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Prevalencia de infestacion por garrapatas y probabilidad de infeccion por malaria aviar en aves simpatricas esteparias en Espana

Resumen: En el presente estudio se investiga la presencia, identidad y prevalencia de infestaciéon de garrapatas en distintas especies de
aves esteparias en el centro de Espana, ademas del potencial papel que puede tener el pastoreo sobre ello. Ademas, se determina, a través
de técnicas moleculares, la presencia de patégenos transmitidos por garrapatas en las distintas especies de aves y la presencia de malaria
aviar en garrapatas. Por otro lado, se analiza la variacion de prevalencia, tanto de infestacion por garrapatas, como de malaria aviar, en
funcion de la especie de ave y de la carga ganadera presente en la zona de estudio. La prevalencia de infestacion por garrapatas varié entre
el 1.7% en la collalba rubia (Oenanthe hispanica) y el 46.3% en la alondra ricoti (Chersophilus duponti), siendo significativamente mas alta en
la alondra ricoti. La presencia de garrapatas con malaria aviar se detecté en dos de las especies analizadas. El porcentaje de garrapatas en
las que se detecto presencia de malaria aviar fue del 100% en el caso de la collalba rubia (dos garrapatas analizadas), y del 21.6% en el caso
de la alondra ricoti (de las 409 garrapatas analizadas). La presencia de garrapatas y la prevalencia de malaria no se relacionaron
significativamente con la intensidad de uso ganadero. Nuestros resultados proporcionan informacién nueva y relevante sobre la probabilidad
de infestacion por garrapatas en aves esteparias y su potencial papel como vector de enfermedades infecciosas.

Palabras clave: Alondra ricoti; ganado; garrapatas; Plasmodium; patégenos; vectores

Prevalence of infestation by ticks and probability of infection by avian malaria in sympatric steppe birds in Spain

Abstract: This study investigates the presence, identity and infestation prevalence of ticks in different steppe bird species in central Spain, as
well as the potential influence of anthropogenic practices, such as grazing, in this regard. In addition, the presence of vector-borne pathogens
and the presence of avian malaria in ticks of different bird species is determined using molecular techniques. On the other hand, the variation
in prevalence of both ticks and avian malaria is analyzed according to the species of birds and the livestock density in the study area. The
prevalence of tick infestation ranged from 1.7% in the Western Black-eared Wheatear (Oenanthe hispanica) to 46.3% in the Dupont’s Lark
(Chersophilus duponti), being significantly higher in the Dupont’s Lark. The presence of ticks with avian malaria was found in two of the species
analyzed. The percentage of ticks in which avian malaria was detected was 100% for Western Black-eared Wheatear (two ticks analyzed) and
21.6% for the Dupont’s Lark (of the 409 ticks analyzed). The presence of ticks and prevalence of avian malaria was not significantly related to
the intensity of livestock density. Our results provide new and relevant information on the probability of tick infestation in steppe birds and their
potential role as a vector of infectious diseases.

Keywords: Dupont’s lark; Livestock; pathogens; Plasmodium; ticks; vectors

Introduccion

Las garrapatas y los parasitos de la malaria aviar son ectoparasitos y endoparasitos respectivamente, que pueden tener
importantes efectos en la salud, comportamiento, supervivencia y éxito reproductor de las aves (Marzal et al. 2005; Heylen y
Matthysen 2008; Bustillo-de la Rosa et al. 2022). Las garrapatas se encuentran entre los ectoparasitos mas generalizados que
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afectan a las aves, causandoles dafos fisicos directos y generando consecuencias directas como anemia, irritacion de la piel y
una mayor susceptibilidad a infecciones secundarias, lo que en conjunto puede conducir a un menor éxito reproductor y
supervivencia (Merino y Maller 2010). Ademas, las garrapatas pueden actuar como vectores de diversos patégenos, como
bacterias (e.g., Anaplasma spp. Rickettisia spp., Coxiella burnetii), virus (e.g., el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas)
y protozoos (e.g., Babesia spp., Theileria spp.) (Palomar et al. 2012; Sparagano et al. 2015), siendo alguno de estos patdgenos
zoonoticos (Ogden et al. 2008). Asimismo, el patron de distribucidon de las garrapatas se esta expandiendo (Simon et al. 2014;
Ogden et al. 2021), por lo que las garrapatas suponen una amenaza potencial tanto para la fauna silvestre, como para la salud
humana. Investigaciones previas han demostrado que la prevalencia de garrapatas en las poblaciones de aves varia ampliamente
en funcién de las condiciones ambientales y las caracteristicas del hospedador (Loss et al. 2016; Brinkerhoff et al. 2019). Por
ejemplo, ciertas especies de aves son mas propensas a las infestaciones por garrapatas debido a factores como la seleccion del
lugar de nidificacién, el comportamiento de busqueda de alimento y el tipo de habitat (Ghosh et al. 2006; Keve et al. 2022).
Ademas, se ha demostrado que la infestacion por garrapatas y malaria puede variar en funcion del ciclo vital de la especie de
ave (por ejemplo, migratoria o residente) (Waldenstrom et al. 2002; Ogden et al. 2008). Por lo tanto, la investigacion sobre la
identificacion, prevalencia y distribucion de las infestaciones por garrapatas en aves, asi como la posible deteccién de malaria
aviar presente en garrapatas, es crucial para comprender el estado de salud y de conservacion de las poblaciones de aves (Norte
et al. 2013), la epidemiologia de las enfermedades transmitidas por vectores, identificar las zonas de alto riesgo y aplicar
estrategias de gestion eficaces (Estrada-Pena et al. 2013).

La malaria aviar, causada por parasitos protozoarios de los géneros Plasmodium y Haemoproteus (orden Haemosporida), es
una preocupacion importante para el estado de salud de las poblaciones de aves (Valkinas 2005). Estos parasitos son
transmitidos por insectos hematéfagos (orden Diptera), como mosquitos (Atkinson 2008) principalmente de la familia Culicidae
(Santiago-Alarcon et al. 2012; ValkiGnas e lezhova 2018) o moscas (familias Hippoboscidae y Ceratopogonidae) (Santiago-
Alarcon et al. 2012). La malaria aviar provoca una serie de efectos patolégicos que van desde signos clinicos discretos o leves
hasta una morbilidad grave y mortalidad (ValkiGnas 2005). Se ha determinado que la prevalencia de la malaria aviar en las
poblaciones de aves alcanza casi el 20% en todo el mundo (Yan et al. 2024) y esta influida por el clima, el habitat, la abundancia
de vectores y la susceptibilidad especifica de las especies de aves (Bensch et al. 2009; LaPointe et al. 2012). Estudiar la posible
presencia de malaria aviar ayuda a comprender la dinamica de la enfermedad y a desarrollar estrategias para mitigar su impacto
en las poblaciones de aves susceptibles a la misma (Atkinson y LaPointe 2009). Este conocimiento no sélo es fundamental para
la conservacion de las aves, sino también para comprender procesos ecolégicos mas amplios y la interconexién de las especies
dentro de sus habitats.

El cambio climatico y las alteraciones del medio ambiente a lo largo del tiempo han sido identificadas como causas clave de
la expansion de parasitos debido, entre otras cosas, a la variacién fenoldgica no sélo de los parasitos (es decir, vectores como
garrapatas y mosquitos, o patégenos transmitidos por ellos), sino también de sus hospedadores (Merino y Mgller 2010). Por
tanto, es de gran importancia considerar el papel de los hospedadores potenciales (como por ejemplo ungulados u otras especies
asociadas al ganado doméstico) en la infestacion por garrapatas. No obstante, la interaccion entre el ganado doméstico y la
fauna silvestre es un area de investigacion ecoldgica compleja. Un aspecto significativo de esta interaccion es la influencia de
los rebafios de ovejas en la probabilidad de infestaciones parasitarias, actuando, por ejemplo, como reservorios de garrapatas
(Springer et al. 2020; Defaye et al. 2022). Se sabe que las ovejas albergan diversas especies de garrapatas, lo que, combinado
con sus patrones de movimiento y pastoreo, puede contribuir a la dispersion de las garrapatas por distintos habitats (Estrada-
Pefa et al. 2013) y, por tanto, a la infestacion de aves y otros animales silvestres (Ogden et al. 2008). Esto puede ocasionar una
mayor prevalencia de enfermedades transmitidas por garrapatas en las poblaciones de aves de zonas con mayor presencia de
ganado, afectando a su salud y estado fisico (Heylen y Matthysen 2008). Ademas, los rebafios de ovejas pueden llegar a influir
en infecciones de la fauna silvestre, como la malaria aviar, actuando como atrayentes de insectos vectores, por ejemplo, por la
presencia de puntos de agua para el ganado, los cuales pueden actuar como reservorio de mosquitos (Gonzalez-Quevedo et al.
2014; Ferraguti et al. 2018). El pastoreo de ovejas puede provocar también una reduccion de la cubierta vegetal, la compactacion
del suelo y la modificacién de las especies vegetales, dependiendo de la intensidad del pastoreo (Centeri 2022). Ferraguti et al
(2018) demostraron cémo la cercania de cuerpos de agua, riqueza de especies de vertebrados, dinamicas poblacionales e
insectos vectores, como los mosquitos, y la composicion y estructura del habitat, pueden repercutir en la dinamica de transmision
de la malaria aviar y otros patégenos. Por lo tanto, comprender la posible influencia del ganado en la infestacién parasitaria de
las aves es crucial para proporcionar medidas especificas para la conservacion de la fauna silvestre y la gestion ganadera. Sin
embargo, nuestros conocimientos actuales sobre la relacion entre pastoreo por rebafios de ovejas y la infestacion parasitaria de
las aves son bastante limitados.

En este estudio, mediante la integracién de muestreos de campo, diagndsticos moleculares y analisis ecoldgicos,
pretendemos mejorar nuestra comprension sobre infecciones parasitarias en aves esteparias, la variacion de la prevalencia de
dichas infecciones entre especies simpatricas y si presentan alguna asociacion con la intensidad de pastoreo por ganado
domeéstico. Una mejor comprension de la probabilidad de presencia de garrapatas y de potencial infeccion por malaria aviar en
aves esteparias, junto con los factores que influyen en estos riesgos, puede contribuir al conocimiento de la salud aviar y a la
conservacion de la biodiversidad en los ecosistemas esteparios, globalmente amenazados. En concreto, los objetivos de este
estudio fueron: (1) identificar las especies de garrapatas y patdégenos presentes en estas en seis especies simpatricas de
paseriformes esteparios; (2) determinar la prevalencia de infestacion por garrapatas y probabilidad de infeccion por malaria aviar
en este grupo de aves; y (3) evaluar la posible influencia del pastoreo por rebafios de ovejas en la prevalencia de garrapatas y
malaria en las especies estudiadas. Examinamos la potencial variacion en la prevalencia de garrapatas entre las especies
estudiadas, y predecimos una mayor prevalencia de garrapatas e infeccidén por malaria aviar en zonas con mayor presencia de
rebafos ovinos.
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Metodologia

Area de estudio y procedimiento de muestreo

Este estudio se llevd a cabo entre los afios 2017 y 2021, en las Zonas de Especial Proteccion para las Aves (ZEPA) de Altos
de Barahona y Paramo de Layna (provincia de Soria, centro de Espafia, Fig. 1). Se trata de extensiones llanas de estepa natural
a gran altitud (1100-1200 msnm), dominadas por arbustos baséfilos continentales (Zurdo et al. 2021) con presencia de cultivos
y arboles dispersos. El clima es mediterraneo continental (Aranbarri et al. 2015). En estas zonas la actividad de pastoreo por
rebafios ovinos ha estado histéricamente presente y contintia siendo una actividad relevante (Gomez-Catasus et al. 2023).

Este estudio se centra en seis paseriformes esteparios simpatricos durante la época de cria (Barrero et al. 2023a; 2024):
alondra ricoti (Chersophilus duponti), alondra comun (Alauda arvensis), terrera comun (Calandrella brachydactyla), collalba gris
(Oenanthe oenanthe), collalba rubia (Oenanthe hispanica) y bisbita campestre (Anthus campestris). Estas especies fueron
seleccionadas como modelo de estudio porque coexisten y comparten caracteristicas ecolégicas, lo que facilita su comparacion.
Por ejemplo, todas son insectivoras y anidan en el suelo (Barrero et al. 2023b; Zurdo et al. 2023).

Las aves fueron capturadas en el marco de un estudio a largo plazo sobre la ecologia de estas especies. Se emplearon cepos
malla cebados con gusanos de la harina (Tenebrio molitor), junto con la reproduccion en altavoces de grabaciones especificas de
cada para atraer a los individuos. Se capturaron un total de 614 individuos, cubriendo la mayor parte de la zona de estudio (Fig. 1).
Las capturas y la manipulacién de los individuos fueron realizadas por anilladores expertos, con el fin de reducir al maximo el tiempo
de manipulacion y evitar cualquier posible estrés de los individuos. Una vez capturados, todos los individuos fueron anillados con
anillas de metal para evitar muestreos en recapturas. Ademas, se obtuvo la localizaciéon de cada captura mediante un GPS. EI
protocolo seguido para llevar a cabo las capturas y el manejo se realizé bajo permisos de las autoridades espafiolas y fue aprobado
por el Comité Etico Local de Experimentacién Animal de la Universidad Auténoma de Madrid (CEI80-1468-A229).

Bird species

@ Alauda arvensis

® Anthus campestris

® Calandrella brachydactyla
©  Chersophilus duponti

@ Oenanthe hispanica

® QOenanthe oenanthe

N

N

Figura 1. Localizacion del area de estudio en el sur de la provincia de Soria (rectangulo negro dentro de Espafia), indicando
los puntos donde se capturaron individuos de diferentes especies de aves esteparias (puntos de color). En gris se muestran las
Zonas de Especial Proteccion para las Aves (ZEPA) de la Red Natura 2000 de la Union Europea (mas al norte, Altos de Barahona,
y mas al sur, Pdramo de Layna).

Figure 1. Location of the study area in southern Soria province (black rectangle within Spain), indicating points where
individuals of different steppe bird species were trapped (colour dots). Special Protection Areas (SPAs) of the European Union’s
Natura 2000 Network are shown in grey (further north, ‘Altos de Barahona’, and further south, ‘Paramo de Layna’).

Tras la obtencion de medidas morfoldgicas y muestras bioldgicas para otros estudios asociados (ver por ejemplo Bustillo-de
la Rosa et al. 2022; Zurdo et al. 2023), buscamos la presencia de garrapatas en cada individuo. Para ello, contamos el numero
de garrapatas (si estaban presentes) en cada ejemplar capturado y recogimos algunas muestras (una media de 5-6 garrapatas
para aquellos individuos con alta infestacion, y su totalidad cuando presentaban baja infestacidon) para ser procesadas
posteriormente. Las garrapatas muestreadas se introdujeron en tubos Eppendorf y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior
analisis molecular. Las aves fueron liberadas inmediatamente en el lugar donde habian sido capturadas.
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Procedimientos de laboratorio

Las garrapatas fueron inicialmente identificadas y posteriormente procesadas en el laboratorio del Instituto de Investigacion
en Recursos Cinegéticos (IREC-CSIC, UCLM, JCCM). Se utilizaron claves taxonémicas especificas proporcionadas por Estrada-
Pefa et al. (2018) para identificar morfolégicamente la especie de garrapata, el sexo y su estado de desarrollo (larva, ninfa,
adulto).

La extraccion de los &cidos nucleicos (ADN y ARN) de cada garrapata se realiz utilizando Tri Reagent® (Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las garrapatas se cortaron en dos mitades
longitudinales utilizando una hoja de bisturi desechable, extrayendo su contenido y utilizandolo para la extraccion de los acidos
nucleicos. La concentracion, calidad y pureza de ARN y ADN se comprobaron con un espectrofotometro NanoDrop One®
(ThermoScientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.

La deteccion de patdgenos presentes en garrapatas se llevd a cabo mediante la amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de varios fragmentos de genes, mediante PCR convencionales para Rickettsia sp. (16S rRNA);
Anaplasmataceae, incluyendo Anaplasma sp. y Ehrlichia sp. (16S rRNA); PCR anidada para Haemosporida, incluyendo
Plasmodium sp. y Haemoproteus sp. (gen citocromo-b); PCR en tiempo real para el gen de insercion I1IS1111a especifico de
Coxiella burnetii; y RT-PCR en tiempo real para Flavivirus (extremo N-terminal del dominio ARN polimerasa dependiente de ARN).
Estos analisis se realizaron para determinar el potencial papel de las garrapatas como vector de enfermedades y como proxy de
la presencia de infeccion por malaria aviar en las aves infestadas. Todos los primers y las condiciones de PCR utilizadas en este
estudio se muestran en la Tabla A1 del Anexo.

Las garrapatas se analizaron individualmente para todos los patégenos, excepto para Haemosporida. En este caso, se realizo
una PCR anidada analizando las muestras en grupos (pools) de tres garrapatas con el fin de reducir costes. Posteriormente, se
analizaron individualmente las garrapatas que componian cualquier pool positivo. Los analisis mediante PCR convencional y
PCR anidada se realizaron en un termociclador S1000 Touch (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) utilizando el kit de PCR Master
Mix (Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.). Los analisis mediante PCR en tiempo real y RT-PCR en tiempo real se
realizaron en termociclador CFX96 Touch (Bio-Rad) utilizando el kit SsoAdvanced Universal Probes Supermix (Bio-Rad) y el iTaq
Universal SYBR Green One-Step RT-gPCR (Bio-Rad), respectivamente. En todas las PCR llevadas a cabo se utilizé ADN o ARN
del patégeno estudiado como control positivo y agua libre de nucleasas como control negativo. Los productos de las PCR
convencionales se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% utilizando GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium, Fremont, CA, EE.UU.). Los amplicones se purificaron con QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y
fueron enviados a secuenciar a una empresa comercial (Secugen S.L., Madrid, Espafa). Para evaluar el nivel de similitud de las
secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos GenBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), se utilizd el analisis
BLAST (NCBI's Basic Local Alingment Search Tool). Ademas, las secuencias parciales de Ehrlichia spp., Anaplasma spp. y
Plasmodium relictum obtenidas de garrapatas en este estudio se depositaron en la base de datos GenBank (nimeros de acceso:
PQ656542, PQ656543, PQ671638, PQ671639, PQ671640 y PQ671641).

Analisis estadisticos

Se calculo la prevalencia de infestacion por garrapatas, definida como el nimero de individuos de cada especie de ave con
presencia de garrapatas en relacién con el nimero total de capturas por especie, considerando conjuntamente machos, hembras
y pollos. Ademas, se estimo el numero de parasitos por individuo infestado (intensidad media), de acuerdo con Bush et al. (1997).
Del mismo modo, estimamos la probabilidad de infeccion por parasitos de malaria aviar por especie (numero de individuos
infestados por garrapata en las que se detect6 presencia de malaria aviar) basandonos en los analisis moleculares realizados
sobre garrapatas. Como se ha indicado anteriormente, la presencia de malaria aviar en las garrapatas se utilizé como indicador
de la potencial infeccion por malaria de las aves identificadas como hospedadoras de garrapatas, por lo que la probabilidad de
infeccion por malaria aviar se estimo teniendo en cuenta Unicamente los individuos portadores de garrapatas.

Para estudiar la influencia potencial del ganado en la probabilidad de infestacién de garrapatas en aves, utilizamos la Funcion
de Densidad de Kernel (KDF) para estimar la intensidad de uso del suelo por los rebafios de ovejas utilizando puntos de
movimiento recogidos por transmisores GPS, los cuales fueron incorporados en ovejas durante el periodo de cria de aves (abril-
junio de 2018 y 2019; Fig. 2). KDF es una representacion espacial de la distribucion de frecuencia relativa de puntos, donde las
areas con mas puntos muestran valores de probabilidad mas altos (Worton 1989). Todos los rebafios de ovejas del area de
estudio (n = 5) fueron equipados con collares GPS, que consistian en un dispositivo GPS CatLog2 y una bateria de litio recargable
de 9000 mAh protegida por un tubo de PVC (proporcionado por Perthold Engineering LLC; www.mr-lee.com). Se colocé un collar
GPS por rebafio y se programé para obtener una localizacién cada 30 min. Una descripcion detallada de los datos GPS y del
procedimiento de limpieza de los datos se puede ver en Gomez-Catasus et al. (2023).

La intensidad ganadera se estimé utilizando un factor de suavizado de 900 y un tamafio de celda de 50x50 m. Ademas, se
asigno el numero de ovejas por rebafio como factor de ponderacion para cada ubicacion GPS y fecha. Consideramos la
intensidad ganadera durante el periodo de cria (es decir, abril-junio de los afios 2018 y 2019) como un proxy del papel potencial
de las ovejas como reservorio de garrapatas en el rango de tiempo en el que todas las especies estudiadas pueden encontrarse
juntas.
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Figura 2. Densidad ganadera en la zona de estudio durante la época de cria, estimada mediante una funcién de densidad de
Kernel (KDF) utilizando localizaciones GPS. Las zonas de baja intensidad se muestran en amarillo, las de alta intensidad en
rojo, mientras que las zonas blancas indican ausencia de pastoreo. Los puntos muestran la ubicacién de las capturas de aves.

Figure 2. Livestock density at the study area during the breeding season, estimated by a Kernel Density Function (KDF) using
GPS locations. Low intensity areas are shown in yellow, high intensity areas in red, while white areas indicate no grazing. Dots
show the location of bird captures.

Utilizamos la funcion gimer del software R (version 3.6.1; R Core Team 2019) para ejecutar una regresion logistica binaria de
efectos mixtos con el fin de abordar si la prevalencia de garrapatas variaba entre especies. En primer lugar, utilizamos la
presencia/ausencia de garrapatas (1/0 respectivamente) como variable de respuesta, y la especie de ave como factor fijo para
determinar las diferencias interespecificas en la probabilidad de presencia de garrapatas. Como la mayoria de las especies
estudiadas (todas, excepto la alondra ricoti) son migratorias, incluimos el mes de captura como variable aleatoria para tener en
cuenta el posible sesgo debido al momento de llegada de cada especie a la zona de estudio. En segundo lugar, utilizamos una
regresion logistica binaria de efectos mixtos para evaluar la posible influencia de la intensidad del pastoreo en la probabilidad de
presencia de garrapatas. En este caso, calculamos la intensidad de pastoreo como el valor medio de KDF en un buffer de 50
metros alrededor de cada punto de captura y lo utilizamos como variable explicativa, manteniendo la presencia/ausencia de
garrapatas (1/0 respectivamente) como variable respuesta. En este analisis incluimos la especie de ave como variable aleatoria.
Se repitieron ambos tipos de analisis, pero utilizando como variable de respuesta la presencia o ausencia de infeccién por malaria
aviar. Los andlisis de la posible influencia de la intensidad ganadera en la probabilidad de infestacién por garrapatas y malaria
aviar se realizaron considerando unicamente los datos de 2018 y 2019, ya que es el periodo en el que se controlaron los rebafios
de ovejas. Los predictores continuos fueron z-estandarizados (media = 0 y desviacion estandar = 1).

Resultados

De 2017 a 2021 se capturaron un total de 614 aves en la zona de estudio. De ellos, 141 individuos fueron identificados como
hospedadores de garrapatas (112 alondras ricoti, 11 alondras comunes, 5 terreras comunes, 1 collalba gris, 1 collalba rubia y 11
bisbitas campestres). Todas las garrapatas extraidas de las aves se identificaron como Haemaphysalis punctata. La mayoria de
ellas mostraban un estadio de ninfa, con un solo macho adulto y dos larvas. Los analisis moleculares mostraron la presencia de
distintos patégenos (Anaplasma spp., Ehrlichia spp. y Plasmodium relictum) en garrapatas de varias especies de aves (Tabla 1).
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Tabla 1. Resumen de los resultados de PCR (n° positivos/n® analizados) para patdgenos analizados en las garrapatas
Haemaphysalis punctata obtenidos de aves capturadas en Soria entre 2017 y 2021.

Table 1. Summary of the PCR results (nho. positives/no. analysed) for pathogens analysed in ticks Haemaphysalis punctata
removed from birds captured in Soria between 2017 and 2021.

Especies de aves

ezt Alondra Bisbita Terrera Alondra Collalba .
; 5 - - Collalba gris Total
comun campestre comun ricoti rubia
Rickettisia spp. 0/16 /7 077 0/292 0/2 0/2 0/326
Anaplasmataceae 0/16 0/7 0/7 2/292 0/2 0/2 2/326

Haemosporida 0/16 0/7 0/7 17*/292 12 0/2 18/326
Coxiella burnetii 0/16 0/7 0/7 0/292 0/2 0/2 0/326

Flavivirus 0/16 0/7 0/7 0/292 0/2 0/2 0/326

*Tasa de infeccion minima. Garrapatas analizadas en pool.

La probabilidad de presencia de garrapatas fue significativamente mayor en la alondra ricoti en comparacion con el resto de
las especies (x? = 90.01, df =5, P < 0.001) (Fig. 3), sin variacion significativa entre las demas especies. El 46.3% de los individuos
capturados de alondra ricoti tuvieron garrapatas, mostrando el mayor valor de infestacién, seguida del bisbita campestre (14.5%).
La presencia de garrapatas en las otras dos alondras y en ambas collalbas fue inferior al 9% (Tabla 2). Por otro lado, la malaria
aviar (considerada por la presencia de Plasmodium relictum) fue la infeccién mas comun detectada. No obstante, sélo estaba
presente en garrapatas de dos especies, la alondra ricoti y la collalba rubia, con tasas de prevalencia del 21.6% y el 100%
(aunque en solo dos garrapatas), respectivamente (Tabla 2). Anaplasma spp. y Ehrlichia spp. sélo se detectaron en garrapatas
procedentes de la alondra ricoti (Tabla 1).

Con respecto a la secuenciacion molecular, 5 de las 17 muestras positivas a la PCR convencional anidada para la deteccion
de Haemosporida pudieron ser secuenciadas, mostrando una homologia entre 97.50% y 100% con oftras secuencias de
Plasmodium relictum aisladas de diferentes aves (Japon, LC230047.1; Austria, MK652233.1). Las secuencias de nucledtidos de
Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. mostraron homologias de 99.66% con una secuencia obtenida de una garrapata (Belice,
ON107291.1) y de 100% aislada de un murciélago (Brasil, PP109409.1), respectivamente.

Tabla 2. Nimero de aves (machos, hembras y pollos) por especie capturados en Soria entre 2017 y 2021 vy distribucién de
Haemaphysalis punctata segun las especies de aves. También se muestra el porcentaje de detecciéon de malaria aviar en las
garrapatas analizadas (niUmero y proporcion de individuos con garrapatas positivas a malaria).

Table 2. Number of birds (males, females and chicks) per species captured in Soria between 2017 and 2021 and distribution
of Haemaphysalis punctata according to the birds species. Percentage of avian malaria detected in ticks analyzed (number and
proportion of individuals with ticks. positive to avian malaria) is also shown.

Garrapatas positivas

. o . .
Especies de aves Aves capturadas Aves con garrapatas (%) Total de garrapatas Intensidad media a malaria (%)

Alondra comun 129 11 (8.5) 21 1.9 0
Bisbita campestre 76 11 (14.5) 12 1.1 0
Terrera comun 65 5(7.7) 16 3,2 0
Alondra ricoti 242 112 (46.3) 409 3.7 19 (21.6)
Collalba rubia 60 1(1.7) 2 2 1 (100)
Collalba gris 42 1(24) 2 2 0
Total 614 141 462

La prevalencia de garrapatas no vario significativamente en funcion de la intensidad ganadera (x2 = 0.29; df = 1; P = 0.59).
La prevalencia de la malaria aviar obtenida a partir del analisis molecular de la sangre de garrapatas no vario significativamente
entre especies (x? = 0; df = 5; P = 1). La probabilidad de estar infectado por malaria aviar no vario significativamente en funcién
de la intensidad de pastoreo (x? = 1.11; df = 1; P = 0.29).


https://www.google.com/search?sca_esv=b6c6c500ae6c27ce&sca_upv=1&rlz=1C1GCEA_enES840ES840&sxsrf=ADLYWIJjOLzZEEiBL6hWndZj9PoqHsjH3w:1727437050238&q=haemaphysalis+punctata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiF9IC-hOOIAxWRhf0HHamANyIQkeECKAB6BAgLEAE
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC230047.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZKV7YUJK014
https://www.google.com/search?sca_esv=b6c6c500ae6c27ce&sca_upv=1&rlz=1C1GCEA_enES840ES840&sxsrf=ADLYWIJjOLzZEEiBL6hWndZj9PoqHsjH3w:1727437050238&q=haemaphysalis+punctata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiF9IC-hOOIAxWRhf0HHamANyIQkeECKAB6BAgLEAE
https://www.google.com/search?sca_esv=b6c6c500ae6c27ce&sca_upv=1&rlz=1C1GCEA_enES840ES840&sxsrf=ADLYWIJjOLzZEEiBL6hWndZj9PoqHsjH3w:1727437050238&q=haemaphysalis+punctata&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiF9IC-hOOIAxWRhf0HHamANyIQkeECKAB6BAgLEAE
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Figura 3. Media predicha e intervalo de confianza (IC) al 95% para la prevalencia de garrapatas en diferentes especies de aves
esteparias en Soria (Espafia) obtenida a partir de una regresion logistica mixta (g/mer) de la variacion de la prevalencia de
garrapatas frente a la especie, utilizando el mes de captura como variable aleatoria.

Figure 3. Predicted mean and 95%-CI for tick prevalence on different steppe bird species in Soria (Spain) obtained from the
mixed-effect binary logistic regression (g/lmer) of tick prevalence variation against the species, using the month of capture as
a random variable.

Discusién

En este estudio proporcionamos una de las primeras descripciones de la prevalencia de garrapatas y malaria aviar en
especies simpatricas de aves esteparias, uno de los grupos de vertebrados mas amenazados de Europa (Agencia Europea de
Medio Ambiente 2015). Encontramos garrapatas en todas las especies monitorizadas, aunque su prevalencia varié6 mucho entre
especies, con una prevalencia de garrapatas significativamente mayor en la especie mas amenazada y con mas individuos
muestreados, la alondra ricoti. La infeccién por malaria aviar sélo se detecté en dos de las especies estudiadas, la alondra ricoti
y la collalba rubia. También se evalud el posible papel del ganado doméstico como reservorio de la infestacion parasitaria de las
aves y como atrayente de otros insectos vectores portadores de malaria. Sin embargo, el pastoreo de ovejas no parece estar
relacionado con la prevalencia de infestacion por garrapatas, ni con la presencia de malaria aviar hallada en nuestro estudio.

Todas las garrapatas identificadas pertenecian a la especie Haemaphysalis punctata, la cual ha sido descrita como una
especie con una amplia distribucion en la region paleartica y comun en estadio inmaduro en paseriformes (Pfaffle et al. 2018;
Keve et al. 2022). Aunque todas las especies fueron identificadas como hospedadoras de esta especie de garrapata, su
prevalencia varid significativamente entre ellas. La alondra ricoti mostré la prevalencia mas alta, debido potencialmente a
diferencias biolégicas y de comportamiento con respecto a las otras especies, que no mostraron diferencias significativas entre
ellas en la prevalencia de garrapatas. Aunque todas las especies observadas nidifican en el suelo (Cramp y Simmons 1980;
Barrero et al. 2023b), la alondra ricoti es la Unica residente. Su caracter residente, junto con su alta especificidad de habitat
(Seoane et al. 2006; Gémez-Catasus et al. 2019), podria explicar la mayor presencia de garrapatas debido a la exposicidon durante
todo el afio a la potencial infestacion (Hornok et al. 2014) como segundos hospedadores de ninfas o adultos (Klaus et al. 2016),
los cuales se alimentan principalmente de ungulados (en este caso, ovejas) (Pfaffle et al. 2018).

Los resultados sobre presencia de patéogenos detectados en garrapatas (Anaplasma spp., Ehrlichia spp. y Plasmodium
relictum) nos indican que las aves infestadas podrian estar actuando como reservorio de estos (Hornok et al. 2014; Defaye et al.
2023). Por un lado, la presencia de Anaplasma spp. o Ehrlichia spp., patégenos transmitidos por garrapatas, podria asociarse a
su conocido papel como vectores de estos patdgenos (Hasle 2013), no garantizando que las especies de aves estén infectadas.
Por otro lado, la deteccidn en las garrapatas analizadas de Plasmodium relictum, parasito de la malaria aviar con una distribucion
mundial (Beadell et al. 2006; Ferraguti et al. 2023) y cuya via de transmisién es por mosquitos, podria estar indicando que las
aves hospedadoras de dichas garrapatas han sido parasitadas por otros vectores portadores de malaria. Nuestros resultados
deben interpretarse con cautela debido al reducido nimero de muestras analizadas para algunas especies y a la falta de muestras
de aves no infestadas por garrapatas en nuestros andlisis. No obstante, la prevalencia de malaria aviar en las garrapatas
extraidas de alondra ricoti, la unica especie con un gran numero de individuos analizados (112 aves), alcanz6 un 21.6%, un valor
muy similar a la prevalencia media de malaria aviar estimada en todo el mundo (Yan et al. 2024). Estos resultados muestran
cémo las garrapatas podrian utilizarse como proxy para evaluar, de forma no invasiva, la presencia potencial de agentes de
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enfermedades infecciosas que pueden encontrarse en el torrente sanguineo. Aunque se han encontrado algunos individuos
infectados por malaria aviar, aqui no podemos concluir sobre su patogenicidad (Marzal 2012). Su impacto potencial sobre la
salud y el estado fisico de los individuos, o la ausencia de impacto, parece estar relacionado con el grado de infeccién (es decir,
la tasa de parasitemia), la condicién de los individuos o la inmunidad adaptativa de la especie (Matson y Beadell 2010; Granthon
y Williams 2017; Bustillo-de la Rosa et al. 2022; Muriel et al. 2023). Asi pues, deberian llevarse a cabo mas estudios centrados
en el estudio del impacto potencial de la malaria aviar en las aves silvestres, especialmente en el caso de las especies
amenazadas.

Aunque esperabamos encontrar una relacion entre la presencia de ganado ovino y las tasas de prevalencia de garrapatas y
malaria aviar, no obtuvimos ninguna influencia significativa de la intensidad de pastoreo. No obstante, estos resultados deben
considerarse con cautela, pues los datos sobre el pastoreo se limitaron a dos temporadas reproductoras, lo que redujo
drasticamente el tamafo de la muestra disponible para este analisis, pudiendo subestimar el papel potencial del ganado como
reservorio de garrapatas y atrayente de insectos. Es necesario seguir investigando con un mayor nimero de especies de aves
(migratorias y residentes) en lugares con un régimen de pastoreo variable para dilucidar si el ganado doméstico tiene potencial
para influir en la infestacion parasitaria de las aves.

Nuestro estudio aporta los primeros datos sobre la infestacion por garrapatas y su potencial papel indicador de infeccion por
malaria aviar en paseriformes esteparios. Tomamos muestras de un gran nimero de aves y descubrimos que casi una cuarta
parte de los individuos estaban infestados por garrapatas. Nuestros analisis también mostraron que la tasa de prevalencia de
garrapatas variaba entre las especies, con una mayor tasa de infestacion en la especie mas amenazada, la alondra ricoti. A
diferencia de la infestacion por garrapatas, el porcentaje de aves infectadas por malaria aviar fue bajo y, probablemente debido
al escaso tamario de la muestra, no encontramos ninguna relacién significativa entre la infeccién por malaria aviar y otros factores,
como la variacién de su prevalencia entre especies. Aunque descubrimos que ni la infestacion por garrapatas ni por malaria aviar
estaban asociadas a la presion del pastoreo ovino, futuras investigaciones deberian abarcar una escala temporal mayor con el
fin de evaluar la posible relacion entre la infestacion de aves y la fauna doméstica. Del mismo modo, seria deseable que futuros
estudios que analicen la infestacion de garrapatas y malaria aviar en aves consideren individuos infestados e individuos control
(sin ectoparasitos). De esta forma se podria demostrar de forma directa el uso de garrapatas como indicadores de infeccion en
sus hospedadores, o el potencial impacto que puede tener la infeccion por malaria aviar sobre su sistema inmunitario (por
ejemplo, relacion heterdfilo/linfocito como indicador de estrés fisioldgico; Bustillo-de la Rosa et al. 2022), condicion fisica o tasa
de supervivencia, para mejorar nuestro conocimiento actual sobre su impacto en la dinamica poblacional de las aves.
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Anexo 1/ Appendix 1

Tabla A1l. Secuencias de primers y condiciones de PCR empleadas para la amplificacion de marcadores genéticos.

Table Al. Primer sequences and PCR conditions used for amplification of the genetic markers.

Genetic markers Annealing:

Target (fragment size) Primer sequence 5'-3 PCR type t(s) - T (°C) Reference
F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

Rickettsia spp. Ribosomal RNA subunit 16S: fD1 16S rRNA (416 bp) Conventional PCR 30satb54°C (Weisburg et al. 1989)
R AACGTCATTATCTTCCTTGC
F CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAAC

Anaplasmataceae Ribosomal RNA subunit 16S: 16SANA (421 bp) Conventional PCR 30sat42°C (Stuen et al. 2003)
R GAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTA
F GTGGTGCCAAGCGATTTTAT

Coxiella burnetii Transposase gene: ISClllla (78 bp) R GTTTCATCCGCGGTGTTAAT gPCR 30sat60°C (Tilburg et al. 2010)
P FAM-TTTAGCGAGCGAAGCGGTGG-TAMRA
F CATATATTAAGAGAATTATGGAG

Cytochrome-b gene: HAEM 1 (580 bp) (Bensch et al. 2000)

R AGAGGTGTAGCATATCTATCTAC Nested

Haemosporida PCR 30sat50°C
F ATGGTGCTTTCGATATATGCATG )

Cytochrome-b gene: HAEM 2 (524 bp) (Walde;(s)g;)? etal.
R GCATTATCTGGATGTGATAATGGT
F TGYRTBTAYAACATGATGGG
- N-terminal end of the RNA-dependent RNA o

Flavivirus polymerase domain: PF1S-PF2R (270 bp) gRT-PCR 30sat50°C (Moureau et al. 2007)
R GTGTCCCAICCNGCNGTRTC
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