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RESUMEN

Los hemosporidios son un grupo de protozoarios parasitarios ampliamente
prevalentes en vertebrados, y un objeto de estudio recurrente en aves debido a su amplia
presencia en los ecosistemas del mundo. Estudiar el rol que cumplen estos organismos
sobre poblaciones de aves silvestres es un paso crucial para comprender los
mecanismos de un ecosistema. Este trabajo analiza el efecto de variables intrinsecas y
extrinsecas de una poblacion del gorrion de collar rufo, Zonotrichia capensis, sobre la
prevalencia de paréasitos del género Plasmodium y Haemoproteus en Lomas de Lachay.
Se evaluo la presencia de endoparasitos sanguineos mediante microscopia y deteccion
por PCR. Se estudié su asociacion con el sexo, la temporada, la presencia de
ectoparasitos y la masa corporal. La longitud del ala tuvo el mayor efecto sobre la
prevalencia de gorriones indicando una posible relacion entre el movimiento de
hospederos y la infeccion. También, se encontrd un efecto significativo de la estacion
y la interaccién entre la estacion y la presencia de ectoparasitos indicando una posible
relacion entre la emergencia de vectores, y los efectos de distintos estresores sobre la
prevalencia de hemosporidios. El estrés generado por condiciones ambientales debe
tener un papel importante en la dindmica hospedero-parasito de aves y hemosporidios.
Otras variables intrinsecas como tamafio corporal 0 sexo no tuvieron ninguin papel sobre
la prevalencia indicando que podria ser dependiente de variables externas a los
gorriones. Es necesario aclarar el papel de los estresores y otras variables extrinsecas a
las aves sobre la prevalencia porque esta informacion serd importante para asegurar la
conservacion de poblaciones silvestres saludables.

Palabras clave: Hemosporidios, prevalencia, Zonotrichia capensis, estacion, sexo



ABSTRACT

Haemosporidians are a group of protozoan parasites widely prevalent in
vertebrates, and a recurring object of study in birds because of its widespread presence
in the world’s ecosystems. Studying the role that these organisms play on wild bird
populations is a crucial step to understanding the mechanisms of an ecosystem. This
project analyses the effect of intrinsic and extrinsic variables of a population of rufous-
collared sparrows, Zonotrichia capensis, on the prevalence of Plasmodium and
Haemoproteus parasites in Lomas de Lachay. | evaluated the presence of blood
parasites through microscopy and PCR detection, in relation to sex, season, presence of
ectoparasites and body mass. Wing length had the strongest effect on parasite
prevalence indicating a possible relationship between bird movement and infection. |
also found a significant effect of the season and the interaction between season and
ectoparasitism. Increased seasonal exposure has different effects on the prevalence of
Haemosporidia in healthy birds compared to unhealthy ones. Elevated disease exposure
generated through environmental conditions plays an important role in host-parasite
interaction between birds and Haemosporidia. Other intrinsic variables such as body
mass and sex had no effect on prevalence, which might suggest that external factors
acting on the sparrows might be more important for infection. It is necessary to further
understand the possible role of stressors and other external variables that act on
haemoparasite prevalence on birds because this information will be important for the
conservation of healthy wildlife populations.

Keywords: Haemosporidia, prevalence, Zonotrichia capensis, season, sex



INTRODUCCION

Las interacciones hospedero-parasito han sido ampliamente aceptadas como
elementos cruciales de los ecosistemas al jugar un papel importante sobre los procesos
ecologicos (1) y sobre la evolucion (2). Aunque menos estudiadas, la importancia de
entender las relaciones entre los hospederos y los parasitos en estas interacciones
antagonicas se ha hecho clara en tiempos donde pasamos por rapidos cambios
ambientales y ecosistémicos (3-5).

La transformacion de paisajes, tal como la urbanizacion o el avance de la frontera
agricolas, implica cambios en las comunidades y en el comportamiento de vertebrados
que puede influenciar los patrones de transmision y/o prevalencia de especies parasitarias
(e.g. en el caso urbano: Delgado & French 2012 (6)). De la misma manera, cambios en
las comunidades ecologicas gracias a las actividades humanas puede tener efectos
devastadores sobre las poblaciones nativas por el ingreso de parasitos exoticos como lo
fue el ingreso de malaria aviar a Hawai’i E.E.U.U. (7,8), o el ingreso del Virus del Nilo
Occidental a E.E.U.U. en 1999 (9).

Las poblaciones de fauna silvestre se encuentran permanentemente expuestas a
parasitos infecciosos que se han integrado efectivamente dentro de los ecosistemas. En
muchos casos, estas poblaciones funcionan como reservorios para diversos organismos
parasitarios que pueden, o no, generar patologias en las especies que infectan. La malaria
aviar, por ejemplo, es una enfermedad prevalente en poblaciones domésticas y silvestres
de aves en todo el mundo.

Con los cambios en la conectividad entre algunos ecosistemas y la inminente
amenaza del cambio climatico sobre la prevalencia de malaria y otros parasitos similares
(10), es necesario entender las caracteristicas ambientales o intrinsecas de las especies
que puedan estar condicionando la transmision de parasitos sanguineos. En base a la
historia conocida sobre pardsitos invasores, es importante comprender estas
condicionantes para prever o prevenir la pérdida de especies por enfermedades.

Por este motivo, el siguiente trabajo estudia qué factores pueden afectar la
prevalencia de parasitos hemosporidios en una poblacion silvestre de aves de lomas
costeras. Esto permitira conocer qué factores promueven o reducen la prevalencia de

parasitos hemosporidios en condiciones naturales.



MARCO TEORICO

La malaria aviar es generada por protozoarios del género Plasmodium (Clase:
Apicomplexa, Subclase: Haemosporidia) (Figura 1B). Mas de 40 especies de Plasmodium
conocidas parasitan aves, en especial del Orden Passeriformes (11). EI género Plasmodium
es transmitido por mosquitos de al menos 26 especies en 4 géneros (Culex, Aedes,
Anopheles y Culiseta) que le permite tener una distribucién global y espacialmente
heterogénea (11). Plasmodium tiene una fase haploide dentro de los organismos
hospederos donde se multiplica en los eritrocitos o en tejido hepatico. Los gametocitos son
liberados en el torrente sanguineo donde esperan pasar al vector. Una vez que ingresan al
vector mediante una picadura de mosquito, el parasito pasa por una fase de reproduccion
sexual dentro del sistema digestivo. El cigoto resultante puede atravesar el tejido del
sistema digestivo y se divide en sporozoitos que migran a las glandulas salivales del vector
para infectar a un nuevo hospedero (11).

El género Haemoproteus (Figura 1A) es un protozoario de la misma clase y subclase
del género Plasmodium que puede infectar aves, reptiles y mamiferos (12,13). Ambos
géneros, ademas del género Leucocytozoon, se encuentran dentro de los patégenos
causantes de la malaria aviar. Se han podido identificar mediante microscopia cerca de 130
especies de Haemoproteus que infectan aves pero la informacién en base a secuencias de
ADN mitocondrial han mostrado ain mayor diversidad entre estos parasitos y Plasmodium
(14). Haemoproteus tiene un ciclo de vida similar al de Plasmodium pero puede utilizar
una mayor variedad de vectores lo cual le ha permitido ser el parasito sanguineo mas comun
encontrado en aves (15). De esta manera, Haemoproteus es transmitido por moscas chatas
(Diptera: Hippoboscidae), chinches chupadoras como el género Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae) (15) y tabanos (Diptera: Tabanidae) (16).

Los hemosporidios aviares se encuentran en la base del arbol filogenético de la
malaria (17). Estos parasitos pueden infectar una gran variedad de vertebrados entre aves,
reptiles, murciélagos, roedores y primates. Como interaccion basal, la infeccion de
hospederos aviares tiene una larga historia co-evolutiva, y es ancestral a las infecciones

que vemos en humanos por P. falciparum y P. vivax (Figura 2).
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Figura 1. Gametocitos de Haemoproteus erythrogravidus (A), y de Plasmodium sp. (B)
en una muestra de sangre de Zonotrichia capensis tefiida en Giemsa al 10% observados a
1000X de magnificacion. Los gametocitos (en el centro) crecen dentro de los glébulos rojos

que son las estructuras nucleadas en las imagenes.
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Figura 2. Arbol filogenético de los parasitos hemosporidios mostrando los grupos de
hospederos. Las aves (en azul) son el grupo basal de los parasitos de malaria. La malaria
humana “Plasmodium (Primates)” se encuentra en amarillo. La transmision por mosquitos
aparecio dos veces en la historia evolutiva de este grupo: para Plasmodium en aves y
squamatidos, y en Plasmodium que infecta quirdpteros, roedores y primates. Imagen

obtenida de Lutz et al. 2016 (17)



Se sabe muy poco de la patogenicidad de la malaria aviar o de los otros parésitos
hemosporidios. Se presume que hay diferencias en la virulencia dependiendo de la especie
y linaje del hemoparésito, asi como la historia evolutiva del vector, el hospedero y el
protozoario (18-20). En poblaciones domésticas se ha visto que brotes de malaria
generados por Haemoproteus lophortyx causa aletargamiento, anemia y muerte en perdices
(21). Estos sintomas estarian relacionados a episodios de infeccion aguda que son més
comunes cuando la infeccion se da entre especies con una corta interaccion co-evolutiva.
Esto es especialmente comun en poblaciones nativas aisladas como las que habitan en islas
alejadas de continentes (7). Mientras que en poblaciones silvestres donde hay menos
hacinamiento, las infecciones con Haemoproteus majoris y Leucocytozoon majoris han
mostrado también ser patdgenas y reducir ligeramente el desempefio de individuos de
Parus caeruleus (22).

El efecto méas directo y evidente sobre poblaciones silvestres parece encontrarse
sobre el éxito reproductivo. Un estudio sobre el carricero tordal (Acrocephalus
arundinaceus, Passeriformes: Acrocephalidae) encontré que la infeccion crénica de
parasitos hemosporidios afecta ligeramente rasgos de la historia de vida de las hembras,
reduciendo el éxito reproductivo mientras mayor sea la intensidad de la infeccion (23). En
otros estudios en Europa, se ha reportado una compensacion entre la capacidad inmune y
el éxito reproductivo, resultando en parasitemias mas intensas y elevacion de la prevalencia
con el esfuerzo reproductivo (24-26). Consecuentemente, en Cyanistes caeruleus
(Passeriformes: Paridae) se encontré que individuos medicados para infecciones crénicas
de hemosporidios tenian mejor desempefio reproductivo que individuos sin medicar (27).
Estudios recientes, ademas, han encontrado que las infecciones créonicas de malaria aviar
aceleran el acortamiento de los telomeros (28,29). En consecuencia, probablemente los
individuos infectados envejecen mas rapido, y por tanto, reducen su éxito reproductivo
total.

La disparidad entre los efectos de infecciones crdnicas y agudas, y la persistencia de
los parésitos en condiciones silvestres ha permitido que estas interacciones se conviertan
en modelos de estudio de co-evolucion entre hospederos y parasitos. Interacciones
naturales pueden ser elementos importantes en los ecosistemas y parte de los mecanismos
de supervivencia de ambas especies incluso hasta ser beneficiosas (30). Sin embargo, el

contacto entre hemosporidios exéticos con fauna silvestre nativa ha mostrado tener efectos



devastadores. El caso emblematico de los efectos de hemosporidios invasores es el de las
islas de Hawaii, EE.UU. donde se extinguieron varias especies endémicas. La pérdida se
debi6 a la introduccion del vector Culex quinquefasciatus en 1826 que establecio el
contacto entre aves endémicas y hemosporidios (Plasmodium relictum y Haemoproteus
spp.) que llegaban con las aves playeras migratorias (7,31).

Existen muchos reportes de malaria aviar en poblaciones silvestres de aves en
América del Sur: como Brasil (32), Colombia (33,34), Venezuela (35), Ecuador (13,36—
38), Chile (39), y Argentina (40). En el caso de Perd, sin embargo; son pocos los reportes
de parasitos palidicos en la fauna nativa porque han sido escasamente estudiados. Marzal
etal. (2014) (41) reportan infecciones de hemosporidios en 8 especies de aves distribuidas
en 2 ordenes en humedales costeros y ecosistemas andinos, Smith & Ramey (2015)
estudiaron la prevalencia en especies de la familia Anatidae en Per( y Argentina (40),
Galen & Witt (2014) estudiaron la diversidad linajes de malaria aviar en Troglodytes aedon
alrededor del Peru (42), y Sallaberry-Pincheira et al. (2015) (43) reportan la deteccién de
Haemoproteus en pingliinos de Humboldt en Ica, Perd. Los reportes de otros paises
sudamericanos incluyen especies que también ocurren en ecosistemas tropicales del
territorio peruano (33,38). Marzal et al. (41) cubre humedales costeros y andinos, y existen
también registros de Plasmodium spp. y Haemoproteus spp. en lomas costeras (Balta et al.,
datos sin publicar), para complementar otros ambientes de alta diversidad en el desierto
del Per(. Por tanto, es evidente que los reportes de Haemosporidia en el Perl son pocos e
insuficientes para entender la prevalencia y distribucion del parasito dentro del pais. Sin
embargo, los reportes que ya existen, ademéas de los estudios en paises adyacentes,
muestran que los parasitos hemosporidios se encuentran en varios ecosistemas del pais y
que pueden estar ampliamente distribuidos.

Los hemosporidios han demostrado ser capaces de infectar una gran diversidad de
taxa y suponer una importante amenaza para la fauna nativa en otras partes del mundo (8).
Marzal et al. (41) ha identificado Plasmodium relictum en aves residentes del Pert y un
posible linaje invasor, pSGS1 que esta registrado en Europa pero no habia sido identificado
antes en las Américas (41,44). Como linaje invasor, existe la posibilidad de una amenaza
para las poblaciones de aves nativas, especialmente por sus rasgos generalistas durante la
transmision. Si bien las aves en territorio peruano no presentan la misma vulnerabilidad
por ser especies continentales, la alta tasa de endemismo de los Andes tropicales hace méas

vulnerable a muchas especies residentes.
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Las amenazas sobre la biodiversidad por causa de parésitos no se limitan a la
introduccion de especies exoticas. Se especula que el cambio climatico va a jugar un rol
muy importante sobre la prevalencia de hemosporidios y enfermedades de vida silvestre
debido a las modificaciones de los patrones de distribucion de aves y vectores (45). En el
caso particular de hemosporidios, se espera que el traslado hacia mayores altitudes de las
isotermas de 13° C (sobre la cual no ocurre malaria) y de 17° C (bajo la cual la malaria es
altamente prevalente y de alto riesgo) pondré en contacto a especies de aves que no tienen
resistencia a determinadas especies y/o linajes de hemosporidios (46). Del mismo modo,
los cambios en patrones de precipitacién por consecuencia del cambio climatico pueden
tener un efecto importante sobre la prevalencia de parésitos sanguineos porque se ha
encontrado que la precipitacion y la temperatura tienen influencia sobre ella (47).

A pesar de la amenaza del cambio climatico y los riesgos sobre la biodiversidad, se
sabe muy poco sobre qué modula la prevalencia en poblaciones silvestres. En zonas
temperadas, se ha encontrado que la prevalencia cambia de acuerdo a las estaciones en base
a los patrones de precipitacion que hacen a los vectores mas abundantes (48-50). Pero, la
informacidn es aln escasa en zonas tropicales. Uno de los pocos estudios analizados no
encontré los mismos efectos de la estacionalidad sobre la prevalencia en el neotrépico,
pero si de la edad de las aves (51). En términos generales, las infecciones de malaria y
parasitos hemosporidios son altamente dinamicas y la prevalencia es variable dependiendo
de variables extrinsecas e intrinsecas: desde factores ambientales como precipitacion hasta

el sistema inmunoldgico e historia evolutiva de las aves infectadas (52).

El sistema inmune de las aves podria estar influenciado por las condiciones en que
viven. Condiciones de estrés, como las que ocurren durante la época reproductiva o lamuda,
donde existe un alto uso de energia y recursos, han mostrado aumentar la prevalencia de
parasitos hemosporidios (52). El nivel y tipo de efecto que tenga dependera de la naturaleza
del estresor (53,54) y puede verse reflejado de diversas maneras como mala condicidn
corporal, reducida masa corporal, o presencia de ectoparasitos. A pesar de eso,
generalmente los individuos estresados son mas susceptibles a la infeccion de paréasitos
(55,56). Por un lado, condiciones estresantes pueden generar inmunodepresion, cambios
en la regulacion hormonal, o cambios en el comportamiento a través de mecanismos
epigenéticos (57-59) y/o afectar la expresion de genes (60) de modo que influencien la

susceptibilidad de los organismos a ser parasitados.
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En condiciones de estrés relacionado a la perturbacion por factores externos como
altas tasas de depredacion, conversion de habitat o condiciones ambientales sub-6ptimas,
la prevalencia de enfermedades de vida silvestre puede verse también afectada, porque
estas condiciones involucran obstaculos adicionales a la supervivencia. Bajo estrés cronico,
el gasto seria permanente con una influencia directa sobre la inmunidad y otros aspectos
de la historia natural de las aves.

Diversas condiciones de adversidad y estrés han mostrado tener un efecto sobre
modificaciones epigenéticas en el genoma de los organismos. El epigenoma cambia
dindmicamente e influye sobre la plasticidad ontogénica. La asimilacién de las
modificaciones en el genoma contribuyen a procesos a la evolucion de las especies (61,62).
En humanos, se han encontrado cambios en los patrones de metilacion de adolescentes
relacionado a condiciones de adversidad en etapas tempranas del desarrollo (63). De la
misma manera, fetos expuestos a elevadas concentraciones intrauterinas de contaminantes
han mostrado genomas hipometilados (64). En otros animales, por otro lado, se ha visto
cambios en los niveles de metilacion global en el cerebro de ratas tras exposicion a
condiciones de estrés agudo (60). Estudios sobre el gen NR3C1 del receptor de
glucocorticoides (GR) han encontrado, también, cambios en los patrones de metilacidn en
las islas CpG del promotor por efecto de diferentes condiciones de estrés, tanto en humanos
como en ratas (59). EI GR cumple una funcidn crucial en la regulacion de la respuesta al
estrés por la via hipotalamo-pituitaria-adrenal (65-67). Los cambios epigenéticos son
producto de la interaccion de los individuos con su ambiente, en consecuencia; pueden dar
mayor informacion de los mecanismos que permiten a las especies adaptarse o sobrevivir
en condiciones extremas o inferiores a su nicho 6ptimo (68).

En base a esto, la via epigenética puede ser una ruta para la adaptacion local a las
prevalencia e infecciones crénicas de parasitos internos. Por este motivo es un mecanismo
prometedor para ser investigado como indicador de estrés y de adaptaciones en poblaciones
silvestres para combatir epidemias y asegurar su supervivencia en condiciones sub-0ptimas

0 adversas.

Los modelos mas comunes para estudiar malaria aviar y otros parasitos
hemosporidios han sido, también, en aves de zonas temperadas. Las especies de aves que
se han usado como modelos han sido aves abundantes como el carbonero comdn Parus

major o el herrerillo comun Cyanistes caeruleus (Passeriformes: Paridae)
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(24,25,50,52,69-71), oenaves vulnerables y recientemente infectadas como los Amakihis
e I’iwis hawaiianos (Chlorodrepanis virens y Drepanis coccinea; Passeriformes:
Drepanidinae) (8,72). Para estudiar patrones de prevalencia y la evolucion de la misma en
poblaciones silvestres, es recomendable utilizar especies que sean cosmopolitas y
abundantes en sus distribuciones nativas.

Zonotrichia capensis (Passeriformes: Emberizidae) es una especie de gorrion
neotropical y austral que estd ampliamente distribuida desde Centro América hasta el sur
de Chile y Argentina por toda América del Sur excepto en el centro Amazdnico. Con
muchas subespecies, Z. capensis es una de las aves mejor distribuidas del neotrdpico,
convirtiéndola en un buen modelo para estudiar los efectos de las variaciones ambientales
sobre sus poblaciones y subespecies. Su capacidad de ser abundante en un gran nimero de
ecosistemas sudamericanos advierte que debe tener una amplia capacidad de adaptacion y
respuesta. Existen reportes de infecciones de malaria aviar para Z. capensis en el Per( a lo
largo de los Andes occidentales (73) y en otros lugares de Sudamérica (34). Como especie
nativa y abundante, es un modelo util para entender como diferentes factores pueden
afectar las tasas de prevalencia de endoparésitos y enfermedades infecciosas de vida

silvestre.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de este estudio es entender qué factores pueden afectar la
prevalencia de parésitos sanguineos en una poblacion infectada. Para eso se han
planteado 5 objetivos especificos:

1. Determinar la prevalencia de parasitos del género Plasmodium y Haemoproteus en
una poblacion de gorriones.

2. Determinar la prevalencia de hemosporidios entre aves parasitadas y no parasitadas
con ectoparasitos.

3. Determinar la prevalencia de hemosporidios en la temporada seca y la temporada
hdimeda del ambiente donde viven.

4. Describir el efecto de la condicion corporal del individuo sobre la presencia o
ausencia de hemosporidios.

5. Encontrar larelacion del estrés cronico con la prevalencia de parasitos hemosporidios

en una poblacion de gorriones.

HIPOTESIS

Se espera que las variables estudiadas tengan los siguientes efectos en una poblacién
silvestre de Z. capensis:

1. Entre 20% a 50% de los gorriones presentaran infecciones de Haemoproteus o
Plasmodium sp.

2. Individuos con ectoparasitos presentan una mayor prevalencia de hemosporidios
que individuos que no estan parasitados.

3. La estacion himeda eleva la prevalencia de hemosporidios en una poblacion
silvestre con respecto a la temporada seca.

4. Individuos adultos de mejor condicion corporal presentan una menor prevalencia
de hemosporidios que individuos en peor condicion corporal.

5. Individuos con genoma hipometilado como sefial de estrés cronico mostrarian

una mayor infeccion que individuos con mayor tasa de metilacion.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El trabajo se realiz6 en la Reserva Nacional de Lachay (RNL, Lon. 12.04° S, Lat.
77.03° O), un area natural protegida que se encuentra sobre las Lomas de Lachay. Las
lomas son formaciones del desierto costero del Peru caracterizadas por su alta humedad
y rapida tasa de crecimiento de vegetacion durante el invierno austral. Estas
formaciones, sus patrones meteoroldgicos y su vegetacion, ya han sido descritas con
detalle por Rundel et al. (1991) (74) y Rundel et al. (2007) (75). Las lomas estan
dominadas por plantas anuales que crecen durante la época humeda entre mayo y
octubre, y mueren durante la época seca entre noviembre y abril. Durante la época
himeda, la neblina que cubre las lomas son la Unica fuente de agua que permite la
germinacion vegetal. Durante la estacion seca, la falta de neblina y las altas

temperaturas secan la superficie y agotan toda fuente de agua.

Toma de muestras

Se capturaron 145 individuos de Z. capensis en la Quebrada Lechuzas de la RNL
por medio de redes de neblina entre enero 2013 y agosto 2014. Las redes de neblina
son mallas de nylon de 3m de alto x 12m que son dispuestas verticalmente en lugares
estratégicos donde pasen aves al vuelo. Las aves chocan con la red de neblina y caen
dentro de los bolsones de la red al cruzarse con ella durante el vuelo, y se enredan hasta
que sean retiradas por el investigador que las revisa las redes en intervalos de una hora.
Las redes se abrieron entre las 05:30h y las 16:00h con un total de 367 horas-red. Los
individuos de Zonotrichia capensis capturados fueron pesados con pesolas andlogas de
30g (£0.259), se tomaron medidas morfométricas con un vernier analogo (x0.1mm), se
evaluo la presencia de ectoparasitos, la edad (adulto o juvenil), y se tomaron muestras
sanguineas. Las medidas de longitud de pico, cabeza-pico, tarso y longitud alar se
tomaron segun Sutherland et al. 2004 (76). Los individuos de otras especies fueron
liberados sin tomar datos o muestras.

Se tomaron muestras de 10 a 20 pl de sangre mediante una puncion de la vena
ulnar del ala izquierda del individuo usando una aguja hipodérmica 25G. Una gota de
sangre fue recogida mediante un capilar hipodérmico heparinizado y se transfirié a una

lamina portaobjetos para hacer frotises. Se realizaron por lo menos dos por cada
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individuo. Los frotises se secaron al aire y se fijaron con etanol 96%. Otra gota de
sangre producto de la puncion se recogio con un capilar sin anticoagulantes y se guardo
en un microtubo con alcohol 96% a temperatura ambiente. Al finalizar el proceso, los
animales fueron anillados con bandas de plastico o de aluminio individuales y fueron
liberados de vuelta en el lugar de captura. Los anillos de plastico individualizados
permiten identificar individuos recapturados en capturas posteriores, asi como los
anillos de colores permiten identificar a los gorriones en otras ocasiones a través de
observaciones. Estas medidas permitieron evitar duplicados en la toma de muestras, asi
como monitorear la supervivencia de los gorriones capturados.

La captura y toma de muestras de animales fue aprobada por el Comité de Etica
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia bajo la constancia 078-07-17 para el
proyecto no. 66497 (ANEXO I).

Deteccion de parasitos sanguineos por microscopia

Los frotises de sangre se evaluaron siguiendo el método de Merino et al. (1997)
(77) con modificaciones. Se tifieron usando Giemsa 10% v/v durante 20 minutos. Se
eligio un frotis por individuo en base a la homogeneidad, tamafio y calidad de la tincion
del mismo para hacer el anélisis. Se contaron el nimero de eritrocitos en cada campo a
1000X de magnificacion (aproximadamente 210 eritrocitos por campo) para determinar
el nimero de campos totales a evaluar. Por cada frotis, se evaluaron 10 campos a 1000X
de magnificacion con aceite de inmersién en muestras positivas (~2000 eritrocitos
evaluados). Si no se encontraban endoparasitos dentro de los primeros 10 campos, se
evaluaron 50 campos (~10000 eritrocitos) a 1000X de magnificacion con aceite de
inmersion para corroborar la ausencia de Plasmodium o Haemoproteus. Segun Merino
et al. (1997) (77) no hay diferencia significativa en la intensidad de la infeccion si se

evalGan 2000 (10 campos) 6 10000 (50 campos) eritrocitos en un frotis.

Determinacion de la condicién corporal

Para evaluar el efecto de la condicion corporal, se analizé la relacién de las
variables morfométricas de longitud de pico, cabeza-pico, ala y tarso con la masa
corporal para poder utilizarlas como indicadores de condicion. Se realizaron
regresiones lineales simples entre la masa y las medidas en busca de correlaciones
estadisticamente significativas. Se tomo la medida que muestre una correlacion con la

masa, para usar el modelo como referencia. Individuos en mejor condicién corporal
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serian los que se encuentren por encima de esta referencia, y viceversa para individuos
en peor condicion. Posteriormente, se tomaron tres formas de indicador de condicion
corporal: la masa corporal, el cociente de la masa entre la medida elegida, y los residuos

de la regresion entre la masa y la medida elegida.

Extraccion de ADN

Las muestras de sangre coagulada se purificaron por medio de un protocolo de
fenol-cloroformo (78). La sangre se lis6 en 200uL de buffer de lisis, 180uL de SDS
10% y 20uL de Proteinasa K, y se dejo incubar por 1 semana a 55°C. Las proteinas de
la muestra se eliminaron usando un volumen de fenol-cloroformo. EI ADN se precipitd
afiadiendo 0.1 volumenes de Acetato de Sodio (3M, pH 5.2) y 2 veces el volumen de
alcohol 96%; agitando, dejando reposar por 1ha -20°C y centrifugando por 15 minutos.
Después de la centrifugacion, se removié el sobrenadante y se re-suspendio en alcohol
70%. Se centrifugd brevemente y se decantd el sobrenadante. La muestra de ADN
resultante se dejo a secar en un horno a 55°C. Finalmente, se re-suspendio la muestra

en agua y se almacend a -20°C.

Deteccidn molecular de parasitos sanguineos

Con 45 muestras de la temporada de muestreo de 2014 se evalud la presencia de
parésitos de malaria aviar Plasmodium sp. y Haemoproteus sp. por medio de un PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés) para poner a prueba la
sensibilidad de la deteccion por microscopia y la deteccién molecular. Se utilizo el
protocolo de Bensch et al. (69) que utiliza los cebadores HAEMF (5°-
ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’) y HAEMR2 (5’-GCATTATCTGCATG-
TGATAATGGT-3") que amplifican una secuencia de 525bp del gen mitocondrial de
citocromo (cyt) b. El PCR se realiz6 en una reaccién de 10ul que contenia 80
nanogramos (ng) de ADN de la muestra, 0.4 unidades de REDTag® (Sigma-Aldrich),
1X REDTag® PCR Reaction Buffer (Sigma-Aldrich, 10mM Tris-HCI, 50mM KClI,
ajustado a 1.5mM MgClz), 0.6uM de los cebadores y 0.5mM de dNTPs. Para descartar
falsos negativos debido a baja concentracion de ADN (en caso de que la infeccion haya
sido demasiado pequefia), se repitieron los PCRs de los individuos cuyas muestras

resultaron negativas usando una mayor concentracion de ADN.
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Determinacion del sexo

Se determino el sexo de los individuos mediante un PCR usando los cebadores
P2 (5>-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") y P8 (5’-CTCCCAAGGATGAGRAAY -
TG-3") que amplifica secuencias repetitivas de un intron del gen de la helicasa con
cromo-dominio de unidon a ADN (Chromodomain Helicase DNA-binding protein,
CHD) de los cromosomas sexuales Z y W de las aves (79,80). El PCR se realizd, a
partir de una modificacion del protocolo de Griffiths et al. (1998) (80) en una reaccion
de 10pl compuesta de 0.5 unidades de REDTaqg® DNA Polymerase (Sigma-Aldrich),
1X REDTag® PCR Buffer (Sigma-Aldrich, 10mM Tris-HCI, 50mM KClI, ajustado a
1.5mM MgCl), 0.3uM de P2 y P8 y 0.5uM de dNTPs y 100ng de DNA gendémico. La
reaccion se sometio a un paso inicial de denaturacion a 94° C por 1min 30s; luego por
40 ciclos de 94° C por 30s, 48° C por 45s y 72° C por 45s. Finalmente, termin6 con un
paso final de alineamiento y extension de 48° C por 1min y 72° C por 5min,
respectivamente. Los productos se corrieron en un gel de agarosa al 3% por 1h 45min

y se visualizaron por medio de tincion con bromuro de etidio (cc) y luz ultravioleta.

Cuantificacion epigenética del estrés.

De manera adicional, se intentd evaluar los niveles de inestabilidad genémica
originada por estreés calculando los niveles de metilacion global del DNA de los
eritrocitos como factor de estrés que afecte la prevalencia parasitaria. Se cuantificé la
metilacion global del genoma de los individuos de Z. capensis mediante una prueba de
Polimorfismos Amplificados Sensibles a Metilacién (Methylation Sensitive Amplified
Polymorphism, MSAP) usando las enzimas endonucleasas Hpall y EcoRI. Hpall corta
en sitios 5’-CCGG-3’°, que corresponden a secciones con secuencias CpG donde
comUnmente ocurre la metilacion de una citosina en vertebrados. Si la secuencia
contiene una metil-citosina, Hpall no puede efectuar el corte. Para la digestion
enzimatica se usaron 200ng de DNA, 50U de Hpall (New England Biolabs, NEB®),
50U de EcoRI (NEB®), 1X Buffer 4 (NEB®) y se dejé digerir por 5 dias a 37° C. La
ligacion de adaptadores se realiz6 en una reaccion de 20ul con 0.5uM de adaptador
EcoRIl (NEB®), 5uM de adaptador Hpall (NEB®) y 20U de Ligasa T4 (NEB®).

Luego, se realiz6 una pre-amplificacion usando los cebadores E+2G (5’-GAC-
TGCGTACCAATTCAG-3’), que se liga sitios cortados por EcoRI, y HM+2 (5’-
GATGAGTCTAGAACGGTA-3’), que se liga a sitios cortados con Hpall. EI PCR se

realizé en 10l de reaccién que contenia 4.5ul del producto de la digestion y ligacion,
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1X GoTag® Green Master Mix (Promega, 0.8mM de dNTPs y 1.5mM de MgCl2) y
0.25uM de cada cebador. El proceso constaba de una etapa inicial de 72° C por 5min
sin tapar. Luego, con la tapa puesta, el PCR tenia una etapa de denaturacion inicial a
94° C por 5min; seguidos de 25 ciclos de 94° C por 30s, 55° C por 30s, y 72° C por 30s;
terminando con una etapa de extension final a 72° C por 5min.

El producto se diluyé a 0.2X, y se amplifico en dos PCRs independientes con un
programa Touch Down (81) usando el cebador HM3 FAM (5’-GATGAGTCTAG-
AACGGTAG-3’, con marcador de florescencia FAM) y E+AGA (5’-GAC-
TGCGTACCAATTCAGA-3’) o E+AGC (5-GACTGCGTACCAATTCAGC-3%)
respectivamente. EI PCR con el cebador E+AGA se realizé en una reaccion de 10ul
usando 3ul de la dilucion del producto, 1X GoTagq® Green Master Mix (Promega,
0.8mM de dNTPs y 1.5mM de MgCl2) y 0.25uM de cada cebador HM3_FAM vy
E+AGC. El protocolo Touch Down utilizado tenia una etapa inicial de denaturacion a
94° C por 3min; seguido por 10 ciclos de 94° C por 30s, 65° C por 40s con una reduccion
de 1° C en cada ciclo, y 72° C por 30s; para continuar con 35 ciclos de 94° C por 30s,
55° C por 30s, y 72° C por 30s; finalizando con una etapa de extension de 72° C por
3min. EI PCR con el cebador E+AGC se realizd, similarmente, en una reaccion de 10ul
que contenia 3ul de la dilucion del producto, 0.4 unidades de REDTagq® (Sigma-
Aldrich), 1X REDTag® PCR Reaction Buffer (Sigma-Aldrich, 10mM Tris-HCI,
50mM KClI, 1.1mM MgClz), 0.3mM de dNTPs, 0.25uM de cada cebador HM3_FAM
y E+AGC. El protocolo Touch Down utilizado tenia una etapa inicial de denaturacion
a 94° C por 5min; seguido por 10 ciclos de 94° C por 30s, 65° C por 1min con una
reduccién de 0.7° C en cada ciclo, y 72° C por 1min 30s; para continuar con 35 ciclos
de 94° C por 30s, 58° C por 1min, y 72° C por 1min 30s; finalizando con una etapa de
extension de 72° C por 5min.

Los productos de la amplificacién se corrieron en un gel de agarosa a 4% por 10h
para detectar las bandas de los productos usando tincion con bromuro de etidio y luz
ultravioleta. Las muestras fueron también analizadas por medio de un secuenciador para

detectar las bandas formadas y marcadas con el cebador HM3_FAM.

Anélisis de datos
Los andlisis estadisticos se corrieron usando el paquete estadistico R (82). Se
analizo el efecto de cada factor usando pruebas de independencia chi-cuadrado para

todas las variables cualitativas (sexo, temporada, presencia de ectoparasitos). Se
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realizaron pruebas de Shapiro-Wilk para evaluar normalidad, y luego pruebas t de
Student para las variables cuantitativas (tamafio corporal e indices de condicion
corporal) usando el paquete bbmle para R (83). Como indicador de condicion corporal,
se utilizaron tres variables: la masa, una variable de indice de tamafio corporal (ITC)
que corresponde al cociente de la masa corporal entre la longitud alar, y los residuos
del modelo lineal por método de minimos cuadrados ordinarios (MCO) de la masa
corporal en relacion a la longitud alar (84-86). Las medidas morfométricas elegidas
para el indice de condicién corporal se tomaron en base modelos de regresion
significativos entre la masa y la estructura medida. Finalmente, se hizo un analisis
multivariado para incorporar todas las variables en una regresion logistica que evalle
finalmente el efecto combinado de todas ellas. Usando las variables significativas
resultantes se crearon modelos explicativos para la probabilidad de infeccion de malaria

aviar, y se compararon usando los Criterios de Informacion de Akaike (AIC).



RESULTADOS

Objetivo 1: Prevalencia de parasitos hemosporidios.

De los 145 individuos de Z. capensis capturados, se obtuvieron datos de
endoparasitismo sanguineo de 104. 28 (26.92%) tenian infecciones de parasitos del
género Haemoproteus y/o Plasmodium. De 145 individuos, 93 (64.14%) tenian
parasitos externos (garrapatas, piojos y/o acaros). Por medios moleculares se identificd
el sexo de 98 especimenes de Z. capensis, donde 34 (34.69%) fueron hembras y 64
(65.31%) fueron machos. No se pudo identificar el sexo del resto de individuos por
muestras en mal estado que no rindieron resultados. De 145 individuos, 101 (69.66%)
no estaban mudando plumaje cuando se tomé la muestra y 44 (30.34%) si estaban en
alguna etapa de muda. De los 45 individuos de Z. capensis evaluados por PCR en busca
de hemosporidios, 15 dieron positivos; de los cuales 14 (93.33%) pudieron confirmarse
por microscopia para Haemoproteus y/o Plasmodium. No se evalud la prevalencia de
hemosporidios segin la edad porque no se pudo capturar gorriones juveniles. La
proporciéon de individuos infectados con algin parasito de malaria aviar fue

independiente (p = 1) del sexo (Tabla 1).

Tabla 1. Tabla de contingencia Sexo
Malaria X Sexo Hembra Macho
Malaria Ausente 24 46
Presente 9 16
2— -31
X?=6.40x10 p=1
df=1




Objetivo 2: Efecto del ectoparasitismo

La proporcion de individuos infectados con algin parasito de malaria aviar fue

independiente (p = 0.93) a presencia de ectoparasitos (Tablas 2).

Tabla 2. Tabla de contingencia

Malaria X Ectoparasitismo

Ectoparasitismo

Obijetivo 3: Efectos de la estacion

Ausencia Presencia
] 27
Malaria Ausente 49
Presente 9 19
X2=0.01 df=1 p=0.93

La proporcion de individuos infectados con algun parasito de malaria aviar fue

independiente (p = 0.54) la estacion (Tablas 3).

Tabla 3. Tabla de contingencia

_ ) Estacion
Malaria X Estacién
Himeda Seca
Malaria Ausente 31 45
Presente 14 14
2 _
X°=0.38 df=1 p = 0.54

Obijetivo 4: Efecto de la condicién corporal

El peso medio de los individuos fue 23.15 g (E.S. = 0.17g, 1.C.95% = +0.33, n =

145) y el indice de tamafio corporal aplicado medio (peso dividido por el largo del tarso)
fue 0.99 (E.S. = 0.01, 1.C.95% = £0.02, n = 145). Existe una diferencia significativa en



el peso promedio entre las dos estaciones (p = 0.02) con una reduccién de 3.5% del

peso promedio en la estacion seca con respecto a la hiumeda (-0.81 g 1.C.95% = +0.66).

Las longitudes del tarso, el ala, el pico y la cabeza-pico fueron evaluadas para
poder determinar un indicador de condicién corporal.

No se encontrd una relacion positiva o significativa entre la masa corporal y la
longitud del tarso (B = -0.08, E.S. = 0.17, t = -0.49, p = 0.63) en un modelo lineal de
minimos cuadrados ordinarios (MCO, Figura 3).
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Figura 3. Dispersién (puntos negros) y regresion lineal de minimos cuadrados

ordinarios (linea roja) de la relacion entre la masa y la longitud del tarso. No se encontrd

significancia estadistica (p = 0.63)



Se encontré una relacién positiva estadisticamente significativa entre la masa

corporal y la longitud del ala (R = 0.25, E.S. = 0.06, t = 4.44, p < 0.0001) en un modelo
lineal MCO (Figura 4).
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Figura 4. Dispersion (puntos negros) y regresion lineal de minimos cuadrados
ordinarios (linea roja) de la relacion entre la masa y la longitud alar. Se encontrd
significancia estadistica (p < 0.0001) para esta medida.



No se encontro una relacion positiva o significativa entre la masa corporal y la
longitud del pico (B = 0.28, E.S. =0.18, t = 1.54, p = 0.13) en un modelo lineal MCO

(Figura 5).
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Figura 5. Dispersion (puntos negros) y regresion lineal de minimos cuadrados
ordinarios (linea roja) de la relacion entre la masa y la longitud del pico. No se encontrd
significancia estadistica (p = 0.13)



No se encontrd una relacion positiva o significativa entre la masa corporal y la

longitud de la cabeza y el pico (R =0.21, E.S. =0.20, t = 1.09, p = 0.28) en un modelo
lineal MCO (Figura 6).
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Figura 6. Dispersion (puntos negros) y regresion lineal de minimos cuadrados
ordinarios (linea roja) de la relacion entre la masa y la longitud de la cabeza y el pico.

No se encontré significancia estadistica (p = 0.28)

Los individuos infectados con malaria no mostraron diferencias significativas en
peso (t =-0.62, df =45.13, p=0.54), ITC (t=0.70, df = 49.30, p = 0.49), o residuos de
masa corporal en base al modelo lineal de longitud del ala (t = -0.38, df = 46.51, p =

0.70) con respecto a individuos adultos sanos (Figura 7-9).



28 T
26 | |
o |
T 24 :
o
j= N
o
L
& 22 .
(17} | T
= ! :
20 | 1
18
T |
Ausencia Presencia

Presencia de Haemosporidia

Figura 7. Grafico de caja y bigotes de la masa corporal de individuos con presencia y

ausencia de parasitos hemosporidios.
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Figura 8. Gréfico de caja y bigotes del ITC de individuos con ausencia y presencia de

parasitos hemosporidios.
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Figura 9. Gréfico de caja y bigotes de los residuos del modelo lineal de masa corporal

para presencia y ausencia de hemosporidios parasitarios.

Obijetivo 5: Efecto del estrés crénico

La evaluacion del objetivo 5 no rindi6 datos adecuados. El protocolo molecular
para evaluacion de estrés en base a patrones de metilacion no dio resultados debido a
errores en el protocolo concernientes a variacion entre las reacciones por efecto de la
posicién de los pozos en la placa. Los resultados mostraron diferencias significativas
(prueba de rangos de Wilcoxon, p < 0.01) entre muestras al borde y al centro de la placa
de reaccidn, determinandolas incomparables e inutilizables. A falta de fondos para

repetir la prueba, no se prosiguié con este factor como elemento de analisis.



Anélisis multivariado de los efectos

El modelo utilizado combino las variables estudiadas para analizar el efecto del
sexo, la ectoparasitosis y la estacion sobre un modelo linear logistico de infeccion. Se
incluyd la condicién corporal usando los residuos del modelo de masa corporal con
respecto a la longitud del ala debido considerando la relacion significativa encontrada
en el modelo linear MCO (Figura 4), a pesar de que la longitud del ala es una medida
variable y no es tan buen indicador de tamarfio corporal. Es mejor utilizar mediciones
de estructuras 6seas porque son permanentes, a diferencia de las alas que dependen de
plumas que deben ser reemplazadas regularmente. Sin embargo, la relacién masa-ala
encontrada fue utilizada para analizar la cambios en la prevalencia en base a variables
morfomeétricas de los gorriones.

Bajo el modelo multivariado, la estacion mostro efectos estadisticos
marginalmente significativos de la probabilidad de infeccion por si sola (p = 0.08) y
significativos por la interaccion con la ectoparasitosis (p < 0.05). El resultado y los

coeficientes B del modelo de regresion logistica se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de coeficientes del modelo lineal multivariado sobre la probabilidad de

encontrar un individuo con malaria. * indica valores de p menores a 0.05.

R E.S. z p
Intercepto 0.12 1.16 0.10 0.92
Condicion corporal (Residuos) -0.07 0.13 -0.57 0.57
Sexo (Macho) 0.31 1.22 0.26 0.80
Ectoparasitismo (+) -0.93 1.20 -0.77 0.44
Estacion (Seca) -2.25 1.24 -1.81 0.07
Sexo(Macho) x Estacion(Seca) 0.40 1.05 0.38 0.71
Ectoparasitismo(+) x Estacion(Seca) 2.30 1.13 2.03 0.04*
Sexo(Macho) x Ectoparasitismo(+) -0.87 1.19 -0.73 0.46

Se encontrd que la estacion y la interaccion entre la estacion la ectoparasitosis
tienen efectos significativos sobre la presencia o ausencia de parésitos del género
Haemoproteus y/o Plasmodium en gorriones de la Reserva Nacional de Lachay, pero
no por el resto de variables. La prevalencia aparenta estar controlada por estas variables

pero no esta claro si hay otras que no se han evaluado que puedan estar jugando un



papel importante. El efecto de la interaccion sobre la prevalencia de infecciones de
malaria muestra una reduccion significativa entre temporadas en individuos sin
ectoparasitosis, pero aparentemente un cambio no significativo entre individuos con

ectoparasitosis (Figura 10).
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Figura 10. Grafico de interaccion entre la estacion y la prevalencia de malaria aviar.
Individuos con ectoparasitosis negativa estan en rojo, individuos con ectoparasitosis
positiva estan en azul. El valor de n mostrado representa el nimero total de individuos

sobre el que se calcul6 cada respectiva prevalencia segun las categorias mostradas.

Adicionalmente, en vista de la relacion positiva entre la masa corporal y la
longitud del ala, se realizé un modelo logistico univariado para evaluar una posible
relacion entre esta variable y la prevalencia de malaria. Se encontrd una relacion
positiva (B = 0.22 + 0.09) y estadisticamente significativa (z = 2.60, p < 0.01) entre la
variable morfoldgica y la prevalencia (Figura 11). Ninguna otra variable morfologica
mostro efectos estadisticamente significativos en un modelo multivariado (Tabla 5).

Se desarrollaron modelos logistico en base a la estacién, ectoparasitosis y
longitud del ala en base a los resultados encontrados. Se compararon 11 posibles
combinaciones distribuidas entre modelos con variables independientes e

interactuantes (Tabla 6). EI modelo univariado con longitud del ala fue el que mejor
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explica los resultados. Sin embargo, el AAIC no mostré diferencias importantes entre
los modelos. Todos los mejores modelos explicativos (AAIC < 4) contienen la longitud
del ala de manera independiente o en interaccion con la estacion o ectoparasitosis. Sin
embargo, incluso los dos mejores modelos tienen tan sélo una probabilidad acierto de

25.2 y 24.7% respectivamente.
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Figura 11. Modelo logistico de presencia de parasitosis de malaria aviar en base a la
longitud del ala (p < 0.01, n =104). La linea roja indica el modelo, el area en gris es el
margen de error para el modelo, y los puntos negros son los datos (O = ausencia, 1 =

presencia de parasitosis).



Tabla 5. Valores de coeficientes del modelo lineal multivariado sobre la probabilidad de

encontrar un individuo con malaria segun variables morfolégicas.

R E.S. z p
Masa corporal -0.04 0.13 -0.28 0.21
Ala 0.23 0.13 1.83 0.07
Pico -0.07 0.28 -0.25 0.80
Cabeza - Pico 0.03 0.33 0.09 0.93
Altura del Pico -0.03 0.09 -0.27 0.78
Tarso -0.17 0.26 -0.63 0.52
Cola 0.003 0.07 0.05 0.96

Tabla 6. Comparacion de modelos segun Criterio de Informacién de Akaike donde A

= Longitud de ala, E = Ectoparasitosisa, T = Estacion.

AIC AAIC df Peso
A 116.8 0 2 0.252
AxE 116.9 0 4 0.247
AXT 117.9 11 4 0.149
T+ AxE 118.8 2.0 5 0.094
AXTxE 119.1 2.3 8 0.081
A+ TxE 119.6 2.7 5 0.064
E+AxT 119.7 2.9 ) 0.059
A+T+E 120.7 3.8 4 0.037
T 124.5 7.6 2 0.006
TXE 124.7 7.8 4 0.005
E 125.1 8.2 2 0.004




DiscusION

Se encontraron algunas coincidencias entre este trabajo e investigaciones anteriores.
Sin embargo, la mayor parte de trabajos en hemosporidios, a la fecha, provienen de zonas
temperadas (24,26,27,70). EXxisten pocas investigaciones tropicales y ain menos en
América del Sur para poder comparar los resultados encontrados en este estudio. Sin
embargo, incluso entre el Paleotropico y latitudes Palearticas y Nearticas existen
coincidencias en los factores que determinan la prevalencia de parasitos hemosporidios
que permiten comparar los resultados de este estudio con otros.

No se encontro efecto del sexo sobre la presencia de parasitos. La falta de efecto
coincide con la informacion obtenida por Fecchio et al. (2014) (51) y por Svensson-
Coelho et al. (2013) (38) en aves del Neotropico, especificamente de Mata Atlantica y
bosques Amazonicos respectivamente. En areas temperadas, sin embargo, Knowles et al.
2011 (52) encontro efecto con ligera significancia estadistica donde las hembras
presentaban mayor prevalencia en un passerino del Paleartico. Los resultados del presente
trabajo indican que el sexo no juega un papel importante en la prevalencia de
hemosporidios.

En la literatura existe un consenso que indicaria que la testosterona reduce la
inmunocompetencia y haria que los machos sean mas susceptible a las infecciones (87,88).
En estos resultados, sin embargo, no se ha encontrado una diferencia suficiente para
corroborar esta hipétesis. Dentro del espectro de este estudio no estuvo investigar
cambios en la capacidad inmune de los individuos que podria ayudar a entender mejor la
interaccion hospedero-parasito en machos y hembras.

Dunn et al. 2011 (89) discute el valor de las diferencias etoldgicas sexo-
dependientes sobre la prevalencia de Plasmodium y Leucocytozoon, estudiando una
poblacion de P. major en el Reino Unido. Diferencias comportamentales entre sexos
podrian ser un factor importante sobre la prevalencia de malaria tal como se ha visto en
este estudio, y cuando se hacen comparaciones a nivel comunitario o se evalluan
caracteristicas de la historia de vida de las especies. Individuos con areas de vida mas
grande y con tasas de exploracion mas altas podrian estar en mayor contacto con
individuos infectados y mas expuestos a vectores de parasitos hemosporidios. En ese
sentido, los resultados de este trabajo no indican un efecto de diferencias hormonales o

comportamentales que puedan incidir sobre la prevalencia de malaria aviar en gorriones.
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Esta falta de diferencias podria deberse a que la tasa de transmision y prevalencia
también depende de las estrategias de los vectores para encontrar a los huéspedes.
Estrategias olfativas, como la atraccién hacia el CO2 0 a compuestos volatiles de la
glandula uropigial como en vectores de la familia Culicidae (90,91), no deberian ser
afectados por la movilidad de los individuos. Aunque machos y hembras puedan tener
patrones de movimiento y seleccion de recursos diferentes por una mayor dedicacion de
tiempo de la hembra durante la reproduccion (92), la transmision no se veria afectada si
los vectores se ven igualmente atraidos hacia hembras 0 machos menos mdviles por las
sefiales olfativas. Coincide, por tanto, que no haya encontrado diferencias de prevalencia
entre sexos en Z. capensis.

Lamentablemente, la investigacion en vectores de hemosporidios ha sido ain mas
escasa que la investigacion en los propios endoparasitos. Esto impide conocer con certeza
la diversidad de vectores o identificar las especies que puedan estar participando en la
infeccion y las sefiales que puedan utilizar para encontrar a los hospederos. No es posible
determinar la importancia de factores relacionados a vectores porque no conocemos qué
vectores estan presentes en las zonas estudiadas.

En otros estudios de prevalencia de malaria aviar en comunidades ecoldgicas, la
tendencia a la congregacion y la formacion de colonias reproductivas ha mostrado
aumentar la prevalencia de parasitos externos y sanguineos (93-96). En el caso de Z.
capensis, la especie no forma colonias reproductivas, los machos mantienen territorios
durante la época reproductiva, son estacionalmente monégamos y son de cuidado
biparental (97). No existen, por tanto, otros indicios de comportamientos o diferencias
etologicas intersexuales que sugieran prevalencias distintas y este estudio tampoco las ha
encontrado. Si bien no se encontraron diferencias en la prevalencia que evidencien
diferentes exposiciones entre hembras y machos, es posible que caracteristicas propias
del habitat homogenicen la exposicion y resten importancia a diferencias en los patrones
de movimiento. Por ejemplo, si la distribucion de vectores es homogénea a través de las
lomas se puede esperar que la prevalencia sea la misma alrededor del area y que diferentes
patrones de movimiento no influencien la exposicion.

La combinacion de otras variables con el sexo podrian tener efectos sobre la
prevalencia, a diferencia del sexo por si solo. La interaccion entre las estaciones y el sexo
podria ser importante sobre la inmunidad de las aves considerando los cambios

hormonales en machos y hembras durante las temporadas reproductivas y de muda.



Elevaciones de la testosterona en machos que estimule una mejor proteccion territorial y
lo prepare para el apareamiento con la hembra podria afectar en mayor medida la
inmunidad de las aves y elevar la parasitemia. Los analisis de los datos, sin embargo, no
mostraron ningun efecto estadisticamente significativo de la interaccion entre sexo y la
estacion. Diferencias a este nivel podrian verse mejor reflejadas en cambios en la
intensidad de la infeccion (nimero de gametocitos en relacion al nimero de eritrocitos)
que en cambios en la prevalencia. Por otro lado, también podria estar relacionado a la
tendencia de aves tropicales a reproducirse mas de una vez al afio con camadas pequefias,
en contraste con especies de latitudes temperadas. Z. capensis se reproduce en temporadas
relativamente flexibles y con tamafios de camada menores (2-3 huevos por puesta) a
especies congenéricas del Neartico (97). La reproduccion, en ese sentido, podria estar
desacoplada de las temporadas meteorologicas de las lomas costeras.

La estacionalidad, por otro lado, ha mostrado tener efectos estadisticos
marginalmente significativos (p = 0.07) en el modelo multivariado, indicando que podria
estar jugando un rol importante en la prevalencia de hemosporidios. Eso ha sido visto
también en varios estudios anteriores (47,50,52,98). Beaudoin et al. (1971) (48) elabor6
un modelo tedrico que explicaria la variacion estacional de la prevalencia basado en la
emergencia de los vectores en temporadas de alta humedad o calor que estimule la
reproduccion y eclosion de larvas de dipteros. Segun su estudio, el aumento en la
abundancia de mosquitos e hippobdscidos durante las estaciones himedas generaria la
elevacion de la prevalencia de malaria aviar. Esta prediccion ha sido ratificada en varios
casos, pero los resultados en zonas neotropicales no coinciden con los estudios en areas
temperadas (38,51). La estabilidad climatica de los tropicos podria prevenir cambios
importantes sobre la abundancia de vectores de modo que neutralice el efecto predicho
por Beaudoin et al.. Sin embargo, no hay estudios a la fecha que hayan incorporado la
abundancia, diversidad, y distribucion de vectores a lo largo de las estaciones que
permitan corroborar esta hipotesis.

El caso particular de una poblacién de lomas, sin embargo, no coincide con lo
esperado en base a la estabilidad climatica de los tropicos. Las lomas son ambientes muy
estacionales, donde la estacion seca puede tener una ausencia absoluta de agua que
prevenga la emergencia de vectores, en contraste con la estacion himeda con

precipitacion relativamente alta y poca variacion térmica en comparacion con latitudes



mas altas. La fuerte diferencia entre estaciones podria ser la causa del efecto en
ecosistemas de lomas en contraste con otros ambientes en el Neotrdpico.

A pesar de esto, es necesario considerar que diferencias interanuales en las
prevalencias de parésitos sanguineos como ha sido encontrado en otros estudios
(38,49,52) podrian diluir los efectos encontrados en este trabajo. Estudios a largo plazo
son necesarios para entender la dindmica estacional de la prevalencia considerando el
resto de posibles variables.

Este estudio ha encontrado que la interaccion de la estacion con la ectoparasitosis
también juega un rol en la prevalencia de Haemosporidia. La presencia de ectoparasitos
puede tomarse como un indicador de condicion corporal (estrés cronico, estado de
nutricién o salud), de su capacidad para remover parasitos externos, y combatir posibles
vectores. Los ectoparasitos pueden ser indicadores de una mala condicion fisica si son
mas frecuentes en individuos en mala condicién (99,100). La combinacién de aves con
mala condicion corporal y posibles elevadas abundancias de vectores en la estacion
hdmeda podrian elevar la prevalencia de parasitos sanguineos.

En el caso de este trabajo, sin embargo, la combinacién de estacion seca con
presencia positiva de ectoparasitos eleva la prevalencia. En este caso, la accion conjunta
de dos condiciones de estrés (la ectoparasitosis y la estacion seca) podrian hacer a los
individuos més vulnerables y reducir la inmunocompetencia. La estacion seca podria
establecer condiciones ambientales que fuercen un estado de estrés en los gorriones y
depriman la capacidad inmune. La reasignacion de energia para combatir la falta de agua,
la reduccion en la disponibilidad de alimento y la elevacién de la exposicion de los
individuos a depredadores podrian condicionar una respuesta al estrés que sea
especialmente perjudicial a individuos que ya eran méas vulnerables a contraer
hemosporidios (101). Sin embargo, los resultados indican un patron distinto. La figura 10
muestra una elevada prevalencia en la temporada hiimeda en gorriones sanos, y un patron
de prevalencia relativamente constante en gorriones con ectoparasitosis. Una hipotesis
para los resultados encontrados esta relacionado a la capacidad de los gorriones para
resistir varios tipos de parasitemia. Una menor prevalencia de malaria aviar en individuos
con ectoparasitosis podria deberse a que la combinacion de ambos estresores tiene un
efecto mas intenso sobre la supervivencia de los individuos. Individuos con ambas
condiciones tienen mayor mortalidad y son removidos de la poblacion con mayor

frecuencia, y en consecuencia, gorriones con malaria aviar sin ectoparasitos son mas



comunes porque pueden sobrevivir por mas tiempo. Sin embargo, en este trabajo no se
pudieron obtener recapturas para hacer una evaluacion longitudinal de la infeccién que
confirmaran esta hipétesis.

La elevada prevalencia puede ser resultado, también, del tamafio de la muestra. Tan
s6lo el 15% (7/45) de gorriones evaluados en la época himeda fueron encontrados sin
ectoparasitos. Es claro que se necesita un muestro mas intenso para evaluar el efecto de
estas variables con detalle. Si la presente hipotesis es correcta a pesar del tamafio muestral
utilizado, indicaria que las interacciones hospedero-parasito (la malaria aviar, en
particular) juegan un papel importante en la regulacion demografica y las tasas de
reclutamiento de Z. capensis en lomas costeras.

No se han encontrado estudios a la fecha que evallen la presencia de ectoparasitos
con relacion a la prevalencia de parasitos sanguineos. Los estudios se han concentrado
mas en estudiar el efecto de los hemosporidios sobre la condicion corporal de las aves
(102). En todo caso, no esté clara la relacion del estado corporal con la infeccion por
hemosporidios. El efecto podria venir de dos modos inversos: mala condicion fisica
podria indicar una predisposicion a infecciones por parasitos sanguineos o una falta de
habilidad para combatirlos (101), o podria ser un resultado de la infeccion misma.

Algunos trabajos han encontrado malas condiciones corporales asociados a
infecciones por hemosporidios para diferentes indicadores de condicion corporal como
indices de masa corporal (102,103). Ha sido comdn usar indicadores de condicion
relacionados a la masa corporal porque esta relacionado a la capacidad del individuo para
alimentarse y permanecer en un buen estado de salud. Sin embargo, los resultados no son
consistentes (86). En este trabajo no se encontrd relacion entre el indicador de condicion
corporal y la prevalencia de parasitos sanguineos. Aves parasitadas por hemosporidios no
mostraron tendencias a elevacion o reduccion del peso. En ese sentido, la poblacion de
gorriones estudiados no mostré que el estado fisico tenga alguna asociacion con la
prevalencia de hemosporidios, asi como tampoco muestra que los hemosporidios tengan
un efecto sobre el estado de las aves.

Es importante reconocer que el uso de medidas de condicion corporal tiene
limitantes. La Unica relacion significativa encontrada fue entre la longitud del ala y la
masa de los gorriones. Esta medida es dificil de interpretar porque la longitud de las alas
depende de una estructura que es reemplazada regularmente. Medidas mas fijas como

longitud de tarso o de la cabeza y pico del individuo podrian ser mas faciles de interpretar



porque estdn directamente relacionadas al sistema 6seo y al tamafio corporal, pero
ninguna de estas variables mostr6 un incremento estadisticamente significativo con la
masa. Las alas, a pesar de estas dificultades, aun podrian ser Utiles, sobre todo si se
considera que individuos mas pesados necesitan estructuras de vuelo més grandes, o si la
longitud de las plumas de las alas varien en funcion de la disponibilidad de recursos.

La importancia bioldgica del efecto del ala sobre la prevalencia de hemosporidios
no es clara. La relacion no es en base al tamafio corporal porque ninguna otra variable
morfologica mostro efectos significativos (Tabla 5). Es posible que el efecto se deba a
rasgos de historia natural relacionados a la morfologia alar. La historia natural también
tienen un efecto importante sobre los patrones de prevalencia de hemosporidios en aves
(104,105). Comportamientos migratorios podrian explicar las diferencias vistas en base
a la longitud del ala (Figura 11, Tabla 6). Alas mas largas y punteadas son comunes en
aves migratorias (106). La fuerte influencia del tamafio de las alas en los modelos podria
indicar que hay gorriones que se mueven mas y que esto eleva la exposicion de estos
individuos a los hemosporidios. Comportamientos migratorios pueden aumentar la
prevalencia al exponer a las aves a varios ambientes y diferentes cepas de patdgenos (107).
En el caso de Z. capensis, se han encontrado poblaciones con migracion parcial en
Argentina (108). Poblaciones parcialmente migratorias encajarian en este modelo si los
individuos migratorios tienen alas mas largas en comparacion con gorriones residentes.
No se sabe con certeza, sin embargo, si ese es el caso en la poblacion de lomas de Lachay.
El patrén encontrado en este trabajo podria interpretarse como indicador de que existe
migracion parcial de la poblacion de Lomas de Lachay que expone a los individuos con
mayor movimiento a mas parasitos. Sin embargo, aun no esta claro si estas diferencias
morfoldgicas realmente implican diferentes patrones de movimiento (109).

En este trabajo no se ha incluido la variable de edad de los individuos debido a que
es dificil de medir con precision. Mas alla de la distincion entre juvenil (primer afio) y
adulto (>1 afo), no es posible llegar a mejores indicadores de la edad de los gorriones
porque no presenta mudas parciales como sus congéneres de zonas temperadas (110). Es
recomendable incluir esta variable en el estudio de prevalencia de parasitos
hemosporidios porque otros trabajos han encontrado una reduccion de la parasitemia y la
prevalencia con la edad, indicando una posible adquisicion de inmunidad contra los
protozoarios invasores (38,51,52). Mayor parasitemia y/o prevalencia de parasitos en

juveniles también podria estar relacionada al desarrollo dentro del nido, al contacto y



hacinamiento en los nidos, y a la atraccion de vectores cuando estan en el nido debido a
poca mobilidad. De otro modo, la reduccidn de la prevalencia con la edad podria estar
relacionada a la mortalidad de los individuos, pero la falta de evidencia de sintomas
agudos sugiere que los hemosporidios no son tan virulentos como para causar cambios
perceptibles en las poblaciones. El anillamiento de individuos en la poblacion seria atil
por estos motivos. Mantener un monitoreo de los individuos capturados e identificados
permitiria estudiar las infecciones a lo largo de la vida de los gorriones, en contraste con
estudios que dan una vision estatica de la interaccion entre aves y parasitos.

En todo caso, es aun necesario entender el rol que juegan estos parasitos sobre
patrones poblacionales, las abundancias y las estructuras comunitarias. Los factores
ambientales e intrinsecos que determinen una mayor o menor prevalencia de parasitos
deben estar relacionados a algun efecto sobre el desempefio biologico de las especies y
los individuos infectados. Considerando la amplia presencia de parasitos del género
Plasmodium y Haemoproteus en casi todos los ecosistemas y comunidades de aves, es
evidente que estos protozoarios han evolucionado con las aves (y otros vertebrados) por
millones de afios (111).

Zonotrichia capensis, del mismo modo, es una especie abundante y cosmopolita.
Al tener una distribucion tan grande, la especie debe estar expuesta a una gran diversidad
de especies y linajes de hemosporidios. La especie podria ser especialmente resistente a
los hemosporidios de modo que haya sido capaz de colonizar tantos ambientes y
posteriormente evolucionar con una diversidad de hemosporidios hasta obtener
inmunidad sobre esta variabilidad.

Es posible que los protozoarios hemosporidios estén jugado un papel crucial en las
dindmicas poblacionales de los vertebrados y sean un componente importante de los
ecosistemas donde habitan. El presente trabajo ha encontrado que la interaccion
hospedero-parasito esta relacionado con las condiciones ambientales, y posiblemente de
estrés, que necesitan ser investigadas con mayor profundidad para asegurar que cambios

en el paisaje no perjudiquen a ninguna de las partes de esta interaccion.



CONCLUSION

En este trabajo solo se encontraron efectos estadisticamente significativos para la
estacion, su interaccion con la presencia de ectoparasitos, y la longitud del ala en
relacion a la prevalencia de Plasmodium sp. y Haemoproteus sp. en una poblacion
silvestre de Z. capensis.

La falta de relaciones entre factores intrinsecos de las aves como diferencias sexo-
dependientes o condicion corporal pueden ser evidencia de una larga historia co-
evolutiva entre hemosporidios y aves. Estos protozoarios han sido muy eficaces en
insertarse dentro del ecosistema y mantenerse viables dentro de las poblaciones de sus
hospederos. Sin embargo, el efecto de la longitud alar encontrado indica que podrian
haber rasgos variables dentro de la poblacion que afecte la probabilidad de infeccion
entre gorriones.

El efecto significativo de factores ambientales como la estacion, ademas del
efecto de la presencia de ectoparasitos en los individuos, indican que podria haber un
juego importante entre la prevalencia y variables extrinsecas a las aves. Dentro de ellos,
el posible rol del estrés, ademas del posible efecto de la infeccion inicial aguda sobre
patrones demograficos, en la infeccion y la prevalencia de hemosporidios podria ser
importante para entender la importancia de estos parasitos en los ecosistemas.

La interaccion entre estrés y enfermedades de vida silvestre requiere de atencién
especial considerando los rapidos cambios en paisajes y ecosistemas que estan
ocurriendo por la intervencion humana y el cambio climético. Es necesario buscar
tecnologias, métodos y formas que generen el menor impacto sobre las poblaciones y
permitan coexistencias saludables para poder mantener las comunidades ecoldgicas y
los procesos ecosistémicos que las sustentan en los lugares donde nos asentamos.

AUn es necesario estudiar mas las interacciones entre la prevalencia y otras
variables intrinsecas y extrinsecas que puedan afectar las tasas de infeccidn de parasitos
hemosporidios. El efecto encontrado de la estacion y parasitos externos es suficiente
para motivar nuevos estudios en el rol del estrés sobre la prevalencia e intensidad de
parasitemia de malaria aviar y otros hematozoarios en las aves.

Finalmente, no estd claro el rol de los hemosporidios sobre la dinamica
poblacional de las aves. En otros trabajos se han encontrado perjuicios sobre el

desempefio bioldgico pero nada sobre las tasas de supervivencia o reclutamiento. Este



serd un paso importante en entender el rol que juegan parésitos que han co-
evolucionado con sus hospederos para integrarse en multiples ecosistemas.

El rol de las interacciones hospedero-parasito suelen ser ignoradas cuando
tratamos de esquematizar el funcionamiento de un ecosistema. Al igual que las
interacciones depredador-presa, el parasitismo es perjudicial para una de las especies
interactuantes. En el caso de los hemosporidios aviares, su prevalencia mundial y
persistencia en todos los biomas del planeta, los convierten en componentes
importantes en sus comunidades gracias a una larga historia evolutiva con sus
hospederos. La atencion gque estas interacciones estan recibiendo en la actualidad es un
paso firme en la comprensién completa de nuestros ecosistemas y de los diferentes
factores que pueden estar afectandolos.

De esta manera, es importante entender las variables que modulan las
prevalencias y tasas de infeccion, transmisién e inmunidad en poblaciones silvestres
para poder integrarlo en estrategias que apunten a la conservacion eficaz de la fauna

silvestre.
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