de pigmentacion dentro de los nidos
experimentales, se encontré que aquellos huevos para los cuales se detecté consumo de calcio
el dia previo a la puesta presentaron manchas mas grandes, de color mas intenso y mas
ampliamente distribuidas en comparacién con aquellos para los cuales no se encontraron
evidencias de ingesta de calcio el dia anterior (Pcl: 74 = -2.25, P = 0.03, Fig. 2a; Pc2: #44 =
-2.23, P = 0.03, Fig. 2b).
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Fig. 2. Variacién intra-puesta en la intensidad y tamafio de las manchas (a) y el grado de distribucion
del moteado (b) entre aquellos huevos para los cuales se detecté consumo de calcio el dia previo a
la puesta [Calcio (+)] y para los que no [Calcio (-)] dentro de nidos experimentales.

Efecto del suplemento de calcio sobre el grosor de la cdscara
El grosor de la cascara de los huevos se vio afectado por el experimento. Se encontré que los

huevos no eclosionados procedentes de nidos experimentales presentaron una cascara
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significativamente mds gruesa que aquellos procedentes de nidos en los cuales no hubo aporte
de calcio durante la puesta (Fig. 3, Tratamiento: F24= 10.37, P < 0.01; Fecha de puesta: F121 =
0.03, P = 0.87; Orden de puesta: F121 = 0.96, P = 0.34; Indice de esfericidad: Fiz1 = 2.47, P =
0.13; Volumen del huevo: Fi24 = 6.73, P = 0.02).
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Fig. 3. Diferencia en el grosor de la cascara (mm) entre huevos hueros procedentes de nidos
experimentales y huevos hueros procedentes de nidos control recolectados en Gil Garcia.

Efecto del suplemento de calcio sobre variables reproductivas: tamaios de puesta, periodo de incubacion,
condicion de las crias y de los adultos y éxito reproductor

El tamafio de puesta no difiri6 de forma estadisticamente significativa entre ambos
tratamientos (Bosque: Fis2 = 0.96, P = 0.33; Tratamiento: Fis2 = 0.08, P = 0.78; Bosque X
Tratamiento: Fi 52 = 2.82, P = 0.10). Por el contrario, si encontramos diferencias significativas
entre nidos experimentales y nidos control en cuanto a la duracién del periodo de incubacion,
aunque sélo en uno de las dos zonas de estudio (Bosque: Fi51 = 1.03, P = 0.31; Tratamiento:
Fi51=2.70, P = 0.11; Bosque X Tratamiento: F51 = 0.93, P = 0.34; Tamafio de puesta: Fy 51 =
4.46, P = 0.04). Los analisis a posteriori revelaron que en el Barranco de Gil Garcfa las hembras
que recibieron el suplemento de calcio presentaron un periodo de incubacién mas corto en
comparacion con las hembras de los nidos control (LSD test, Gil Garcia: P = 0.03; Valdeyerno:
P = 0.80).

El éxito de eclosion no varié entre nidos experimentales y nidos control al considerar
las puestas en su conjunto, es decir, incluyendo todos los huevos independientemente del uso
que se hizo de los comederos durante la fase de puesta (Bosque: Fs51 = 13.14, P < 0.001;
Tratamiento: Fis51 = 0.25, P = 0.62; Bosque X Tratamiento: F 51 = 0.80, P = 0.37; Tamano de
puesta: Fi51 = 4.02, P = 0.05). Sin embargo, se encontré una diferencia significativa en la

probabilidad de eclosién al incluir sélo los huevos para los cuales las hembras ingirieron calcio
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el dia previo a la ovoposicion y su equivalentes en cuanto a orden de puesta para los nidos
control; la tasa de eclosion fue mas elevada en los nidos experimentales (Fig. 4; t27 = 3.29, P <

0.001).
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Fig. 4. Exito de eclosién medio reportado en nidos con suplemento de calcio frente al obtenido
para los nidos control.

El experimento no tuvo un efecto significativo sobre el éxito reproductor de las aves;
las parejas suplementadas con calcio no criaron mas polluelos que las control (Bosque: Fis51 =
6.23, P = 0.02; Tratamiento: Fi51 < 0.01, P = 0.94; Bosque X Tratamiento: Fy51 = 1.08, P =
0.30; Tamano de puesta: Fi51 = 4.32, P = 0.04). No se encontr6 un efecto del aporte de calcio
sobre los parametros corporales de las crias; los valores medios de peso (Bosque: Fi 45 = 5.30, P
= 0.03; Tratamiento: Fi4s = 0.25, P = 0.62; Bosque X Tratamiento: Fi4s = 0.14, P = 0.71;
Tamafio de la nidada: Fi4s = 5.97, P = 0.02; Longitud del tarso: Fi4s = 16.93, P < 0.001),
longitud del tarso (Bosque: F149 = 1.35, P = 0.25; Tratamiento: F49 = 0.12, P = 0.73 Bosque X
Tratamiento: Fi49 = 0.38, P = 0.54; Tamafo de la nidada: F149 = 0.04, P = 0.85) y longitud del
ala (Bosque: Fi49 = 1.74, P = 0.19; Tratamiento: F1 49 = 1.35, P = 0.25; Bosque X Tratamiento:
Fi49 = 134, P = 0.25; Tamafio de la nidada: Fi4 = 0.66, P = 0.42) no difirieron
significativamente entre nidadas experimentales y nidadas control.

Tampoco hubo diferencias entre ambos grupos en relacién a la condicién corporal de
machos (Bosque: Fi37 = 0.17, P = 0.68; Tratamiento: Fi37 = 0.70, P = 0.41; Bosque X
Tratamiento: Fi37 = 1.33, P = 0.25; Longitud del tarso: Fi37 = 2.21, P = 0.14) y hembras
(Bosque: Fi45 = 5.03, P = 0.03; Tratamiento: F145 = 0.46, P = 0.50; Bosque X Tratamiento:
Fi45= 2.60, P = 0.11; Longitud del tarso: F145=1.97, P = 0.17).
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4. Discusion

El presente estudio es el primero en mostrar evidencias de un efecto limitante del calcio sobre
la reproduccion de aves silvestres en Espafia pese a que los suelos de la Peninsula Ibérica
presenta los valores mas bajos de calcio intercambiable de toda Europa Occidental (Patten
2008 y referencias). A su vez, este trabajo aborda por primera vez de forma experimental el
papel del calcio en el patréon de pigmentaciéon de los huevos maculados, aquellos que se
caracterizan por presentar un fondo blanco salpicado por manchas de color rojizo debidas a un
pigmento llamado protoporfirina. La hipétesis de la funcién estructural propuesta por Solomon
(1987, 1997) y los resultados obtenidos en recientes estudios correlacionales (Gosler et al. 2005,
Higham & Gosler 20006, Jagannath et al. 2008, Sanz & Garcia-Navas 2009) sugieren la
existencia de una relacion entre la pigmentacion del huevo y el grosor de la cascara mediada por
la adquisiciéon de calcio. En concreto, Gosler y colaboradores (2005) mostraron que la
intensidad y el tamafno de las manchas de pigmento en los huevos estaba estrechamente
relacionada con la disponibilidad de calcio en las inmediaciones de los territorios de cria. Sin
embargo estos autores no encontraron asociacioén entre el grado de dispersion de las manchas
sobre la superficie de la cascara y la abundancia local de calcio disponible.

De acuerdo con la “hipétesis estructural” propuesta por Solomon (1987, 1997) las
protoporfirinas actuarian a modo de lubricante incrementado la cohesién de la matriz cristalina
de carbonato calcico que conforma la cascara. En habitats pobres en calcio dicha funcién
resultarfa especialmente importante al tener que compensar las protoporfirinas (como sustitutas
del calcio) el escaso grosor de la cascara en determinadas regiones del huevo. Por tanto, si las
areas cubiertas por pigmento se corresponden con zonas especialmente fragiles de la cascara
deberfamos esperar encontrar un efecto del suplemento de calcio sobre la intensidad y el
tamafio de las manchas, con valores mas bajos en los huevos procedentes de nidos
experimentales en comparacion con aquellos procedentes de los nidos control. En contra de lo
esperado, la intensidad y el tamafio de las manchas (Pc1) no difirié de forma significativa entre
ambos grupos. Cabe senalar que dichos atributos no varfan de forma tan marcada como el
patron de distribuciéon de las manchas (Pc2), cuya varianza es amplia incluso dentro de una
misma puesta. Este hecho podria estar relacionado con el elevado componente genético que
este rasgo (Pcl) parece presentar. Gosler y colaboradores (2000) mostraron en un estudio
llevado a cabo con carboneros comunes que la intensidad y el tamafio de manchas son
heredables via materna, sugiriendo que parte de la variacion observada en el patrén de
pigmentacién de los huevos en una poblacion es debida al factor hereditario, es decir, al grado
de parentesco entre los individuos que la componen.

Por otro lado, en este trabajo se ha encontrado una relacién no descrita con

anterioridad entre el grado de dispersion del moteado y la disponibilidad de calcio. El aporte
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de material-rico en calcio durante el periodo de puesta afecté a patrén de distribucion de las
manchas, el cual determina en gran medida la viabilidad del huevo (es decir, su probabilidad de
eclosion) y, por tanto, puede servir como un indicador de calidad del mismo (Sanz & Garcia-
Navas 2009). En este sentido, se observé que las hembras que recibieron aporte de calcio
pusieron huevos con las manchas mas ampliamente distribuidas. Ademas, considerando sélo
los nidos experimentales, hubo diferencias estadisticamente significativas entre aquellos huevos
para los cuales se detecté consumo de calcio el dia anterior a la ovoposicion y aquellos en los
que no fue asi dentro de la misma puesta. Esta diferencia presumiblemente sea debida al hecho
de que las aves insectivoras y granivoras de pequefio tamafio deben de recolectar la cantidad de
calcio necesaria para la formacién del huevo en dosis diarias (Graveland & van Gijzen 1994,
Perrins 1996, Reynolds 1997, Graveland & Berends 1997). En este estudio se observé una
asociacion directa entre la variaciéon del grado de distribucion de las manchas dentro de los
huevos de un mismo nido y el patrén de ingesta de calcio reportado durante la secuencia de
puesta. La ausencia de uso de los comederos o el consumo de baja cantidad de material-rico en
calcio coincidié con los valores minimos de calidad de la cascara (huevos con pigmentacion
anomala, cascara mate y muy porosa) tras los cuales se incremento la ingesta de calcio de forma
notable. Por tanto, parece existir una relacién inmediata (de un dia para otro) entre la ingesta
del calcio y la deposicion de pigmento en el huevo posiblemente mediada por las reservas o la
condicion fisica de la hembra.

En Gil Garcia, se observé que el suplemento de calcio redujo la proporcién de huevos
con cascaras defectuosas. Por el contrario, en Valdeyerno no se encontraron diferencias
significativas entre nidos experimentales y nidos control presumiblemente debido a que la
situacion de partida, es decir, las condiciones naturales de esta poblacion resultaron mas
optimas que en Gil Garcia tal y como se aprecié al comparar los parametros reproductivos
generales (éxito de eclosion, éxito reproductor) y los valores de pigmentacion de los nidos
control de ambos bosques (Tabla 1). La existencia de estas diferencias entre las dos poblaciones
pese a la escasa distancia que les separa (< 8 km) podria estar relacionada con el diferente grado
de desarrollo que presenta el estrato arbustivo en estas zonas; en Gil Garcia el sotobosque es
mucho menos escaso que en el melojar de Valdeyerno. La cobertura arbustiva se torna
especialmente importante para las aves de pequefio tamafio dado que su grado de desarrollo
podtia afectar a la abundancia de su principal fuente de calcio en estos bosques, miridpodos e
isdbpodos (Graveland & van Gijzen 1994; V. Garcia-Navas, datos inéditos). En este sentido, la
presion herbivora ejercida por especies de caza mayor como ciervos, corzos Capreolus capreolus o
gamos Dama dama podria afectar de forma negativa a las aves forestales de un modo indirecto
tal y como se ha mostrado en diversos estudios (Allomber et al. 2005, Gill & Fuller 2007,

Pedersen et al. 2007). De hecho, en una zona proxima al area de estudio, el Parque Nacional de
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Cabafieros (Ciudad Real-Toledo), se ha encontrado una relaciéon entre los valores de
pigmentacion de los huevos y la proximidad de cercados que impiden el acceso a los
ungulados; la calidad de la cascara de los huevos descendié al aumentar la distancia existente
entre los territorios de ctia y las exclusiones (Sanz & Garcia-Navas, datos inéditos). En Quintos
de Mora, un patraje con una carga cinegética elevada (30 ind./100 ha, Orueta et al. 1998) el
efecto de la presion herbivora sobre la abundancia de invertebrados (Spitzer et al. 2008) y en
consecuencia sobre la aves podria ser ain mas acuciante. A este factor debemos anadir otra
peculiaridad que encontramos en los Montes de Toledo, su particular geologfa. Este sistema
constituye una de las orogenias mas antiguas de la Peninsula Ibérica donde se predominan los
afloramientos de cuarcitas en las sierras, siendo comunes las pedrizas y canchales, y los
depésitos de arcilla y conglomerados en los valles o rafias dando lugar a un relieve apalachense.
Este substrato acido y la cobertura vegetal de estos bosques (donde el calcio presente en el
suelo se transforma en oxalato, una sal menos soluble) impiden la presencia de moluscos
terrestres (p. e. Wireborn 1969, Skeldon et al. 2007)

El tamafio de puesta no se vio afectado por el experimento. Con respecto a esto cabe
mencionar que los efectos del aporte de calcio sobre determinados parametros reproductivos
(especialmente sobre aquellos sujetos a fuertes limitaciones fisiologicas) podtian variar
ampliamente de un afio en funcién de determinados factores ambientales (es decir, variaciones
anuales en la disponibilidad de alimento o factores abidticos como la temperatura que
determinan que una primavera en particular pueda ser catalogada como “buena” o “mala”) tal y
como mostraron Tilgar y colaboradores (1999, 2002) mediante una investigacion a largo plazo.
Por tanto, debemos de ser cautos a la hora de interpretar estos resultados. Por otra parte, el
experimento si afecté a la duracién del periodo de incubaciéon. De forma previa, Higham &
Gosler (2006) mostraron en un estudio en el que intercambiaron huevos entre nidos de
carbonero comun una asociacién entre la coloracion de la cascara y el comportamiento de la
hembra durante la incubacion. En el presente trabajo se encontré que aquellas hembras que
recibieron aporte de calcio durante la puesta presentaron un periodo de incubaciéon mas corto.
Siguiendo esta linea, en un trabajo anterior (Sanz & Garcia-Navas 2009) se ha mostrado una
asociacion entre la duracion de la incubacién y el grado de distribucion de las manchas. Ambos
resultados coinciden con el hecho de que los huevos con cascaras defectuosas y un patrén de
pigmentacion aberrante presentan una mayor pérdida de agua (Graveland et al. 1994, Sanz &
Garcia-Navas 2009, Garcia-Navas & Sanz, en prensa). En este sentido, los resultados aqui
presentados muestran un incremento del grosor de la cascara en aquellos nidos en los que se
aport6 calcio durante la puesta. Un resultado similar al obtenido en estudios experimentales
llevados a cabo con carboneros y papamoscas cerrojillo en Estonia (Ménd et al. 1999, Tilgar et

al. 1999). Probablemente como resultado de lo anterior la proporcién de huevos que fracasaron
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debido a una pérdida excesiva de agua por evapotranspiracion o a la fractura de la cascara fue
inferior en los nidos experimentales. Por otro lado, dado que los comederos fueron retirados
una vez completada la puesta (ver Tilgar et al. 2002, Mind & Tilgar 2003, Dawson & Bidwell
2005 para un procedimiento alternativo) no resulta sorprendente la ausencia de un efecto del
suplemento de calcio sobre la condicién de los polluelos.

Los resultados obtenidos apoyan la idea de que el patrén de pigmentaciéon de los
huevos constituye un buen indicador de la calidad de la cascara y, por tanto, de su viabilidad
(Gosler et al. 2005, Sanz & Garcfa-Navas 2009). La razon por la cual las aves que presentan un
déficit de calcio tienden a poner huevos con las manchas concentradas en uno de los polos
merece ser objeto de futuros estudios. De acuerdo con la hipétesis de la funcién estructural
planteada por Solomon (1987, 1997), Gosler y colaboradores (2005) han sugerido que la
protoporfirina es depositada es regiones especialmente fragiles de la cascara donde falta calcio.
En este estudio no se han encontrado evidencia experimental que apoye dicha idea puesto que,
en contra de lo que cabrfa esperarse, el aporte de calcio no redujo el tamafio de las manchas ni
la intensidad del pigmento. Los datos obtenidos sugieren que la cantidad de protoporfirnas
presente en la superficie de la cascara no refleja la cantidad de calcio disponible en el medio;
por tanto, los huevos inmaculados (huevos blancos, sin marcas de pigmento) no parecen ser el
mejor morfotipo posible que pueden presentar los huevos de los Paridos y otras especies con
pigmentacion similar. Asi, este estudio experimental no apoya la idea de las protoporfirinas
como sustiturtas del calcio cuando este micronutirente es limitante (Solomon 1987, Gosler et
al. 2005). Este aspecto requiere investigaciéon centrada en los mecanismos que determinan la
deposicion del pigmento a fin de aumentar nuestro conocimiento sobre los procesos
fisiologicos implicados en un fenémeno que ha llamado la atenciéon de numerosos ecologos
evolutivos desde finales del XIX (p. e. Wallace 1889, ver Kilner 2006 para una revision).

En conclusién, el suplemento de material-rico en calcio durante la fase de puesta dio
lugar a un incremento del grosor de la cascara y la tasa de eclosiéon y una disminucién de la
duraciéon del periodo de incubaciéon y de la frecuencia de apariciéon de huevos con cascara
defectuosa. Tal y como se ha mostrado, el grado de distribucién de las manchas constituye un
rasgo plastico sensible a las condiciones ambientales experimentadas por la hembra durante la
fase de formacion del huevo. Estudios a gran escala que reporten el grado de variacion de esta
variable considerando puestas procedentes de diferentes poblaciones de Europa (es decir, la
varianza en el patron de distribucion de las manchas a lo largo de un gradiente de
disponibilidad de calcio desde latitudes mas septentrionales hasta el sur del continente) podrian
proporcionar informacién sobre la preponderancia del calcio como factor limitante para las

aves de pequeno tamafio durante la reproduccion en habitats diferentes.
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