Evoluce hostitelsko-
parazitickych vztaht



Koevoluce

» Mode (1958)

» Janzen (1980) proces mezi vzajemne se ovlivnujicimi
druhy, kde kazdy z interagujicich druht méeni' svou
genetickou strukturu jako odpoved” v zavislosti na
geneticke zmene sveho partnera

» Thomspon (1994) proces reciproke evolucni zmeny
interagujicich druhu

» koevolucni procesy na urovni molekul, bunek, gend,
Samec-samice, rodice-potomstvo, druhy

» Jeji vyznam se odviji od frekvence vyskytu interakci mezi
partnery a dopadu na jejich reprodukcni Uspesnost



Koevoluce

» Woolhouse et al. 2002. Nature Genetics 32: 569-577

» Reciproke, adaptivni geneticke zmeny mezi interagujicimi
druhy

» Koevoluce muze byt studovana z pohled(:

- vzajemnych fenotypovych vlastnosti (rezistence a
infektivita)

- interagujicich molekul parazita a hostitele
- genl nebo nukleotidovych sekvenci



Koevoluce hostitelsko-parazitickych interakci

benefitz of resistance

costs of resistance

increased selection

reduced selection
for pathogen
infectivity

increased selection

for pathogen infectivity for hast

resistance ]
reduced selection

for host resistance

costs of pathogenicity

benafits of pathogenicity

Schematicka reprezentace
koevoluce s durazem na
reciprocitu:

Zmeny ve frekvenci alel v
dusledku selekce u jednoho
druhu pusobi selekéné na druhy
druh - zmény frekvence alel u
druhého druhu



Koevoluce

» Z pohledu evolucni parazitologie: koevoluce = spolecna
evoluce parazittl a jejich hostitelskych druht, behem které
dochazi k jejich vzajemnemu ovlivhovani

» V striktnim slova smyslu — evoluce asociovanych skupin,
vyjadrena jako reciproka adaptace

» Asociace s komponenty makroevolucnimi (kospeciace) a
mikroevolucnimi (koadaptace)



Makroevoluce versus mikroevoluce

» Makroevoluce — vznik a vyvoj vyssich taxont nez je druh

- pravidla, ktere determinuji ptivod urcite formy a
adaptivnich zmen

- zmeny druhove bohatosti uvnitr a mezi evolucnimi
skupinami, mira speciace a extinkce v dlouhém casovem
meritku (davne, neopakovatelne, jednorazove)

» Mikroevoluce — evolucni procesy uvnitr druhu

- kratkodobe, nedavne, stalé probihajici zmeny,
experimentalne studovatelne

- populacni genetika, ekologie, etologie



Kospeciace

» makroevolucni proces

» odrazi stupen shody nebo neshody mezi fylogenezemi
hostitelti a parazitt

» V striktnim slova smyslu: topologicka shoda a stejna mira
molekularni divergence (stejna delka vetvi) u asociovanych
skupin

» Zname priklady: Fiky a jejich vosicky, Buchnera aphidicola
(symbiont) a msice, australske jmeli a borovice, pytlonosi
(Geomyidae) a jejich vsi



Koadaptace

» puvodné koakomodace
» procesy mikroevolucni

» zahrnuji anagenezi a reciprokou adaptaci (scénar zavodul
ve zbrojeni)

» spojena s hostitelskou specifitou



Koevolucni modely v parazito-hostitelskych

systemech

1. model alopatricke kospeciace
» paraziti a hostitele sdileji spolecny prostor a energii

» Preruseni toku genti mezi hostitelskymi populacemi
— alopatricka speciacie hostitelti a parazitt

>

>

KOS
0]40)

KOS

Deciace synchronni - speciace parazitt i hostitelt
biha simultannée

neciace zpozdena - speciace hostitele nebo parazita je

zpozdéna za speciaci druheho
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Koevolucni modely v parazito-hostitelskych
systemech

Model sledovani zdrojt
zalozen na ekologickem konceptu
paraziti sleduji zdroje v prubéhu evolucniho casu

evoluce parazita predstavuje odpoved’ na zmenu ve
zdrojich, ktere poskytuje hostitel

hostitel zmeni zdroje, které vyhledava parazit — parazit
prechazi evolucnimi zméenami, ktere mu umozni vyuzivat
nove zdroje

Zmeny u parazita nastanou po zméenach, ktere probehly ve
zdrojich poskytovanych hostitelem



Koevolucni modely v parazito-hostitelskych
systemech

3. Model evolucniho zavodu ve zbrojeni

» nejvice striktni pohled na koevoluci - vzajemne adaptivni
odpovedi mezi hostiteli a parazity

» neustale probihajici evoluce mezi parazity a hostiteli -
agresivni namireni jednoho proti druhemu

» selekce parazita - vyssi vyuziti hostitele, selekce hostitele -
vice Uspesne vylouceni parazita
» tento model soucast konceptu hypotézy gen pro gen



Koevolucni modely v parazito-hostitelskych
systemech — gen pro gen

» pro kazdy gen podminujici rezistenci u hostitele existuje
odpovidajici vhodny gen pro avirulenci u parazita

» rezistence hostitele je zavisla na pritomnosti genu pro
rezistenci a odpovidajicimu genu pro avirulenci u parazita

» geny pro rezistenci a geny pro avirulenci = dominantni
geny

Genotyp hostitele

Genotyp parazita RR Rr rr
AA Rezistentni  Rezistentni Vnimavy
Aa Rezistentni  Rezistentni Vnimavy

aa Vnimavy Vnimavy  Vnimavy




Koevolucni modely v parazito-hostitelskych
systemech — zavod ve zbrojeni

» 1. parazit redukuje fitness hostitele

» 2. hostitel vytvari obranné mechanizmy: proti parazitim =
mutace nebo rekombinace gent

» 3. hostitel s novym obrannym mechanizmem zvysuje
fitness a rozsiruje se v populaci

» 4. objevuje se novy mutant nebo rekombinant v populaci
parazita - odolava obrannym mechanizmum hostitele

» 5. novy mutant se Siri v populaci parazita, je schopny.
vhiknout do hostitele

» 6. cyklus se opakuje



Koevolucni modely v parazito-hostitelskych
systemech — zavod ve zbrojeni

This host is
susceptible to
the pathogen.
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Koevoluce

» 4 pravidla

» Fahrenholzovo pravidlo (Stammer 1957, Dogiel 1964) -
fylogeneze parazitt je zrcadlem fylogeneze hostitelt

Evolucni pasivita parazitt

» Szidatovo pravidlo (Szidat 1956, 1960) - cim je

,primitivnejsi® hostitel — ,primitivnejsi® paraziti

» Eichlerovo pravidlo (Eichler 1941, 1948) - druhove bohata
skupina hostitelti — vétsi pocet parazitickych druht



Koevoluce

» Manterovo pravidlo (Manter 1955, 1966)
a) paraziti se vyviji mnohem pomaleji nez jejich hostitele
b) delsi vazba na urcitou hostitelskou skupinu — vyssi
specifita paraziti,
c) hostitelske druhy jsou parazitovany nejvetsim poctem
narazitickych druht v oblasti, kde pobyvaly nejdéle. Pokud
je distribuce jednoho nebo dvou Uzce pribuznych druht
hostitelll disjunktivni a presto u nich nalezneme stejné

parazity, pak areal jejich vyskytu musel byt v minulosti
souvisly.




Speciace parazitickych druht

» Speciace — evolucni proces vzniku jednoho nebo vice druht
z ancestralniho druhu

» 2 typy geografické speciace u parazitt

» Alopatricka speciace - v podminkach neprekryvajicich se
arealt hostitelt

B> Sym\:)atrlcka speciace - Vv podminkach prekryvajicich se
arealt hostitelt

Allopatric Peripatric Parapatric Sympatric

Original
population
Initial step of
speciation
e che

nered po! lym rph

Evolution of
reproductive CI D O
isolation
In isolation In lted In d_] Within the
population

New distinct
species after
equilibration

of new ranges




Alopatricka speciace parazitt

» Kospeciace - speciace parazittl nasleduje speciaci hostitelt

» geograficika izolace, reprodukcni izolace, geneticka
divergenci hostitelskych populaci

» Shodna topologie fylogenetickych rekonstrukci hostitelt
a parazittl (Fahrenholzsovo pravidlo)



Kospeciace

» hlodavci celedi pytlonoSoviti » Msice a endosymbioticke bakterie
(Geomyidae) a ektoparaziticke vsi

Endosymbiotic

Pyt|0n0§0V|ti 0. hispidu_s T———— R Chapini b h !
acteria

O. cavator s G, DaNAMeNSis

O. underwoodi e . se.t z'e "
G. cherriei

G. costaricensis

80-160 Myr

O. cherriei
O. heterodus

G. nadleri

Z trichopus/c;. trichopi
P. bulleri Mﬂﬂ G. expansus

C. castanops=+ . geomydis
C. merriami %:g-;klahof"e’.’ﬂ's
G. b. majusculus#’ G. ewingi
6 by ol A Oh RS
_/ o @G. actuosi
G. breviceps / G. perotensis
G. personatus / _=G. thomomyus
T. talpoides s —— |, Darbarae

80-120 Myr




Sympatricka speciace parazitt

» hostitelsky preskok (,,host switch™)= kolonizace rtiznych
hostitelskych druht, vznik multihostitelskych parazitickych
druht

» intrahostitelska speciace = duplikace parazitt

x
a e
kospeciace
,sorting event®
b
failure to diverge®

C q f
duplikace \
ﬁ ,sorting event®
d

,host switching®




Dalsi koevolucni udalosti v systeme parazit-
hostitel

speciace hostitele bez odpovidajici speciace parazita:
neschopnost speciace ,failure to diverge"
,sorting event” — 1. extinkce parazita nasleduje po kospeciaci

2. parazit ,zmeska lod™

x
a e
kospeciace
,sorting event®
b
failure to diverge®

C q f
duplikace \
ﬁ ,sorting event®
d

,host switching®




Speciace kongenerickych parazitt

» Speciace monogenel
— vysoce hostitelsky: specificka
- primy vyvojovy cyklus
- vysoka morfologicka diverzita
- vysoka druhova diverzita
- adaptace

- vysoky pocet kongenerikych druht (v ramci nékterych
rodC

- vysoky pocet kongenerickych druht na hostiteli



Speciace kongenerickych parazitt

» Pr. Lamellodiscus (Monogenea) parazitujici morske ryby c. Sparidae

- stary rod

- vysoka vnitrodruhova morfologicka variabilita sklerotizovanych casti
prichycovaciho aparatu

- vysoka schopnost disperze mezi druhy: €. Sparidae

L. elegans S. cantharus
L. coronatus |

L. furcosus

F. echeneis

L. mormyri

rychla speciace
Hostitelsky preskok
,,hOSt SWItCh“ L. impervius N

L. parisi
L. mirandus

Db X
L. gracilis "7" 7
ng)idens 7/"; \
L. hilii //ﬁ

L. knoeppfleri ///
-
. ergensi //;’ P. bogaraveo
L. fraternus ~ /),

/ D. dentex

L. ignoratus

L. baeri P. pagrus

L. erythrini = P g rythrinus



Speciace kongenerickych parazitt

» Pr. Rod Dactylogyrus —
- Cyprinidae
- vysoky pocet druhove-
hostitelsky-specifickych
- vysoky pocet druht

koexistujicich na jednom druhu
hostitele

Intrahostitelska speciace

plus evoluce odlisne pozice
preferovanych nik
(mikrohabitat()

Gobio albipinatus

Gobio gobio

Ctenopharyngodon idella
Dactylogyrus
lineage 2

Dactylogyrus
lineage 1




Speciace kongenerickych parazitt

» Gyrodactylus
- zivoroda Monogenea schopna kolonizovat
Sirokou skalu sladkovodnich a nekterych morskych ryb
- speciace ,host switch®, adaptivni radiace

G. aculeatus ———— G. branchicus y . gracilihamatus

- G arcuatus
kobayashii

P. microps - Y\

G ostendicus V- | Jussii

G. flavescensis [ \
P. marmoratus : macronychus . \
AN % \

aplepae L Y S Alburnus

pannonicus A .

P. pictus

s Leuciscus
G. flavescens ;
Gsp2Rut ; \Phoxmus
G. rugiensoides Gsp3Alb ~
cf longidactylus : / /
Gs, L v o
. cf micropsi 2 G /
G. micropsi
G. cf micropsi 1
- G. cf micropsi

P. minutus

P. norvegicus /
leucisci 7

P. lozanoi




Speciace kongenerickych parazitt

» Pr. polystomni monogenea (Polystomatoinea)
- zvlastni skupinu endoparazitickych monogenei
- infikuji prevazné obojzivelniky a sladkovodni zelvy.




Speciace kongenerickych parazitt

Pr. polystomni Monogenea
- morfologicky velice podobni T
- vysoce hostitelsky specificti

- preference pro ruzné niky
uvnitr hostitele

- ,host switch™ a kospeciace

Wetapolystoma almae | South America
Polystoma lopezromani | South An;srica

1
Polystoma dawiekoki [Africa| |

1

1

Polystoma occipilalis'

i e Joy A A AL




Vliv. parazitti na evolucni biologii hostitelt

» Evoluci interakci mezi hostiteli a parazity z perspektivy: jine
nez koevoluce

» Role parazita
1. v evoluci pohlavniho rozmnozovani hostitele
2. v. pohlavnim vyberu hostitele
3. v evoluci genetickeho polymorfismu hostitele



Role parazita v evoluci
pohlavniho rozmnozovani hostitele

» Hypotéza Cervené krdlovny

4 rv

» ,Nyni bézis, abys zlstala na stejném miste." (Lewis Carroll
1872. Za zrcadlem a co tam Alenka nasla)

» , Na pocatku byla jemna krehka bylinka, kterou obcas
nekdo sezral; na konci je trnita a Jedovata obluda, kterou
také obcas nekdo sezere. (Jan Zrzavy a kol. 2004. Jak se
dela evoluce od sobeckeho genu k rozmanitosti zivota)
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Role parazita v evoluci
pohlavniho rozmnozovani hostitele

» Hypoteza (Vie[vené kralovny - specificky typ hypotezy
evolucniho zavodu ve zbrojeni

» prinos pohlavni reprodukce pres selekci na frekvenci zavisle
namirene proti beznemu hostitelskemu genotypu

> pohlavni rozmnozovani'a rekombinace — vzacne genotypy
schopneé uniknout parazitim

» selekce zvyhodnuje hostitele se vzacnymi genotypy

> vzacne genotypy stavaji beznymi, paraziti jsou schopni
sI,ec_Iolyat tyto genotypy v dusledku selekce na frekvenci
zavisle



Role parazita v evoluci
pohlavniho rozmnozovani hostitele

» Pohlavni reprodukce produkuje potomky s novymi
genotypy. — rezistence k parazittim

» Nepohlavni reprodukce produkuje potomky: se stejnou
kombinaci genti rezistence jako u rodicl - terc zvysené
parazitace

» Pr. Poeciliopsis monacha - partenogeneticke formy
akumulovaly parazity mnohem rychleji nez pohlavne se
rozmnozujici formy:

» Pr. Nejbeznejsi genotypy asexualni formy Carassius gibelio
— vysSsi pocet parazitickych druht nez u pohlavné se
reprodukujici formy



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

» Pohlavni vyber (sexualni selekce)
- prirodni vybér plisebici na expresi urcitych fenotypt u

jedno
pri vy
— po

no pohlavi (nejcastéji samctt), které urcuji Uspesnost
veru partnera druhym pohlavim (nejcasteji samicemi)

nlavni dimorfizmus

pr. velikost teéla, velikost ocasu, zbarveni, parohy, hlasove
projevy.




Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

Pohlavni vybér vede k evoluci sekundarnich pohlavnich znakt
(sexualni ornamentace) Darwin (1971)

Dve priciny: pohlavniho vyberu
1. kompetice mezi samci (na Urovni jedincl, na Urovni
Selanll)
2. samici preference (samice investuji vice do reprodukce)



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

» Hypotéza handicapu (Zahavi, 1975)
» Exprese sekundarniho pohlavniho znaku
- predstavuje pro samce handicap

- samec s dobrou genetickou predispozici se muze s
handicapem vyrovnat

- Indikuje kvalitu samce
- tvorba znaku je nakladna (energeticky, predace)

------

vetsi vyhody spojené s tvorbou znaku



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

» Hamilton-Zuk hypoteza (1982)

» Sekundarni pohlavni znak - indikator Ucinnosti gent
rezistence VUCi parazittim

» Samice preferuji rezistentni samce — selekce vhodnych
gent pro potomstvo (hypotéze dobrych gent)

» 3 predpoklady hypotéezy:
1. exprese sekundarnich pohlavnich znakt u samcu je
spojena s celkovym dobrym zdravotnim stavem a vitalitou

2. U hostitelti dédicna rezistence vuci parazitim (dusledek
koevoluce)

3. negativni efekt parazitli na zivotaschopnost hostitele
(selekce rezistentnich samct)



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele
Intraspecificky test Hamilton-Zuk hypotézy

Poecilia reticulata

Infekce parazitem Gyrodgactylus turbulli se
snizuje se zbarvenim parazitovanych samct
— vice atraktivni pro samicky:

Samice vybiraji zbarvene samce P
(rezistence nebo predchazeni transmise i 2
parazita) (¢) 2000 Angels Plus TS

------

tendenci k preferencim samce




Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

Intraspecificky test Hamilton-Zuk hypotézy

Vlastovka obecna (Hirundo rustica) a roztoCi

1. Exprese ornamentace je spojena

S intenzitou parazitace

Samci s dlouhym ocasem maji méné roztocl
Samice preferuji samce s dlouhym ocasem

2. Parazit ovlivhuje fitness hostitele
Mlad'ata s vysokou parazitaci jsou mensi
a maji nizsi prezivani

3. Dédicnost v rezistenci k parazitiim
Potomstvo dlouhoocasych samct vykazovalo dédicnou rezistenci k roztoctim



Intraspecific

Ky test Hamilton-Zuk hypotezy

Reference Organism Parasite Heritable Ornament depends Females choose males with Unique Parasite
Costly variation on parasite fewer parasites prediction tested aggregation known
Zuk 1987, 1988 cvréek YES NO NO NO NO
Jaenike 1988 octomilka YES YES NO NO
Kennedy et al 1987 zivorodka YES YES YES NO
McMinn 1990 zivorodka YES NO
Milinski and Baker 1990 koljuska YES YES YES NO NO
Hausfater et al. 1990 rosnicka YES YES NO NO
Tinsley 1990 ropucha YES NO NO NO
Ressel and Schall 1989 leguan =S YES NO \[®)
Hilgarth 1990 bazant YES YES YES YES NO NO
Zuk et al . 1990 slepice YES YES YES YES NO NO
Johnson and Boyce tetfev MAYBE YES YES NO NO
1990
Gibson 1990 tetfev NO NO NO NO NO
Clayton 1990 holub YES NO NO
Moller1990 vlastovka =S YES YES YES NO NO
Borgia1986; Borgia and Lemcik YES YES YES NO NO
Collis 1989 hedvabny
Pruett-Jones et al. 1990 rajka YES YES NO NO




Hamilton-Zuk hypotéza v interspecifickych studiich

Correlation Observed Between Brightness And

Reference Organism Prevalence Intensity Diversity Phylogenetic Alternative Info On H-p
Effects Factors Interaction
Contolled Considered
Hamilton and North American passerines YES NO NO NO
Zuk 1982 (plumage bright.and song
complexity)
Read 1987 European passerines (plumage YES NO NO NO
bright.)
Read and North American passerines NO YES NO NO
Harvey 1989 (plumage bright.)
Read and North American passerines (song NO YES NO NO
Weary 1990 complexity)
Zuk 1990 Neotropical birds (plumage = NO NO
characters)
Pruett- Jones New Guinea birds (plumage YES NO YES YES YES NO
etal. 1991 characters)
Weathe rhead Wood warblers NO NO NO YES NO
et al.
Ward 1988 British fish (degree dimorph) YES
Cabana and British + NA fish
Chandler
1991
Lefcort and Lizards (brightness) NO (neg correl) NO YES YES NO
Blaustein

1991




Hamilton-Zuk hypotéza v interspecifickych
studiich

» Problem s testovanim hypotéezy v interspecifickych studiich

» Reverzni kauzalita: zbarvenl muze pritahnout Eara2|
(druhy: vice zbarvene muzou vice prltahovat ektoparazity
nebo druhy, ktere vice investuji do zbarveni, investuji mene
do rezistence k parazitizmu)

» Ekologicka korelace: zbarveni a parazitizmus mohou byt
spojeny: s jinym faktorem (polygynie, typ hnizd)

» Falzifikace: v pripad€, ze korelace neni zaznamenana, jsou
data dostatecna pro odmitnuti hypotezy?

» Potreba kontroly pro fylogeneticke vztahy



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

» 3 modely parazity zprostredkovane sexualni selekce

» 1. samice nevybiraji partnery infikovane parazity prenasene
primym kontaktem

» 2. samice vybira zdraveho a zivotaschopneho samce, kitery
ji pomize se o potomstvo postarat

» 3. samice si vybira rezistentniho samce, aby ziskala geny

VVVVV

potomstva) - model ,,dobrych gent®



ProC jsou neparazitovani samci lepsi?

Uspéch samc@
pri pareni se
snizuje se
zvysuijici se
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IF ‘transmissible’

Character expression

IF ‘transmissible’

Samice vybiraji svoje partnery na zakladé sekundarnich pohlavnich znaktd (zbarveni):
1. Hamilton & Zuk hypotéza — dédicna rezistence vUuci parazitim pro potomstvo

2. Hypotéza vyhybani se parazitizmu — parazit nema efekt na expresi sexualni
ornamentace, samice detekuje parazity a vyhyba se kontaktu s parazitovanym
samcem

3. Hypotéze indikatoru nakazy — samice se vyhybaji kontaktu s parazitovanymi samci,
aby se chranily pred infekci samy sebe a své potomstvo (infekce je prenosna na
potomstvo)



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

» Hypoteza handikapu imunokompetence (Fostad a Kartet,
1992)

- mechanizmus vysvétleni pohlavniho vyberu

- kompromis mezi naklady a uzitky pri vysokych hladinach
testosteronu

- dualisticky charakter testosteronu
1. zvysuji expresi sekundarnich pohlavnich znakd
2. shizuji rezistenci a potlacuji imunitni obranyschopnost

organismt (indukce imunosupresivniho efektu)



Role parazita v pohlavnim vybéru hostitele

» Handikap Imunokompetence

» Samice vybira samce s vyraznymi sekundarnimi pohlavnimi
znaky, co indikuje kvalitu imunitniho systemu navzdory
Imunosupresi testosteronem

» exprese sekundarnich pohlavnich znakt je v kompromisu s
imunitou, ale silni samci jsou porad zivotaschopni a
rezistentni k parazitaci



Priklady: studii vztahu imunitni odpovedi a
sexualni selekce

Table 3. Examples of studies of immune defence and sexual selection.

study question

organism

finding

references

Does testes size variation fit
the expectations of the
immuno-handicap
hypothesis?

Does testosterone reduce
immune response?

Does testosterone reduce
immune responser

Does testosterone reduce
immune response? (Over
prolonged times?)

Does sexual activity reduce
immune responser

Does sexual activity reduce
immune response?

Does testosterone reduce
immune response? (Over
prolonged times?)

greenfinch (Carduelis
chloris)

house sparrow (Passer

domesticus)

wild and captive house
finch males

(Carpodacus mexicanus)

wild and captive dark-
eved junco males
( Funco hvemalis)

damselfly (Mawrona

basilaris)

fruitfly ( Drosophila

melanogaster)

sand lizard
( Psammodromius)

males with larger testes have higher
parasite loads and brighter
plumage (as expected from
hypothesis)

testosterone implants lead to
dominance, higher ectoparasite
loads and a larger status badge.
Testosterone reduces (immuno-
suppression) but also increases
(status badge) success

in captive males it increases
infection by coccidia, but
opposite relationship is observed
in free-living males, perhaps
owing to condition-dependence

long-lasting testosterone implant
reduces antibody production in
captive males, but cell-mediated
immunity in free-living males

encapsulation response is lower
shortly after courtship and
copulation activities

males exposed to many females
have lower antibacterial activity
in haemolymph

long-lasting testosterone implant
lowers immune haematological
parameters and leads to higher
tick loads and lower survival

Merila & Sheldon (1900)

Poiani et al. (2000)

Duckworth er al. (2001)

Casto et al. (2001)

Siva-Jothy er al. (1908)

McKean & Nunney
(2001)

Salvador er al. (1906)




