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RESUMEN

En un contexto de creciente preocupacién por el efecto de las enfermedades infecciosas emergentes
sobre las poblaciones silvestres de animales, planteamos el presente proyecto con los siguientes objeti-
vos: 1) Detectar y cuantificar el grado de afeccion que padecen las poblaciones de aves silvestres en pa-
rasitos haemosporidios y viruela aviar; 2) Determinar los factores ecolégicos (bidticos y abiéticos) que
determinarian la prevalencia y riqueza de estos pardsitos en un gradiente altitudinal y en tres parques
nacionales con marcadas diferencias latitudinales; y 3) proponer un método sencillo y eficaz de segui-
miento a largo plazo de ambos grupos de pardsitos en las poblaciones de aves de la Red de Parques
Nacionales. El estudio lo desarrollamos en los parques nacionales de Picos de Europa, Sierra Nevada
y la Caldera de Taburiente. Durante dos afios de estudio (2012-2013) capturamos un total de 2.435 aves
en 70 localidades dispuestas en los tres parques nacionales estudiados. Solo encontramos un caso de
viruela aviar localizado en la Caldera de Taburiente. Los valores de prevalencia encontrados en el par-
que nacional canario estudiado fueron muy bajas (<5%), mientras que los valores detectados en Sierra
Nevada fueron los mds altos (>50%), finalmente en Picos de Europa no superé el 25% (con valores muy
bajos en zonas de alta montafia). Similares resultados fueron los encontrados a nivel de riqueza de hae-
mosporidios. El género mas comdn fue Leucocytozoon, seguido por Haemoproteus y Plasmodium. Los fac-
tores que determinaron los valores de prevalencia y riqueza difirieron segtn el género. Asi Plasmodium
aparecio ligado a medios abiertos de zonas bajas, Haemoproteus a zonas boscosas sin limitaciones alti-
tudinales y Leucocytozoon, en un hébitat intermedio aunque su mayor restriccién estuvo relacionada
con el régimen pluviométrico. Con el presente proyecto hemos confirmado que no todos los parésitos
responden igual a los condicionantes climéticos, de hébitat y de uso del territorio, y estas caracteristicas
en su conjunto deberfan incorporarse a futuras predicciones de cambio global que se pretendan pro-
yectar en el tiempo.
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SUMMARY

Nowadays, the national governments and the global scientific community are highly concerned about
the negative impact of Emerging Infectious Diseases on wildlife communities. To detect and quantify
parasite presence, and finding the appropriate variables determining variation in host susceptibility
are critical aspects to understand and predict the evolution of parasite-host interactions. The objectives
of this project are: 1) to determine presence, richness and prevalence of haemosporidian parasites and
avian pox in birds inhabiting the National Parks of Picos de Europa (Northern Iberian Peninsula), Sierra
Nevada (Southern Iberian Peninsula) and La Caldera de Taburiente (La Palma Island, the Canary Is-
lands) in an altitudinal gradient distributed in different latitudes, 2) to provide the appropriate ecolo-
gical factors explaining the presence, abundance and distribution of vector borne parasites, and 3) to
propose an easy protocol to evaluate the health of avian communities inhabiting the National Park’s
network. During two years 2012-2013 we ringed 2,435 birds across 70 localities. We found only one bird
with a lesion compatible with avian pox in La Palma Island. We found an extremely low haemospori-
dian prevalence (<5%) in La Palma. However, we detected high prevalence values in Sierra Nevada
(>50%) and moderate values in Picos de Europa (<25%). We used Partial Least Squares regression to
evaluate the relative importance of ecological factors. Climatic and landscape factors were related to
prevalence and richness of haemosporidians. Importantly, the three genera of parasites showed different
relationships (both in magnitude and direction) to the same ecological factors. Plasmodium is a genus
related with open and low habitats, Haemoproteus is a forest genus without altitudinal limitation and

Leucocytozoon prefers intermediate habitats being limited by rainfall.

Key words: Climatic change, Emerging Infectious Diseases, Host-parasite interaction, PCR.

INTRODUCCION

El hombre lleva milenios manejando y modifi-
cando el entorno donde vive. El resultado de este
proceso es una transformacién del medio natural
que se hace particularmente intenso a partir del na-
cimiento de las sociedades organizadas y sedenta-
rias, desde donde se planifica, ejecuta y
perfecciona de manera deliberada tal manejo
(DIAMOND 2006). Gran parte del impacto provo-
cado por las acciones humanas sobre los ecosiste-
mas ha sido abordado en relacién a los efectos que
acarrea la destruccion o alteracion del hébitat, o la
introduccién de especies exdticas (GROOM et al.
2005; PRIMACK 2009). Sin embargo, un elemento
que solo recientemente ha sido objeto de honda
preocupacion es el problema de las enfermedades
infecciosas emergentes (EIE), en especial por las
posibles consecuencias negativas que puede oca-
sionar sobre las poblaciones humanas (ej. DAS-
ZAK et al. 2000, WEBSTER & WALKER 2003;
SAEZ et al. 2014). No obstante, los efectos de las
EIE también pueden provocar grandes mortalida-
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des sobre las poblaciones silvestres de animales (gj.
LIPS et al. 2006; LADEAU et al. 2007; HOF et al.
2011). Si bien en medios continentales no se ha
constatado la extincién de ninguna especie por
efecto de los patégenos, en islas ocednicas, donde
las poblaciones autéctonas son especialmente fra-
giles, si existen evidencias que sugieren que los pa-
rasitos introducidos han sido los principales
responsables de la extincién o reduccién en el ta-
mafio poblacional de més de 60 especies de aves
(¢j. VAN RIPER et al. 1986; SODHI et al. 2007). Esto
se explicaria por el pequefio tamarfio poblacional,
la distribucién restringida, la endogamia y la ines-
tabilidad genética de las poblaciones de pardsitos
circulantes (FRANKHAM 1998; FALLON et al.
2004). De hecho, hoy en dia existe una creciente in-
quietud sobre el efecto de las EIE en la conserva-
cién de las biotas endémicas insulares, incluidas
las Islas Canarias (ILLERA et al. 2013). Por otro
lado, las montafias son consideradas ejemplos de
islas dentro del continente debido a sus especiales
caracteristicas fisicas, a las biotas especializadas
que allf viven, y al limitado intercambio genético
entre poblaciones cercanas. Tales circunstancias
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propician que sus comunidades sean tan fragiles y
amenazadas como las insulares (NAGY & GRAB-
HERR 2009). Un factor que en las tltimas décadas
ha irrumpido con gran fuerza, es el provocado por
el cambio climdtico y el efecto negativo que po-
drian acarrear sobre las poblaciones autéctonas de
aves (PEARCE-HIGGINS & GREEN 2014). Actual-
mente existe una progresiva preocupacién por el
efecto del calentamiento global del planeta y sus
consecuencias sobre las historias vitales de las aves
(WINKLER et al. 2002). Ademas, se ha puesto de
manifiesto las consecuencias negativas que supon-
dria un aumento de temperatura en los paises de
zonas templadas, al facilitar la llegada de patége-
nos hoy restringidas a zonas tipicamente tropicales
(GARAMSZEGI 2011). Sin embargo, hay todavia
muchas interacciones huésped-pardsito por com-
prender adecuadamente en un contexto de cambio
climético. Asf, serfa posible dibujar un escenario en
donde se combine la extincién de pardsitos espe-
cialistas, junto a la expansién de otros patégenos
mads generalistas con las consecuencias negativas
que podria acarrear para los nuevos huéspedes
(ROHR et al. 2011). El problema, ademds, no tiene
que estar s6lo circunscrito a un desplazamiento la-
titudinal, sino también altitudinal. Asi, es razona-
ble predecir que tanto en medios insulares como
en continentales de montana, en donde la distribu-
cién de los patégenos estuviera relegada al piso
basal, un aumento de las temperaturas podria pro-
ducir un aumento en el rango de distribucién alti-
tudinal de los vectores (ATKINSON et al. 2014), ya
que la temperatura aparece como un factor limi-
tante para la presencia y abundancia de los inver-
tebrados transmisores de los pardsitos (GILIOLI &
MARIANI 2011), pero también limita el desarrollo
de los propios patégenos (LAPOINTE et al. 2010).
En este sentido, cada vez hay mds estudios sefia-
lando que el efecto del cambio climético sobre los
organismos se debe a efectos indirectos del clima
sobre las interacciones bidticas, incluidas las refe-
ridas a las interacciones huésped-pardsito, y no
tanto a los efectos directos de la variacién en las
condiciones climdticas (¢j. M@LLER 2010), aunque
en ocasiones las relaciones causa-efecto son mds
inferidas que demostradas (OSTFELD 2009;
ROHR et al. 2011). Una consecuencia de la expan-
sién altitudinal podria significar que poblaciones
de aves alpinas, o insulares que estuvieran ocu-

pando hébitats de alta montafia como refugio libre
de pardsitos, pudieran verse afectadas negativa-
mente en un futuro cercano por la llegada de los
vectores (ej. FREED et al. 2005).

De entre el amplio espectro de pardsitos que afec-
tan a las aves, destacan por su virulencia los res-
ponsables de la malaria y la viruela aviar. La
malaria aviar es una enfermedad provocada por
protozoos del orden Haemosporida incluidos en
los géneros Plasmodium y Haemoproteus (PEREZ-
TRIS et al. 2005), aunque también se han consta-
tado efectos negativos por la infeccién del género
Leucocytozoon perteneciente al mismo Phylum
Apicomplexa que los protozoos de la malaria. La
presencia del pardsito puede provocar un debili-
tamiento general del individuo, limitando el de-
sarrollo normal de sus actividades habituales
incluyendo la alimentacién, lo cual puede provo-
car finalmente su muerte (ATKINSON et al. 2000).
Sin embargo, no todos los individuos infectados
por la malaria terminan muriendo, aunque
cuando esto sucede la enfermedad se vuelve cré-
nica. Recientemente, se ha demostrado que en
aquellos individuos en donde la enfermedad se
vuelve crénica (incluso expresada en bajos nive-
les), ésta tiene efectos negativos y muy significa-
tivos tanto en su esperanza de vida, como en el
ndmero y la calidad de la progenie que llegan
sacar alo largo de su vida (KNOWLES et al. 2010;
ASGHAR et al. 2015).

Todas las variantes de viruela aviar se incluyen
dentro del género Avipoxvirus. Aunque se han
identificado hasta tres formas de expresién de la
viruela aviar, la forma cuténea es la més frecuente
o, al menos, la mds fécilmente detectable ya que
se desarrollan bultos de diferente tamafio en
todas las partes no emplumadas como patas, ojos
0 pico (ej. SMITS et al. 2005). Ambos patégenos
son transmitidos por la picadura de mosquitos,
moscas de la familia Hippoboscidae y, en el caso
de la viruela, también por contacto directo sobre
heridas abiertas (VAN RIPER & FORRESTER
2007). Recientemente se han reportado brotes vio-
lentos de viruela aviar en aves autéctonas y en-
démicas de Canarias, que podrian acarrear serios
problemas de conservacién en las especies afec-
tadas (ILLERA et al. 2013).
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En los dltimos afios se ha generalizado el uso de
marcadores y técnicas moleculares para la detec-
cién y cuantificacién de endopardsitos, aunque
con mucha diferencia destacan por su ntmero
aquellos trabajos dedicados a los haemosporidios
(ej. PERKINS & SCHALL 2002; BENSCH et al.
2009; SANTIAGO-ALARCON et al. 2012; CLARK
et al. 2014). Sin embargo, a pesar que cada vez hay
mas estudios que abordan la distribucién geogra-
fica de este grupo de pardsitos (ej. CLARK et al.
2014; ISHTIAQ et al. 2008; JENKINS & OWENS
2011; SZOLLOSI et al. 2011) todavia existe una
comprension limitada sobre los factores ecolégicos
y evolutivos que determinan la presencia y distri-
bucién de los patégenos (HARRIGAN et al. 2014;
PEREZ-RODRIGUEZ et al. 2013), y las consecuen-
cias a corto y largo plazo que producen sobre sus
huéspedes cudndo la enfermedad se vuelve cré-
nica (KNOWLES et al. 2010; ASGHAR et al. 2015).

El objetivo principal de este estudio serd entender
cudles son los factores que estdn determinando la
presencia, riqueza y prevalencia de endopardsitos
en las aves silvestres. El estudio a lo largo de un
gradiente altitudinal y latitudinal natural permi-
tirfa identificar el grado de vulnerabilidad de las
especies endémicas insulares y alpinas peninsu-
lares a las enfermedades infecciosas emergentes.
Muchas de estas especies tienen gran interés en
términos de conservacién en la Red de Parques
Nacionales, por su distribucién restringida y vul-
nerabilidad al cambio climatico (STATTERS-
FIELD & CAPPER 2000; HUNTLEY et al. 2007), y
a menudo son especies emblematicas de los Par-
ques Nacionales como el gorrién alpino (Monti-
fringilla nivalis), el acentor alpino (Prunella collaris)
o el treparriscos (Tichodroma muraria).

En concreto el presente proyecto tiene los siguien-
tes objetivos: 1) Detectar y cuantificar, usando mar-
cadores moleculares, el grado de afeccién que
padecen las poblaciones de aves en dos de las en-
fermedades mds letales que afectan a este grupo de
vertebrados como son los haemosporidios (mala-
ria) y la viruela aviar. Para ello el estudio se cen-
trard en tres parques separados geograficamente
por méds de 700 km de distancia: Picos de Europa,
Sierra Nevada y la Caldera de Taburiente. 2) Deter-
minar los factores ecolégicos (biticos y abidticos)
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que determinarfan la prevalencia y riqueza de estos
pardsitos en un gradiente altitudinal. Y 3) Disefiar
un método sencillo y eficaz de seguimiento a largo
plazo de ambos grupos de pardsitos en las pobla-
ciones de aves de la Red de Parques Nacionales.

MATERIAL Y METODOS

El muestreo de aves se realiz6 durante el periodo re-
productor de 2012 y 2013 en los tres parques nacio-
nales. Ademds, en el Parque Nacional de la Caldera
de Taburiente realizamos un muestreo adicional
post-reproductor durante los meses de agosto-sep-
tiembre de 2012 y 2013, para estudiar posibles dife-
rencias de prevalencia entre periodos del mismo
afio. Esto solo fue posible en La Caldera de Tabu-
riente ya que en esta isla las aves se consideran se-
dentarias todo el afio (MARTIN & LORENZO 2001)
y, al menos, en los medios forestales se pueden re-
alizar las capturas con un tamario de muestra razo-
nable. El muestreo se inicié a principios de marzo,
en laisla de La Palma (Caldera de Taburiente) abar-
cando los meses de marzo y abril. Una vez finali-
zado este, se continué con el trabajo de campo en
Sierra Nevada (finales de abril-junio), terminandose
en Picos de Europa (finales de Mayo-Julio).

Cada parque nacional fue muestreado en 24 loca-
lidades por afio repartidas a partes iguales en dos
tipos generales de hébitat, definidos éstos como
abiertos (i.e. nula o escasa presencia de cobertura
arbérea) o forestales (i.e. con presencia mayorita-
ria de masas forestales). Ademds, estas localida-
des fueron situadas a lo largo de un gradiente
altitudinal de cuatro niveles (1-4): Cota 1 (situada
entre el nivel del mar y los 571 m); Cota 2 (entre
658 y 1.170 m); Cota 3 (entre 1.204 y 1.570 m) y
Cota 4 (entre 1.835 y 2.113 m) (Tabla 1). Algunas
de las localidades se situaron fuera de los limites
de los parques nacionales por ser mds adecuadas
para el trampeo de aves, y para poder capturar
adecuadamente el gradiente altitudinal.

Captura de aves
El trabajo de campo consistié en el muestreo de

todas aves paseriformes posibles en las localida-
des elegidas. El esfuerzo dedicado fue un dia de
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Localidades Habitat | Cédigo Al(tlﬁ;ld Localidades Habitat | Cédigo Al(t:!:;'ld
LA CALDERA DE TABURIENTE SIERRA NEVADA (continuacion)
San José Abierto 1.1 267 Padul Abierto 2.9 954
La Salemera Abierto 1.2 188 Carneros Forestal 3.10 1423
Mazo Abierto 1.3 359 Busquistar Forestal 3.11 1340
Tamanca Forestal 14 571 Jerez Forestal 3.12 1250
Los Tilos Forestal 1.5 503 Monachill Abierto 3.7 1494
Franceses Forestal 1.6 244 Monachil2 Abierto 3.8 1394
El Paso Abierto 2.1 852 Luna Abierto 3.9 1388
Jedey Abierto 2.2 1092 Caiiadillas Forestal 4.10 1911
Jurado Abierto 2.3 658 El Robledal Forestal 4.11 1835
La Sauceda Forestal 2.4 771 La Ragua Forestal 4.12 2048
El Pilar Forestal 2.5 1148 Cdfiar2 Abierto 47 1952
Tiinel Forestal 2.6 827 Mirador Abierto 4.8 2090
Km20 Forestal 3.1 1504 Camarate Abierto 49 1970
Cabrito Forestal 32 1435 PICOS DE EUROPA
La Hiler.u ' Forestal 3.3 1426 Dria Abicrto 113 il
Parefil Vieja Forestal 34 1235 Tuanco Abicrto 112 23
El Riachuelo Forestal 3.5 1204 Cabo Deias Abierto 115 16
Puntallanal For'estal 3.6 1337 Tlames Forostal 116 )
Roguel Abferto 41 2250 Covadonga Forestal 1.17 269
Izcuguu. Ab¥erto 4.2 2113 Mirador del Fito Forestal 1.18 545
ittt Abierto 4.3 2066 Tiano Enol Abierto 213 1070
szraﬁ ",1 Forestal 44 1913 Vega de Sotres Abierto 2.14 1094
Pico Nieves Forestal 4.5 1934 Belbin Abierto 215 1082
Bl Forestal 46 1854 Collado Pandébano | Forestal 2.16 1110
SIERRA NEVADA Sotres Forestal 217 857
Maro Forestal Forestal 1.10 107 Bosque Enol Forestal 2.18 1074
Aguacates Forestal 1.11 60 Tresviso Abierto 3.13 1265
Almuiiecar Forestal 1.12 199 Vega Llos Abierto 3.14 1570
Maro Abierto 1.7 149 Puertos de Aliva Abierto 3.15 1561
Maro2 Abierto 1.8 58 Pinar de Lillo Forestal 3.16 1620
Miel Abierto 1.9 356 Pandetrave_km_13 Forestal 3.17 1485
Menchon Forestal 2.10 966 Puerto del Ponton Forestal 3.18 1292
Pinos Genil Forestal 2.11 760 Vega Ario Abierto 3.19 1600
Guadix Forestal 2.12 961 Andara Abierto 4.13 1900
Lanjaron Abierto 2.7 885 Urriellu Abierto 4.14 2040
Cdiiar Abierto 2.8 1170 Vega Huerta Abierto 4.15 2000

Tabla 1. Localidades muestreadas, y tipos generales de habitat, en 2012 y 2013 en los tres parques nacionales estudiados: La Caldera

de Taburiente, Sierra Nevada y Picos de Europa.

Table 1. Localities (and general habitat type) studied per National Park during 2012 and 2013. Abierto: Open habitats. Forestal:

Woodland habitats.

trabajo por cada localidad. El trabajo de trampeo
consistié en la colocacién de redes japonesas y
cepos malla. Para incrementar la probabilidad de
captura, utilizamos de manera rutinaria el canto
grabado de aquellas especies presentes en la zona,
los cuales reproduciamos a pie de red gracias a un
reproductor mp3 o mp4 y un pequefio altavoz.
Todas las aves capturadas fueron anilladas con
anillas de aluminio facilitadas por el Ministerio de

Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente.
Ademds, todas las aves fueron cuidadosamente
inspeccionadas en todas las partes no empluma-
das, con el fin de detectar lesiones compatibles
con viruela aviar (véase, ILLERA et al. 2008 para
una metodologia similar). En aquellas lesiones
que fueron lo suficientemente grandes procedi-
mos a retirarle un trozo de la lesién con ayuda de
un escalpelo esterilizado y una metodologia es-
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tandar (ej. SMITS et al. 2005; ILLERA et al. 2008).
Solo se utilizé un escalpelo por lesién y ave. Fi-
nalmente se tomaba una muestra de sangre (=20
ul) por venopuncién de la vena braquial o yugu-
lar, usando una jeringuilla esterilizada de insulina
de 0,5 ml. Una vez terminado el proceso, las aves
eran inmediatamente liberadas en los mismos lu-
gares donde fueron capturadas. La sangre se al-
macené en viales conteniendo etanol 100%, y
fueron mantenidos a temperatura ambiente hasta
su posterior andlisis en el laboratorio.

Procedimientos de laboratorio

Para la extraccién de ADN se utilizé el método del
acetato de amonio (NICHOLLS et al. 2000), si bien
en aquellos casos con poca muestra de sangre op-
tamos por utilizar un kit de extraccién (Qiagen) si-
guiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Una vez extraido el ADN procedimos al
sexado molecular de cada muestra utilizando los
cebadores (P2 y P8) y las condiciones de amplifica-
cién establecidas por GRIFFITHS et al. (1998). A
continuacién procedimos a detectar la presencia de
haemosporidios (Plasmodium, Haemoproteus y Leu-
cocytozoon) utilizando la reaccién de amplificacion
anidada propuesta por HELLGREN et al. (2004). El
objetivo final era amplificar un fragmento de unos
490 pares de bases, correspondientes al gen que co-
difica el citocromo b mitocondrial del protozoo. En
cada reaccién de amplificacién usamos dos positi-
vos y dos negativos para confirmar que la reaccién
de amplificacién se realiz6 adecuadamente, y que
no existié contaminacién alguna. Las reacciones de
amplificacién fueron realizadas siguiendo las con-
diciones establecidas en ILLERA et al. (2015). Los
productos de la amplificacién se dispusieron en
geles de agarosa (1,5-2%) tefiidos con GelRed. Las
muestras que salieron positivas a la infeccién por
haemosporidios, fueron seguidamente amplifica-
dos en una reaccién de secuenciacién usando el
Perkin Elmer BigDye terminator (v. 3.1), y los ceba-
dores HaemF, Haem R2 (para Plasmodium y Haemo-
proteus) y Haem R2L (para Leucocytozoon) en un
volumen final de 10ul, y con las condiciones esta-
blecidas en ILLERA et al. (2008). El producto final
fue purificado y secuenciado en los servicios cien-
tifico-técnicos de la Universidad de Oviedo usando
un ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyze.
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Las secuencias fueron alineadas manualmente
usando los programas BioEdit (HALL 1997), y
Chromas Lite versién 2.1.1.

(http:/ / technelysium.com.au/?page_id=13).
La diferenciacién entre los géneros Haemoproteus
y Plasmodium se realizé a través de la opcién
“Blast” algoritmo implementado en el repositorio
publico del Centro Nacional para la Informacién
de Biotecnologia (NCBI):

Las secuencias fueron consideradas como ha-
plotipos distintos cuando hubo al menos un nu-
cle6tido de diferencia. Asi, Riqueza de
haemosporidios por localidad fue definida
como el ndmero de haplotipos distintos presen-
tes en una localidad.

En el caso de tejido obtenido en lesiones que po-
drian ser compatibles con viruela aviar, se proce-
di6 a la extraccion de ADN usando el kit de
extraccién de Qiagen siguiendo el protocolo reco-
mendado por el fabricante. Seguidamente se re-
aliz6 una reaccién de amplificacién usando los
cebadores P1y P2 descritos en LEE & LEE (1997),
los cuales amplifican un fragmento de unos 498
pares de bases del gen 4b. Las condiciones de la
reaccién de amplificacién y secuenciacién final
fueron las mismas que las realizadas en ILLERA
et al. (2008).

Analisis estadistico

Para evaluar los principales factores biéticos y
abiéticos que podrian estar determinando los
patrones de prevalencia y riqueza de
haemosporidios usamos un total de 29 variables
predictoras. De éstas, 19 fueron climéticas
obtenidas del repositorio publico Bioclim
(http:/ / www.worldclim.org/bioclim) con una
resolucién de 1 km?. Las variables topogréficas
fueron obtenidas del Instituto Geogréfico
Nacional y las variables de uso del territorio de
los datos disponibles en CORINE 2000 Land cover.
El area seleccionada para realizar las estimas
topograficas y de uso del territorio fue de un
radio de 500m alrededor del punto geografico de
la localidad estudiada. Ademads, usamos las
variables latitud y longitud para controlar por la
estructuracién espacial de los datos.
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Para evaluar los efectos de las variables seleccio-
nadas sobre la riqueza y prevalencia de haemos-
poridios usamos regresiones parciales de
minimos cuadrados (PLS). Los andlisis de PLS
fueron realizados con el paquete estadistico STA-
TISTICA version 8.0 (StatSoft, 2007).

RESULTADOS

Captura de aves

En total en los dos afios de estudio capturamos un
total de 2.435 aves en 70 localidades dispuestas en
los tres parques nacionales estudiados. Para los
andlisis excluimos aquellos individuos no repro-
ductores en las localidades estudiadas (n = 22).

En cuanto al ntiimero de especies de aves captura-
das, éste fue muy homogéneo durante los dos afios.
El menor niimero de especies fue alcanzado en La
Palma, lo cual era un resultado esperable por su
condicién de isla ocednica, seguido por Picos de
Europa y, finalmente, por Sierra Nevada (Figura 1).

Viruela aviar

De las 2.435 aves capturadas y examinadas cui-
dadosamente en busca de lesiones que pudieran
ser compatibles con viruela aviar, solo detectamos
un caso en 2013. El ave afectada fue un pinzén
comun (Fringilla coelebs palmae) capturado en la
isla de La Palma. Tras amplificar un fragmento
del gen que codifica la protefna 4b del virus de la

viruela aviar, pudimos confirmar que era viruela
aviar con una secuencia idéntica a otras ya cono-
cidas encontradas en aves de corral.

Haemosporidios
Prevalencia

Entre los dos afios analizamos un total de 2.435
muestras. Los resultados globales muestran que el
parque nacional con mayor prevalencia fue el de
Sierra Nevada (con mds del 50%) en los dos afios
estudiados, seguido por Picos de Europa y de la
Caldera de Taburiente (Figura 2). Es especialmente
resefiable la baja prevalencia de malaria aviar pre-
sente en La Caldera de Taburiente (menos del 5%).
Debido a este resultado tan bajo, unido a su con-
dicién de isla ocednica, decidimos excluir este par-
que nacional de los anélisis conjuntos.

No existieron diferencias significativas en los va-
lores de prevalencia obtenidos en las localidades
analizadas entre 2012 y 2013, ni en Sierra Nevada
(t<1, p>0,10), ni en Picos de Europa (t>0,2, p>0,2).
Este resultado nos posibilit6 juntar los dos resul-
tados obtenidos en los dos afios de muestreo en
los analisis posteriores.

Los andlisis por cota altitudinal ofrecen datos dispa-
res. Asf, mientras que en Picos de Europa las preva-
lencias quedan fuera de las cotas mds altas, en Sierra
Nevada si se alcanzaron valores elevados (cerca del
40%). La isla de La Palma fue un caso particular por
la baja prevalencia que presenta (Figura 3).
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Figura 1. Ntimero de aves capturadas en cada parque nacional
en 2012 y 2013.

Figure 1. Number of birds ringed per National Park during 2012
and 2013.

Figura 2. Prevalencias de haemosporidios en los tres parques
nacionales durante 2012 y 2013.

Figure 2. Haemosporidian prevalence during 2012 and 2013 in the
three National Parks.
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El mayor ntimero de especies analizadas e infec-
tadas en los dos afios estudiados correspondi6
con Sierra Nevada, seguido por Picos de Europa,
y a una considerable distancia (comprensible por
su situacién insular) la Caldera de Taburiente. En
general, hubo una tendencia a obtener niveles
mas altos de prevalencia en medios forestales que
en relacién a los medios abiertos, y tal circunstan-
cia se vio reflejada en la prevalencia obtenida para
cada especie. Asi, la mayor prevalencia en medios
forestales vendria marcada por la combinacién de
los altos valores de prevalencia de malaria aviar
obtenidos en pinzén comun (Fringilla coelebs),
mirlo coman (Turdus merula), verdecillo (Serinus
serinus) y el gremio de péridos fundamental-
mente por parte del carbonero comun Parus
major, herrerillo comun Cyanistes caeruleus y car-
bonero garrapinos Periparus ater. La combinacion
de la prevalencia de estas especies puede llegar a
suponer mds de 50% de la malaria aviar presente
en un parque nacional, como por ejemplo ocurrié
en Picos de Europa durante el 2013 (Tabla 2). En
contrapartida encontramos valores de prevalen-
cia muy bajos en especies de alta montafia y
zonas abiertas como el bisbita alpino (Anthus spi-
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Figura 3. Distribucion en porcentaje del niimero de aves infec-
tadas por malaria aviar a lo largo de un gradiente altitudinal.
Cota 1 (0-571 m); Cota 2 (658-1.170 m); Cota 3 (1.204-1.570 m);
Cota 4 (1.835-2.113 m). El caso de La Palma es particular debido
al escaso niimero de aves infectadas.

Figure 3. Haemosporidian prevalence across the altitudinal gradient
studied. Height 1 (0-571 m); Height 2 (658-1,170 m); Height 3 (1,204-
1,570 m); Height 4 (1,835-2,113 m).

Taburiente Sierra Nevada | Picos de Europa
ESPECIE 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Cyanistes caeruleus 14 17 2 3
Cyaniste teneriffae 1 1
Emberiza cia 2 5
Emberiza cirlus 20
Erithacus rubecula 2 3 5 3 2
Fringilla coelebs 1 1 15 10 23 15
Garrulus glandarius 3
Hippolais polyglotta 3 5 Tabla 2. Resumen del nimero
Periparus ater 6 14 9 6 de aves detectadas con presencia
Lophophanes cristatus 1 2 3 de haemosPoridios en los tres
Parus major 13 18 7 5 parques nacionales durante 2012
Phylloscopus canariensis 1 y 2013. Solo se muestran las es-
Prunella collaris 3 pecies con mayor ntimero de
T m 1 3 casos, excepto en Caldera de Ta-
= £ burienteque se muestran todas

Sen’nus canaria 1 las especies debido al bajo nu-
Serm.us serinus 12 13 1 3 mero de casos encontrado.
gylm.u utnc?plllu > ? 10 i Table 2. Summary of infected bird

ylvia cantillans 4 . . .
SuToia hortensis 3 species per National Park durmg

Y 2 = 2012 and 2013. Only taxa with
Sylvia conspicillata 2 4 higher prevalence are shown, except
Sylvia melanocephala 1 1 16 in La Palma where all species are
Troglodytes troglodytes 2 2 shown due to the low number of
Turdus merula 2 5 5 11 7 9 species infected.
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noletta), la collalba gris (Oenanthe oenanthe), el co-
lirrojo tizén (Phoenicurus ochruros), o el gorrién al-
pino (Montifringilla nivalis).

La especie de pardsito haemosporidio mds pre-
valente fue Leucocytozoon, seguido por Haemopro-
teus y, a una distancia considerable, Plasmodium
(Figura 4).

Finalmente, hay que resefiar que las comparacio-
nes obtenidas en La Caldera de Taburiente entre
los periodos primavera y verano, no arrojaron di-
ferencias significativas en 2012 (x2= 0,47, P > 0,05),
0en 2013 (x>=2,4, P>0,05), con valores parecidos
de escasa prevalencia, aunque siempre fue mayor
durante el periodo primaveral.

Riqueza de haplotipos

Durante los dos afios de estudio obtuvimos un
total de 553 secuencias de haemosporidios, a
saber, 281 secuencias de Leucocytozoon, 217 de
Haemoproteus'y 55 de Plasmodium. A este dato ha-
bria que afiadir ademads la secuencia de viruela
aviar obtenida en la isla de La Palma. El mayor
numero de haplotipos distintos (una vez descar-
tadas las posiciones ambiguas) fue obtenido en
Sierra Nevada con un total de 112, seguido por
Picos de Europa (n = 73) y, finalmente, por La
Palma (n=7).

Regresiones parciales de minimos cuadrados

Los resultados obtenidos en las regresiones par-
ciales de minimos cuadrados revelan un diferente
porcentaje de la varianza explicada segtin cada
género de haemosporidio, pero también una res-
puesta diferente a las variables predictoras utili-
zadas. Los resultados obtenidos fueron, en
general, similares tanto para prevalencia como
para riqueza en los tres géneros (Figura 5). Sin
embargo, no existi6 una homogeneidad en cuanto
a las variables predictoras y el porcentaje de la va-
rianza explicada en los tres géneros.

Las regresiones parciales de minimos cuadrados
produjeron un solo factor multivariante para
cada variable respuesta (aunque éste no fue sig-
nificativo), tanto para Plasmodium como para
Haemoproteus. El porcentaje de la varianza expli-
cada obtenida para ambos géneros fue similar
con valores que se mantuvieron en general, alre-
dedor del 20% tanto para prevalencia como para
riqueza (Figura 5). En cambio, las regresiones
parciales de minimos cuadrados con Leucocyto-
zoon originaron dos factores (el primero siendo
significativo), pero alcanzando una varianza ex-
plicada conjunta mucho mayor (49,33% y 59,01%,
para prevalencia y riqueza, respectivamente). En
general, Plasmodium y Haemoproteus estarfan con-
dicionados por la temperatura y el paisaje, mien-
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Figura 4. Prevalencias obtenidas por cada género de haemos-
poridio (Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon) en los tres
parques nacionales estudiados durante 2012 y 2013.

Figure 4. Haemosporidian prevalence per genus (Plasmodium,
Haemoproteus and Leucocytozoon) and National Park.

Figure 5. Varianza explicada (R2) para prevalencia y riqueza
por las variables predictoras para los tres géneros de haemos-
poridios.

Figure 5. Variance decomposition (R2) for prevalence and richness
according to the predictor variables used for haemosporidian parasites.
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tras que Leucocytozoon lo estaria ademads por la
precipitacién y, en menor medida, por los efectos
geogriéficos (Figura 5).

Si analizamos pormenorizadamente los resulta-
dos obtenidos con las variables predictoras, se
puede observar como la prevalencia (y riqueza)
del género Plasmodium estd positivamente in-
fluida por los valores de temperatura, la presen-
cia de medios agricolas y por la orientacién sur.
En cambio estd negativamente determinada por
la altitud, su alejamiento de los ntcleos urbanos
y por la presencia de masas forestales. El género
Haemoproteus presenta efectos de las variables
predictoras, en general, similares pero de signo
contrario a las detectadas en Plasmodium. Asf los
valores de prevalencia y riqueza estdn determi-
nados positivamente por los efectos de la longi-
tud y altitud, por los valores extremos de las
temperaturas y por la presencia de masas fores-
tales (lo contrario que ocurria con Plasmodium).
Sin embargo, la presencia de Haemoproteus estaria
negativamente determinado por la orientacién
sur y por la cobertura de suelo.

Como ya hemos comentado, los resultados obte-
nidos con Leucocytozoon explican un mayor por-
centaje de la varianza, aunque a través de dos
factores multivariantes. Las variables predictoras
que contribuyeron significativamente a explicar
los valores de prevalencia y riqueza obtenidas con
este género, fueron la longitud y las temperaturas
medias de los periodos calidos o secos como va-
riables positivas en el primer factor, y la presencia
de masas forestales y la precipitacién del mes més
caluroso en el segundo factor. En cambio, como
variables negativas en el primer factor se signifi-
caron la latitud, en general la mayor parte de los
valores de precipitacién y la cobertura de suelo, y
en cuanto al segundo factor solo destacé la tem-
peratura minima del mes mds frio.

DISCUSION

A pesar de la profunda preocupacién actual por
el impacto negativo de las EIE sobre las especies
de aves autéctonas y endémicas, y también por
los efectos nefastos que pueden acarrear a deter-
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minadas actividades socioeconémicas y a la salud
humana (ej. DASZAK et al. 2000; VANDER WAL
et al. 2014), el conocimiento que tenemos sobre las
causas que favorecen su propagacién, prevalen-
cia, diversidad y persistencia es ciertamente limi-
tado (SEHGAL et al. 2011; ZAMORA-VILCHIS et
al. 2012; HARRIGAN et al. 2014; GONZALEZ-
QUEVEDO et al. 2014). Sin embargo, tal informa-
cién se hace imprescindible no solo para poder
evaluar cambios en las tasas de infeccién con el
tiempo (ej. ATKINSON et al. 2014), o para proyec-
tar predicciones sobre distribuciones potenciales
(BALLS et al. 2004; SEHGAL et al. 2011), sino tam-
bién para poder predecir los cambios en la distri-
bucién de los patégenos en diferentes escenarios
de cambio global (ej. PEREZ-RODRIGUEZ et al.
2014). Los objetivos que nos marcamos con el de-
sarrollo de este proyecto eran tres, a saber: 1) co-
nocer el grado de infeccién por haemosporidios
y viruela de las especies de paseriformes que ha-
bitan en tres parques nacionales con un marcado
gradiente altitudinal, 2) comprender los factores
bidticos y abiéticos que mejor pueden explicar di-
chos resultados y, finalmente, 3) proponer una
metodologia que sirva para monitorizar periédi-
camente la salubridad de las especies de aves que
viven en la red de parques nacionales, a través
del seguimiento de los haemosporidios aviares y
de la viruela aviar. Para este fin, estudiamos du-
rante dos afios consecutivos la comunidad de pa-
seriformes en tres parques nacionales: dos
continentales (Picos de Europa y Sierra Nevada),
situados en el extremo norte y sur de la Peninsula
Ibérica, respectivamente, y uno insular situado en
el archipiélago canario.

Los resultados obtenidos con la viruela aviar
arrojaron datos muy positivos sobre la tasa de in-
feccién en los tres parques, ya que solo encontra-
mos un caso de viruela aviar tras la minuciosa
inspeccién de casi 2.500 aves. Este resultado, es
ademads especialmente bueno en el caso de Ca-
narias, ya que en estudios previos si se habian
detectado prevalencias muy altas en algunas
islas del archipiélago (ILLERA et al. 2008, 2015;
SPURGIN et al. 2012). El segundo aspecto posi-
tivo, fue la sorprendente baja prevalencia de ma-
laria aviar obtenida en la isla de La Palma
(menos del 5%). Este dato confirma, sin ningtn
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género de dudas, que ambas enfermedades tie-
nen una presencia marginal en la isla de La
Palma y, por ende, en el Parque Nacional de La
Caldera de Taburiente. Los motivos para explicar
estas prevalencias tan bajas en La Palma son elu-
sivos hasta el momento, pero estan en consonan-
cia con los resultados obtenidos con otras
especies de aves en esta isla (ILLERA et al. 2008,
2015; SPURGIN et al. 2012; PEREZ-RODRIGUEZ
et al. 2013). Sin embargo, contrastan enorme-
mente con las prevalencias altas (superiores al
50%) encontradas en otras islas para alguna de
las especies estudiadas en Canarias hasta el mo-
mento como el bisbita caminero (Anthus berthe-
lotii) o la curruca tomillera (Sylvia conspicillata)
(ILLERA et al. 2008, 2015; SPURGIN et al. 2012;
GONZALEZ-QUEVEDO et al. 2014). Una expli-
cacién podria formularse en relacién con algtin
tipo de incompatibilidad que pudiera existir
entre los pardsitos y los vectores (dipteros) que
transmiten los protozoos a las aves, o quizés una
baja abundancia de potenciales vectores. Una fu-
tura comparativa entre los vectores que estdn
presentes en cada una de las islas canarias (las
cuales ademads presentan diferentes niveles de
prevalencia), pero también un estudio profundo
sobre las historias vitales tanto del pardsito como
del vector se hace ahora necesario en aras de
comprender adecuadamente los valores tan
bajos de prevalencia reportados en La Palma, y
con el objetivo dltimo de poder predecir mejor la
evolucién de estos pardsitos en Canarias.

Los resultados obtenidos en la Peninsula si ofre-
cen, en cambio, una informacién maés resolutiva
a la hora de comprender los patrones y procesos
involucrados en la prevalencia y riqueza de los
tres géneros de haemosporidios estudiados. De
manera general, se puede afirmar que el género
Leucocytozoon es el pardsito mds comtn en los
parques nacionales peninsulares aqui estudiados,
y que los valores de prevalencia y riqueza en los
tres géneros de haemosporidios fueron mds altos
en Sierra Nevada que en Picos de Europa. De
hecho, en Picos de Europa se observé que las pre-
valencias de haemosporidios fueron préctica-
mente inexistentes en las cotas mds altas (Figura
3). Sin embargo, lejos de ofrecer una fotografia
homogénea para los tres géneros, los resultados

obtenidos presentan diferencias significativas
entre ellos que merecen ser discutidos e interpre-
tados. Por el contrario, si obtuvimos resultados
muy similares usando prevalencia y riqueza
como variables dependientes en relacién a la im-
portancia de las variables predictoras.

En el caso de Plasmodium existi6 una relacién sig-
nificativa, pero inversa, entre altitud y tempera-
tura. Asi, fue claro que este género mostré una
clara preferencia positiva por ambientes mds ca-
lidos, mientras que su presencia disminuia a me-
dida que se incrementaba la cota altitudinal.
Ademads, este género prefiere sin lugar a dudas
hébitats abiertos como lo demuestran los valores
negativos y significativos obtenidos con la cober-
tura de masas forestales, pero a su vez la relacién
positiva que se logra con los medios agricolas. Fi-
nalmente, se detect6 una relacién positiva por su
cercanfa a zonas urbanas, lo cual podria reflejar
que la mayor alteracién de hédbitats que se pro-
duce a medida que nos acercamos a los nticleos
urbanos, facilitarfa la presencia de este grupo de
pardsitos, probablemente a través de la creacién
de hébitats propicios para completar el ciclo re-
productor de sus vectores invertebrados, como
por ejemplo la existencia de puntos de agua
(BALLS et al. 2004; REITER & LAPOINTE 2007).
En definitiva, Plasmodium en base a nuestros re-
sultados puede definirse como un género de hé-
bitats abiertos, pero evitando zonas altas y frias.

Haemoproteus en cambio, si es un género que
tiende a lograr sus mejores requerimientos ecolé-
gicos en zonas forestales, sin verse mermado por
el gradiente altitudinal. De hecho, parece ser todo
lo contrario, el ascenso altitudinal parece benefi-
ciar a este grupo de patégenos. Es posible que el
hecho de estar asociado a medios forestales, los
cuales pueden ofrecer a los vectores una mayor
proteccién ante cambios térmicos bruscos que los
medios abiertos, pueda estar beneficiando su pre-
sencia en cotas altitudinales altas. Por tanto, Hae-
moproteus y Plasmodium al ser los géneros de
haemosporidios més préximos filogenéticamente
(PEREZ-TRIS et al. 2005), parece que tienden a
elegir habitats divergentes, reduciendo asf las
probabilidades de competir por el huésped en si-
milares condiciones ecolégicas.
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Finalmente, Leucocytozoon fue el género que
mayor porcentaje de la varianza explicada pro-
dujo (= 50% en prevalencia, y = 60% en riqueza).
En este caso, la situacién geografica de las locali-
dades peninsulares condiciond significativamente
la probabilidad de estar infectado por este grupo
de patégenos, un resultado claramente relacio-
nado por los altos valores obtenidos en Sierra Ne-
vada. Sin embargo, es interesante resaltar que con
respecto a las variables fisonémicas de hébitat,
Leucocytozoon pareci6 ocupar un tipo de habitat in-
termedio al reportado para los otros dos géneros,
es decir, no parece ser una especie muy ligada a
medios abiertos, pero tampoco a medios estricta-
mente forestales. Sin embargo, si muestra una ten-
dencia positiva hacia los nicleos urbanos al igual
que Plasmodium, y esto se puede interpretar de
igual manera c6mo que los habitats a medida que
se acercan a los nticleos urbanos alcanzan los re-
querimientos 6ptimos no solo para el pardsito sino
también muy especialmente para el vector inver-
tebrado (REITER & LAPOINTE 2007). Es, asi-
mismo, destacable como las variables relacionadas
con la precipitacién se asociaron negativamente a
este género, sugiriendo que la probabilidad de in-
fectarse con este grupo disminuye en tanto en
cuanto el régimen pluviométrico aumenta. Sin
embargo, ya que, teniendo en cuenta que la preci-
pitacién per se no puede estar afectando directa-
mente a estos pardsitos, parece razonable asumir
que este resultado debe relacionarse con las difi-
cultades que pueden encontrar los vectores inver-
tebrados en asentarse en este tipo de nicho
ecolégico (CORNUAULT et al. 2013).

CONCLUSION

En conjunto, podriamos concluir que las variables
climéticas no serfan las tinicas que estarfan deter-
minando la presencia, prevalencia y riqueza de hae-
mosporidios en los parques nacionales
continentales aqui estudiados, sino que también son
importantes otras variables bidticas como puede ser
el tipo de habitat, u otras propiciadas por el uso del
territorio como serfa la proximidad a los nticleos ur-
banos, los paisajes agricolas o la fragmentacion del
hébitat (BALLS et al. 2000; REITER & LAPOINTE
2007; GONZALEZ-QUEVEDO et al. 2014). Ademds,
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el hecho de estudiar un ntimero mayor de huéspe-
des que los trabajos hasta ahora publicados, nos ha
permitido obtener una fotografia mucho mads pre-
cisa de los factores que estdn afectando a la presen-
cia, prevalencia y riqueza de haemosporidios en el
conjunto de paseriformes peninsulares aqui estu-
diados. Asimismo, también se ha puesto de mani-
fiesto que no todos los pardsitos responden igual a
los condicionantes climaticos, de habitat y de uso
del territorio, y estas caracterfsticas en su conjunto
deberfan incorporarse a futuras predicciones de
cambio global que se pretendan proyectar en el
tiempo. De hecho, en el futuro serfa muy interesante
poder precisar con més detalle algunas de las varia-
bles empleadas, como por ejemplo tipo de bosque,
0 mds caracteristicas de los medios abiertos, que en
este proyecto nos fue del todo imposible debido a
la dificultad logfstica (y presupuestaria) de estudiar
mads localidades.

.Y cudles serfan los siguientes pasos a dar? Sin
duda alguna, ahora se hace necesario incorporar
mads informacién en especial de zonas interme-
dias a las dos estudiadas, como seria la zona cen-
tro y las areas orientales y occidentales de la
Peninsula, para poder tener una fotograffa més
precisa de los patrones y procesos que estan con-
dicionando la prevalencia y riqueza de pardsitos
haemosporidios en la Peninsula Ibérica. Pero
tampoco, habria que olvidar a los vectores (o
huéspedes primarios) de los pardsitos. Tal infor-
macion facilitaria la comprensién de las relacio-
nes complejas de especificidad que se pueden
establecer entre pardsito e invertebrado, y que po-
drian a su vez condicionar los patrones de preva-
lencia y riqueza encontrados en las aves
(MARTINEZ-DE LA PUENTE et al. 2011). Ade-
mas, serfa muy interesante poder realizar predic-
ciones sobre las distribuciones de los pardsitos y
sus vectores invertebrados tanto en el espacio
como en el tiempo en un contexto de cambio glo-
bal (PEREZ-RODRIGUEZ et al. 2014). Tal infor-
macién facilitarfa posibles actuaciones de manejo
y conservacién sobre poblaciones de aves espe-
cialmente sensibles, como aquellas ligadas a hé-
bitats alpinos o las insulares endémicas, ya que
podria llegar a predecirse cambios de los grupos
maés letales como, por ejemplo, Plasmodium, o de
cualquier haplotipo virulento de otro género.
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Protocolo de seguimiento

El objetivo final de este proyecto era plantear un me-
canismo de seguimiento de ambos grupos de para-
sitos en las poblaciones de aves silvestres en los
parques nacionales. Hoy en dfa estd demostrado que
si bien contar muchas aves de cualquier especie es
positivo, en absoluto es garantia de un buen estado
de conservacién, si buena parte de éstas estan enfer-
mas (CARRETE et al. 2009). Es m4s, recientemente se
ha demostrado que incluso cuando la malaria se hace
crénica (cosa probable para la mayor parte de aves
capturadas en este estudio), esta enfermedad tiene
efectos muy negativos no solo para la supervivencia
del individuo sino también de su progenie (AS-
GHAR et al. 2015). En este escenario, y en base a los
resultados obtenidos en este proyecto, planteamos
hacer muestreos de seguimiento periédicos en deter-
minadas localidades en cada uno de los tres parques
analizados. Este monitoreo deberfa realizarse anual-
mente, como minimo a nivel de prevalencia, en aque-
llas localidades dénde el niimero de anillamientos
por dia de trabajo hayan sido altos. También seria
conveniente hacer un seguimiento mds intenso, de
todas las localidades, cada 10 afios (o antes en el caso
que se detectaran cambios significativos en los valo-
res de prevalencia). De igual manera, recomendamos
cuantificar la riqueza de hemosporidios cada 5 afios,
ya que asi se podria detectar la llegada de haplotipos
poco comunes, pero con potencialidad de ser viru-
lentos. Este protocolo serfa perfectamente extrapola-
ble a cualquiera de los parques que componen la red
de parques nacionales.

El trabajo de campo consistird en dedicar un dia de
anillamiento en tres localidades situadas dentro de los
limites del parque, o en los alrededores de los parques
nacionales. La metodologia de trabajo deberd ser la
misma que la aplicada en este estudio, es decir, se re-
cogerdn muestras de sangre de todas las aves captu-
radas y anilladas (minimo 10 individuos por
localidad), dedicando un dia completo durante el pe-
riodo reproductor. Para incrementar las tasas de cap-
tura recomendamos usar el canto grabado de las
potenciales especies a ser muestreadas, el cual se
puede situar debajo de las redes de anillamiento. En
el caso de que se capturaran menos de 10 aves reco-
mendamos invertir un dia mds hasta lograr un mi-
nimo de 10 individuos por localidad. Todos los

individuos deberdn ser examinados en sus partes no
emplumadas con el objetivo de detectar posibles lesio-
nes compatibles con viruela aviar. Si se detectara algtin
individuo con bultos sospechosos de ser producidos
por viruela aviar se procederfa a retirar un pequefio
fragmento del tejido dafiado, el cual se preservaria en
un vial de 1,5 ml con etanol puro. En el caso de los hae-
mosporidios, ademds de preservar cada muestra en
tubos de 1,5 ml en etanol puro, serfa conveniente re-
alizar un frotis sanguineo por cada ave muestreada,
de tal manera que exista la posibilidad de llevar a cabo
una inspeccién posterior del frotis en un microscopio
con el fin de detectar la presencia de los parasitos. Esta
técnica podria ser o complementaria al andlisis mole-
cular, o plantearse como alternativa. Las localidades
(ver también Tabla 1) que se sugieren para realizar
muestreos periédicos anuales serfan los siguientes:

La Caldera de Taburiente: Los Tilos (cédigo 1.5);
La Sauceda (c6digo 2.4) y El Riachuelo (c6digo 3.5).

Sierra Nevada: Canadillas (cédigo 4.10); La
Ragua (c6digo 4.12) y Camarate (c6digo 4.9).

Picos de Europa: Vega de Enol (cédigo 2.13); Collado
Pandébano (c6digo 2.16) y Vega Huerta (codigo 4.15).
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