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1. Resumen

La perdiz roja (Alectoris rufa) es una especie de ave esteparia, de la peninsula ibérica, de gran
relevancia ecoldgica y cinegética. En las ultimas décadas, ha sufrido un notable descenso

poblacional.

En 2010, un brote de mortalidad en Andalucia, sur de Espaifa, afectd severamente a las
poblaciones de perdiz roja. Este brote fue causado por el virus Bagaza (BAGV), que volvio a ser

detectado en el afio 2019, siendo el ultimo brote reportado en 2021 en Espafia y en Portugal.

Los objetivos de este trabajo se centran en dos fincas ubicadas en Cadiz y han sido: (i)
identificar factores externos que podrian influir en la aparicidon de brotes de mortalidad por
BAGV en perdices rojas, (ii) detectar posibles especies reservorio del virus vy (iii) determinar la
proporciéon de perdices con anticuerpos frente a BAGV y otros Flavivirus tras el ultimo brote.
Para ello, se utilizaron un total de 234 sueros de perdices y 182 de otras aves silvestres, que
fueron sometidos a pruebas ELISA para permitir un seguimiento mas exhaustivo del virus.
También se empled el fototrampeo para conocer la riqueza especifica, observar interacciones

entre especies y contabilizar contactos directos entre especies silvestres y perdices rojas.

Los resultados mostraron una prevalencia de anticuerpos del 14.53% (34 de 234) en perdices y
del 2,20% (4 de 182) en otras aves silvestres. No se pudieron identificar con certeza los
factores externos que favorecen la aparicidon del BAGV, aunque se observé una estacionalidad
en la seroprevalencia de Flavivirus en otofio. Se obtuvo un bajo nimero de aves silvestres con
resultados positivos en la prueba ELISA, insuficiente para asegurar su contribucién a la
diseminacion del BAGV. La seroprevalencia en perdices mostrd una tendencia inversa entre las
dos fincas. Finalmente, se destacé la utilidad del fototrampeo para estudiar la probabilidad de

contacto entre especies y la riqueza especifica en comunidades bioldgicas.



2. Abstract

The red-legged partridge (Alectoris rufa) is a steppe bird species from the Iberian Peninsula,
with significant ecological and game value. In recent decades, it has experienced a notable

population decline.

In 2010, a mortality outbreak in Andalusia, southern Spain, severely affected red-legged
partridge populations. This outbreak was caused by the Bagaza virus (BAGV), which re-

emerged in 2019, with the latest outbreak reported in 2021 in both Spain and Portugal.

The objectives of this study, conducted on two estates in Cadiz, were: (i) to identify external
factors that might influence the occurrence of BAGV mortality outbreaks in red-legged
partridges, (ii) to detect potential reservoir species of the virus, and (iii) to determine the
proportion of partridges with antibodies against BAGV and other Flaviviruses following the
latest outbreak. To achieve this, a total of 234 serum samples from red-legged partridges and
182 from other wild birds were collected and subjected to ELISA testing, allowing for more
comprehensive monitoring of the virus. Camera trapping was also used to assess species
richness, observe interspecies interactions, and count direct contacts between wild species

and red-legged partridges.

The results showed an antibody prevalence of 14.53% (34 of 234) in partridges and 2.20% (4 of
182) in other wild birds. While external factors promoting BAGV outbreaks could not be
definitively identified, a seasonal pattern in Flavivirus seroprevalence was observed in autumn.
The low number of wild birds with positive ELISA results was insufficient to confirm their role
in BAGV dissemination. Seroprevalence in partridges showed an inverse trend between the
two studied estates. Finally, the usefulness of camera trapping was highlighted for studying

the probability of contact between species and species richness in biological communities.



3. Introduccion

3.1 La perdiz roja (Alectoris rufa)

La perdiz roja (Alectoris rufa) (Figura 1) es una especie de ave esteparia galliforme de la familia
Phasianidae que es originaria de Europa Occidental. Se encuentra principalmente en el sur de
Francia, la peninsula ibérica (Espafa y Portugal), algunas areas del norte de Italia, Cércega y el

oeste de Alemania (Blanco-Aguiar et al., 2003).

En cuanto a su habitat, la perdiz roja reside y se reproduce en gran variedad de entornos
caracterizados por poseer poco relieve, aunque con un marcado predominio en campos de
cultivo, pastizales, bosques de coscoja y prados costeros. Ocasionalmente, también se
encuentra en areas arenosas y montafiosas que se elevan por encima de la linea del bosque

(Svensson et al., 2010).

La perdiz roja, ademas, cuenta con diferentes subespecies descritas, entre las cuales dos se
encuentran presentes en Espafia: Alectoris rufa hispanica y Alectoris rufa intercedens. La
primera se localiza principalmente en el norte y oeste de la peninsula ibérica. Por otro lado,
Alectoris rufa intercedens predomina en el este y sur de la peninsula ibérica, asi como en el
archipiélago balear. Estas subespecies presentan ligeras variaciones en su morfologia y
comportamiento adaptadas a sus respectivos habitats, pero ambas contribuyen a la diversidad

y riqueza de la fauna espafiola (Blanco-Aguiar et al., 2003).

Asi mismo, cabe mencionar su histérica y exitosa introduccién en Reino Unido y los
archipiélagos de Azores y Madeira (Farfan et a/ 2022). En la peninsula ibérica, el papel de la
perdiz roja cobra especial importancia debido a que es una de las aves esteparias mas
emblematicas asentadas en el pais, asi como por su importancia en el ambito ecoldgico y
cinegético, siendo considerada la reina de la caza menor en el territorio espafiol (Arroyo et al.,

2022).

Actualmente, segun el libro rojo de especies amenazadas de la Unidn Internacional para
Conservacién de la Naturaleza (UICN), la perdiz roja se encuentra clasificada como “Near
threatened” (“Casi amenazada”), debido a que la poblacién ha descendido en un 20-29%

(Birdlife International, 2020).



Son varias las causas responsables de esta regresion poblacional, (Buenestado Malfeito, 2018)
describe con detalle varias de estas causas:

- El cambio en el uso del suelo de sus habitats
La intensificacion de la actividad agricola supone una pérdida de cobertura vegetal que
afecta tanto a la nidificacién de esta especie, como al aumento de la tasa de
depredacion.

- Depredacién y control de depredadores
La perdiz roja es presa de la depredacion en todas las etapas de su ciclo vital,
destacando la fase incubacion. Conviene destacar la presencia de depredadores
oportunistas, tales como zorros, perros y urracas, que atacan nidos de perdiz roja. El
control de estos depredadores reduce la tasa de depredacion de especies vulnerables
como la perdiz roja.

- Enfermedades de etiologia diversa.
La mayor parte de informacién sobre las enfermedades descritas en perdices rojas
provienen principalmente de individuos de granja, ya que hay escasa informacidn
procedente de poblaciones silvestres debido, entre otras razones, a su limitada
distribucidon global. Entre dichas enfermedades, destacan principalmente las de
etiologia virica, como la viruela aviar (Buenestado Malfeito, 2018), en la que cobra un
gran papel la presencia de mosquitos por ser vectores mecanicos en la transmisién del
virus. En el caso de las de etiologia bacteriana predomina la colibacilosis (Diaz-Sanchez
et al., 2013), una patologia de las mas frecuentes y que mas nimero de bajas causa en
granjas. En cuanto a las enfermedades de etiologia parasitaria, son predominantes las
infestaciones por protozoos como los coccidios, que provocan elevada mortalidad y

morbilidad (Revilla et al., 2007).

Figura 1. Perdiz roja (Alectoris rufa). Imagen cedida por Raquel Mansilla Cerdan.
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3.2 Virus Bagaza (BAGV)

En agosto del afio 2010, acontecié en la provincia de Cadiz, en el sur de Espafia, un brote de
mortalidad alarmante que azotd gran parte de las poblaciones de perdiz roja de la zona. Este
brote fue causado por un virus perteneciente al género OrthoFlavivirus (Postler et al., 2023),
no detectado en la peninsula ibérica hasta ese momento, que recibe el nhombre de virus

Bagaza (BAGV, del inglés Bagaza virus) (Aglero et al., 2011).

El virus Bagaza (BAGV) fue aislado por primera vez en Africa en 1966, en el distrito del que
recibe su nombre (Digoutte, 1978). Se trata de un virus ARN perteneciente a la familia
Flaviviridae, que también alberga otros virus notorios, como son el Virus del Nilo Occidental
(WNV, del inglés West Nile virus), y los virus Usutu (USUV, del inglés Usutu virus), Dengue y
Zika (Benzarti et al., 2019). A su vez, se trata de un patdgeno que se encuadra dentro de los
arbovirus, debido a que su principal via de transmisiéon es mediante vectores (Moureau et al.,

2007).

Antes de profundizar Unicamente en este virus, es oportuno explicar la taxonomia que hace
qgue pueda encuadrarse dentro del género OrthoFlavivirus y que, por tanto, presente tantas

similitudes con otros virus mas conocidos.

Moureau et al. (2015) dividen filogenéticamente esta familia en tres principales grupos de
acuerdo con las rutas de transmisidn llevadas a cabo para los virus que forman parte de ellas

(Figura 2):

- Los virus transmitidos por artrépodos, tanto mosquitos como garrapatas, transmitidos
horizontalmente mediante picadura a otros hospedadores vertebrados.

- Flavivirus transmitidos por vectores aln desconocidos.

- Los que tienen su ciclo Unica y especificamente en insectos, es decir, Flavivirus que

Unicamente pueden replicarse en los insectos.
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Figura 2. Filogenia de secuencias parciales conservadas de genes que codifican una proteina no

estructural presente en diversas cepas representativas de la familia Flaviviridae (Benzarti et al., 2019).

Por su parte, estos virus pueden clasificarse desde un punto de vista seroldgico en dos grandes
grupos: el serocomplejo de la encefalitis japonesa, que se incluye el virus de la encefalitis
japonesa (JEV, del inglés Japanese encephalitis virus), el virus de la fiebre del Nilo (WNV), o el
virus Usutu (USUV); y el serocomplejo Ntaya (Benzarti et al., 2019). El virus Bagaza se encuadra
seroldgicamente dentro de este Ultimo, al que también pertenece el virus de la
meningoencefalomielitis del pavo de Israel (ITV, del inglés Israel turkey meningoencephalitis
virus), entre otros, siendo este Ultimo de caracteristicas notablemente similares al virus Bagaza

y filogenéticamente idénticos (Braverman et al., 2003); Fernandez-Pinero et al., 2014).

El BAGV es un patdgeno emergente en Europa, capaz de causar enfermedad y mortalidad en
aves silvestres, tal y como se documentd por primera vez en el brote ocurrido en Espafia en
2010 (Agliero et al., 2011). A raiz de entonces, se observé que este virus afectaba a especies

de caza menor como la perdiz roja y el faisdan comun (Phaisanus colchicus), y en menor medida



a la paloma torcaz (Columba palumbus). No obstante, la perdiz roja fue la especie
notablemente mas afectada que las otras (Gamino et al.,, 2012). Entre la sintomatologia
presente en las especies afectadas, resaltan principalmente signos de caracter neuroldgico,
tales como incoordinacién, pérdida de capacidad para volar, debilidad y ceguera. En cuanto a
la patogenia en dichas especies, Gamino (2013) explica cémo el BAGV presenta un amplio
tropismo celular en perdices, dirigiéndose a diferentes tipos de células del organismo, aunque
con especial predileccidn por el endotelio capilar. En el caso de los faisanes, se observa un
tropismo neuroldgico especifico, mientras que, en las palomas, solo unas pocas células
endoteliales de los capilares esplénicos presentaban antigeno del BAGV.

Algunos estudios experimentales y la observacidon de brotes han revelado que las tasas de
mortalidad en las poblaciones de perdiz roja atribuidas a la accion del virus Bagaza oscilan

entre el 23% y el 30%. (Llorente et al., 2015; Garcia-Bocanegra et al., 2012).

El BAGV habia sido aislado anteriormente, a su vez, en India, en el afo 1996. En este pais,
durante un brote de encefalitis japonesa en humanos reportado en distritos del estado de
Kerala, se detectaron anticuerpos neutralizantes del virus BAGV en el 15% de la poblacién
humana afectada. Esta deteccién de anticuerpos sugiere, por tanto, que los humanos han
estado expuestos a este virus, no obstante, su patogenicidad aln es incierta (Bondre et al.,

2009).

Después del brote en 2010 (Gamino et al., 2012), dicho patdgeno se registré6 de nuevo en
Espafia en el afo 2019 (Hofle et al., 2022) y también en 2021, momento en el que también se
extendio a Portugal (Queirds et al., 2022) causando igualmente un aumento sustancial de la

mortalidad en sus poblaciones de perdiz roja.

Aungue el método por el que llegd el BAGV a Espafia sigue siendo desconocido, su secuencia
genética presenta una marcada similitud con la cepa encontrada en Africa y, en menor
medida, con la detectada en la India (Agliero et al., 2011). Esto sugiere la posibilidad de que
haya sido introducido por aves migratorias procedentes de Africa (Garcia-Bocanegra et al.,

2012).

La propagacidon del BAGV generalmente se produce mediante la picadura de mosquitos del
género Culex spp, vectores culicoides en los que se aislé en primera instancia el virus en Africa.
No obstante, se ha demostrado de manera experimental que también puede haber una

transmision directa entre las perdices rojas, de manera que las aves pueden infectarse entre si
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sin la necesidad de la intermediacidn de los mosquitos (Llorente et al., 2015) (Figura 3). De
este modo, probablemente las perdices infectadas puestas en estrecho contacto con otras
sanas hubieran adquirido la infeccidn a través de ruta oral-oral o mediante picoteo de piel y
plumas. Ademas, existe la posibilidad de una transmisién indirecta a través de elementos

contaminados, como el agua potable o los alimentos.

Cambios dinamica
poblaciones vectores

/

R

Cambio Climatico \

¥

> 4‘:“’ /7 \

Dead-end hosts

Cambios uso del & \',\ P =l Gl N Nuevos vectores
suelo E&\ ; ﬁ \ Culexspp. | | Sewual life cycle \\ }
H / L
/ V Cambio capacidad
Gametocytes SROIETONeS vectorial vectores
in blood cells Asexual life cycle

\
Manejo perdiz roja ' ﬁi
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; .\ ¥ Jl |
i g \ \/ Genotipo
' Direct contact Erythrocytic Exoerythrocytic ‘ Plasmodium
Introduccion BAGV ' awm transmission merogony )\ merogony

Bagaza Virus Plasmodium spp.

Figura 3. Ciclo de transmision del BAGV en la perdiz roja junto con los factores que pueden modular y

favorecer su transmisién (Imagen cedida por el IREC).

Se han descrito en perdices casos de coinfeccion del BAGV junto con Plasmodium spp.,
pardsito que ocasiona la malaria aviar, ocasionando una infeccidn simultdnea en el mismo
hospedador por parte de ambos patdgenos (Hoffle et al., 2022) (Figura 2). No obstante,
aunque ambos patégenos comparten el mismo tipo de vectores para su transmision en las
aves, la relacion y el tipo de interacciones entre Flavivirus y Plasmodium spp. en los mosquitos
que se alimentan de aves y en sus huéspedes aviares no estan claros, y la informacion

disponible hasta la fecha es contradictoria (Medeiros et al., 2014).

4. Justificacidon y objetivos

El interés que ha impulsado la realizacion de este trabajo se extiende a partir de una
perspectiva investigadora con el propdsito de conocer un nuevo patdégeno emergente
presente en la peninsula ibérica, asi como del efecto que produce en su hospedador diana, la
perdiz roja. Este enfoque se justifica por el papel emblematico que desempefia esta especie no
solo en el ambito cinegético, sino también en el desequilibrio ecolégico que puede suponer el

declive poblacional de la misma.



Los objetivos planteados para este trabajo fueron:

(1 Identificar los factores externos que pueden determinar la aparicién de brotes de
mortalidad por el virus Bagaza en las poblaciones de perdices afectadas en el sur
de Cadiz con poblaciones autdctonas de perdiz roja.

(1 Detectar posibles especies reservorio de mantenimiento del virus.

(1 Determinar y cuantificar qué proporcién de perdices en una poblacién afectada
presentan anticuerpos frente al virus Bagaza y frente a otros Flavivirus después del

ultimo brote de 2021.

5. Metodologia

Este estudio se engloba dentro del proyecto denominado "Estudio de factores implicados en la
aparicion de brotes causado por coinfeccion entre virus Bagaza y malaria aviar en perdiz roja y
de la eficacia de medidas de manejo para su mitigacion" (Registro CEEA: PR-2022-11),
informado favorablemente por la Comisién Etica para la Experimentacién Animal de la
Universidad de Castilla-La Mancha y autorizado por la direccién general de sostenibilidad y

economia azul de la Junta de Andalucia.

5.1. Busqueda bibliografica

Durante el desarrollo de este trabajo, se han utilizado buscadores especificos para recopilar
informacidn, tales como Alcorze, PubMed, NCBI y Google Scholar. Para ello, se han buscado

criterios y palabras especificas como: “BAGV”, “Flavivirus” y “Alectoris rufa”.

5.2. Area de estudio

El estudio tuvo lugar durante el periodo de tiempo comprendido entre los aifios 2022 y 2023,
en dos fincas cinegéticas situadas al sur de la provincia de Cadiz, en Andalucia (Figura 4),
donde gestionan de manera intensiva poblaciones autéctonas de perdiz roja. Esta region
destaca por su clima mediterrdaneo, que se caracteriza por inviernos suaves y himedos, asi
como veranos calurosos y secos, a menudo acompafiados de periodos de sequia, y que supone

un habitat idoneo para la reproduccion de aves esteparias como son las perdices.

En la primera de las dos fincas en cuestion, E/ Pedroso (36° 31’ 19.4” N; 5° 59’ 12" W),
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predomina el monte bajo, la actividad agricola, con cultivos de cereales y arboles frutales y
ademas hay presencia de ganado vacuno. Por otro lado, los terrenos de la otra finca, Alqueria
(36° 25’ 03” N; 5° 50’ 15” W) incluyen olivares y pastizales, pero mayormente estan

dominados por monte mediterraneo medio y alto.

Figura 4. Mapa del area de estudio donde se representa la ubicacién de las dos fincas cinegéticas de

perdiz roja en el sur de Cadiz (marcador amarillo: finca £/ Pedroso; marcador azul: finca Alqueria).

La seleccion de estas dos fincas como areas de estudio tiene su justificacion en que en la finca
El Pedroso se detecté una mortalidad anormal de perdices en 2021, que se atribuyd a un brote

de BAGV, mientras que en la finca Alqueria no se detecté mortalidad.

5.3. Captura de aves y toma de muestras

Con el fin de obtener una muestra significativa de perdices y de otras especies de aves
silvestres que frecuentan ambas fincas, se procedié a la captura de estas. El muestreo se
realizd durante los afios 2022 y 2023. La captura de las perdices se llevé a cabo mediante
jaulas cebadas. Asi mismo, se aprovecharon para el estudio y muestreo perdices cazadas en los
ojeos por el personal propietario de las fincas. Por otro lado, para el muestreo de las aves

silvestres se empled el uso de redes japonesas verticales, siguiendo el método descrito por
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Dunn y Ralph (2004), llevado a cabo al amanecer y/o atardecer.

La identificacién de cada ave (Anexo 1) se realizé de manera exhaustiva a nivel de especie, se
determind su sexo y se tomaron datos biométricos (longitud de tarso, peso del animal), grados
de engrasamiento y muscular, con posterior colocacién de anilla metdlica para su

identificacion siguiendo el esquema EURING.

Se obtuvieron muestras de sangre (0,2 ml) de la vena yugular empleando jeringas y agujas
estériles de 30G. Posteriormente, la sangre fue transferida en recipientes estériles que
contenian heparina de litio como anticoagulante. Cada muestra sanguinea fue sometida a
centrifugacion a 6000 rpm para separar el plasma y las células sanguineas. El plasma, a su vez,

se separod en alicuotas y se congeld a -202C para su analisis posterior.

5.4. Analisis laboratorial

Las muestras de plasma obtenidas fueron sometidas a un proceso de inactivacidon durante 30
minutos a 562C y se llevd a cabo un andlisis seroldgico con el fin de determinar anticuerpos
frente a Flavivirus con reacciones cruzadas. Para ello, utilizando 10 pl de plasma se realizd un
ensayo de inmunoadsorcién enzimatica de bloqueo multiespecie comercial (ELISA; Ingezim
West Nile Compac 10.WNV.K.3, Ingenasa, Madrid, Espafia), que emplea como antigeno el

WNYV inactivado.

5.5. Fototrampeo

Se instalaron un total de 33 camaras de fototrampeo (Strike Force HD Pro-X) en comederos y
bebederos de ambas fincas. En la finca El pedroso se instalaron 19 (9 camaras durante el
verano de 2022 y 10 cdmaras durante el invierno de 2023). En la finca Alqueria, se instalaron
14 camaras (4 cdmaras durante el verano de 2022, mientras que en invierno de 2023 fueron

colocadas 10 camaras).

Las camaras se instalaron a una distancia de 1 - 5 metros de comederos y bebederos existentes
en las fincas, a una altura de 0,5 y hasta 1 metro (Figura 5). Las cdmaras fueron orientadas
hacia el norte con el fin de evitar imagenes sobreexpuestas por la luz solar. En la instalacion de

estas, se aprovechd la vegetacion cercana, como arboles y piedras para colocarlas. Las cdmaras
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fueron programadas para capturar imagenes tanto de dia como de noche de manera continua,
con un nivel medio de sensibilidad. Asi mismo, cada cdmara fue configurada para tomar 4
fotos seguidas con un periodo de inactivacion de 5 minutos, siendo activada mediante

sensores de movimiento y de gradiente de calor al detectar presencia de individuos.

316 02/19/2023 09:29:53AM

Figura 5. Imagen obtenida por una cdmara de fototrampeo, enfocando un bebedero ubicado en la finca

El Pedroso.

El empleo de camaras con sensores de movimiento permite capturar material fotografico de
gran utilidad con el fin de obtener imagenes de especies que pasan por la zona donde la
camara se encuentra posicionada. El uso de la técnica de fototrampeo nos permite,

principalmente:

n Conocer la riqueza de especies que utilizan los comederos y bebederos.

(m Observar como diferentes especies interactlian en torno a los comederos vy
bebederos. Esto aporta informacidn detallada acerca de sus patrones mas claros
de actividad, interacciones directas y dinamica de la comunidad de animales en
ese entorno. Para determinar qué especies de aves silvestres o mamiferos pueden
compartir espacio o coincidir temporalmente con las perdices capturadas por las
camaras trampa, como base para comprender la posible transmisién del BAGV.

(1 Contabilizar los contactos directos de especies silvestres con perdiz roja para cada
zona de estudio, es decir, ver qué especies interaccionan de manera directa con la

perdiz.
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Con el fin de tener todos los datos organizados para su posterior andlisis, se registraron todas
las especies animales avistadas en archivos de Excel individuales para cada camara. Cada
archivo Excel mantenia la misma estructura, recopilando: finca de procedencia, nUmero de
camara, numero de imagen y nombre de la especie observada (asi como el nimero de

individuos detectados en esa misma imagen).

El nimero de dias que cada cdmara ha estado en funcionamiento nos permitido obtener la
operatividad de estas. La operatividad permite saber el tiempo que ha estado en
funcionamiento cada cdmara de fototrampeo. Este parametro, a su vez, fue de gran utilidad
para calcular la abundancia relativa (A.R.), a partir del cociente entre el conteo de cada especie
y la operatividad total de las cdmaras en cada finca. La abundancia relativa aporta informacion
sobre la proporcién que una especie particular representa respecto al conjunto total de

individuos en una comunidad.

Se calculd en cada finca y en cada época de estudio que se empleé el fototrampeo (verano de
2022 e invierno de 2023) el indice de Shannon (H’). El empleo de este indice resulta de gran
utilidad, ya que permite obtener la diversidad especifica de ambas fincas. Asi mismo, nos ha
permitido comparar la diversidad de especies obtenida en cada finca con el efecto de la teoria
de la dilucidn, la cual sugiere que una mayor biodiversidad en una comunidad puede reducir la

prevalencia de enfermedades infecciosas (Ostfeld y Keesing, 2000).

Asi mismo, se calculd el nimero de contactos directos de aves silvestres con las perdices rojas
en total. A su vez, se obtuvo el ritmo de actividad de la perdiz con las aves silvestres mas
abundantes, para obtener informacidon del grado de solapamiento de una especie silvestre con
la perdiz roja. Esto nos permite decir que ambas especies puedan tener cierto contacto directo

entre si en algin momento del dia.

5.6. Analisis estadistico

En este estudio se han obtenido, por una parte, datos de seroprevalencia resultante de los
ELISAS, y por otro, datos de captura (visual) de individuos mediante el uso de fototrampeo.
Con estos datos se han realizado pruebas de Chi-cuadrado con el fin de comparar las
seroprevalencias entre fincas en los diferentes afios (2022 y 2023) y estaciones (verano, otofio,
invierno) en las que ha tenido lugar el estudio. Para ello, se han tenido en cuenta diferentes

variables, tales como el aflo y mes de muestreo, finca de procedencia, de manera separada en
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perdices de las otras especies de aves silvestres capturadas. Para el calculo de valores
significativos o no significativos mediante las pruebas chi-cuadrado se utilizd el programa

online WinEpi 2.0 aceptando un nivel de confianza del 95%.

6. Resultadosy discusion

6.1. Captura de aves y toma de muestras

Durante los muestreos llevados a cabo durante 2022 y 2023, se obtuvo una muestra total de
234 perdices, 159 procedian de la finca E/ Pedroso, siendo 117 de ellas cazadas y 42 capturadas
en jaulas. En la finca Alqueria se obtuvo un total de 75 perdices, de ellas 21 fueron cazadas y
54 capturadas en las jaulas. Por tanto, en total se obtuvieron 138 perdices de caza y 96

perdices fueron capturadas para el muestreo (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de perdices muestreadas segun el tipo de método de muestreo.

Finca Afio Mes N.2deperdices | rpa)
Cazada | Capturada
Agosto 0 21 21
2022 Octubre 55 0 55
Noviembre 25 10 35
El Pedroso Enero 0 11 11
2023 Octubre 22 0 22
Noviembre 15 0 15
117 42
Agosto 0 26 26
2022 Octubre 7 0 7
Alqueria Noviembre 14 15 29
2023 Enero 0 13 13
21 54
TOTAL 234

Del total de 182 aves silvestres capturadas con red japones esa, 103 procedian de E/ Pedroso y
79 de Alqueria (Tabla 2). En El Pedroso se capturd un total de 18 especies diferentes, mientras

que en Alqueria se capturé menor diversidad, un total de 15 especies.

En el afio 2022, la especie capturada con mayor frecuencia en la finca El Pedroso, fue el
jilguero europeo (Carduelis carduelis) (19 jilgueros europeos de 45 ejemplares), mientras que

en la finca Alqueria resulté ser la tértola europea (Streptopelia turtur) (8 ejemplares de 17),
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una especie migratoria transahariana. En el afio 2023, la curruca capirotada fue la especie mas
frecuentemente capturada en ambas fincas: 20 ejemplares de 58 en la finca E/ Pedroso y 21 de

62 en la finca Alqueria.

El tener mayor frecuencia de unas especies en vez de otras en cada finca tiene su explicacion
en que, al ser la finca El Pedroso predominantemente agricola la zona esta frecuentada por
especies ligadas a estos ecosistemas, como ocurre con el jilguero europeo o el escribano

triguero (Emberiza calandra).

Tabla 2. Aves silvestres muestreadas mediante red japonesa en las dos fincas estudiadas durante los dos

anos de estudio.

Especie El Pedroso Alqueria TOTAL
2022 | 2023 2022 2023

Abubilla comun (Upupa epops) 1 0 0 0 1
Cogujada comun (Galerida cristata) 2 0 0 0
Cogujada montesina (Galerida theklae) 0 0 0 1 1
Curruca cabecinegra (Sylvia melanocephala) 2 2 5 9 18
Curruca capirotada (Sylvia atricapilla) 0 20 0 21 41
Curruca zarcera (Sylvia communis) 0 0 0 1 1
Escribano triguero (Emberiza calandra) 9 0 0 0 9
Faisan comun (Phasianus colchicus) 2 0 0 0 2
Gorrién comun (Passer domesticus) 0 4 0 0 4
Gorrién moruno (Passer hispaniolensis) 1 9 0 2 12
Jilguero europeo (Carduelis carduelis) 19 1 0 0 20
Lavandera blanca (Motacilla alba) 0 1 0 0 1
Mirlo comun (Turdus merula) 0 0 0 1 1
Petirrojo europeo (Erithacus rubecula) 0 2 0 1 3
Pinzon vulgar (Fringilla coelebs) 0 0 0 2 2
Ruisefior bastardo (Cettia cetti) 0 2 0 0 2
Ruisefior comun (Luscinia megarhynchos) 2 4 2 8 16
Serin verdecillo (Serinus serinus) 2 2 0 6 10
Tarabilla comun (Saxicola rubicola) 2 5 2 0 9
Tértola europea (Streptopelia turtur) 0 0 8 0 8
Verderdn comun (Chloris chloris) 3 3 0 5 11
Zarcero comun (Hippolais polyglotta) 0 2 0 4 6
Zorzal comun (Turdus philomelos) 0 1 0 1 2

TOTAL 45 58 17 62 182
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6.2. Serologia

En la perdiz roja se detectd una seroprevalencia de 13,29% (23 positivas de 173) en el afio
2022 y de 18,03% (11 positivas de 61) en el aifio 2023. En el aifio 2022 la seroprevalencia fue
parecida en ambas fincas: 13,51% (15 positivas de 111) en El Pedroso y 12,90% (8 positivas de
62) en Alqueria. En el afio 2023, sin embargo, fue marcadamente diferente; en la finca E/
Pedroso la seroprevalencia aumentod al 20,83% (10 positivas de 48), en cambio, en la finca

Alqueria disminuyd al 7,69% (1 positiva de 13) (Figura 6).
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Figura 6. Proporcion de perdices con anticuerpos frete a Flavivirus en ambas fincas de estudio en los

periodos de muestreo de la temporada 22/23.

Para las variables “Seroprevalencia en perdices” y “Afio” la prueba Chi-Cuadrado no mostré

una asociacion significativa (p = 0,5991).

Cuando analizamos los datos por estaciones se observé mayor seroprevalencia en perdices de
ambas fincas en otofio que en verano e invierno. La seroprevalencia obtenida en otofio fue
20,24% (17 positivas de 84), notablemente aumentada frente a la obtenida en verano que fue

4,26% (2 positivas de 45) (Figura 7).

La prueba de Chi-cruadrado mostré una asociacién significativa entre las variables

“Seroprevalencia en perdices” y “Epoca” (X2 = 6,199; gl = 2; p = 0,0451).

17



25

(7]
L
o 20,24%
2 20
L
[
2
o 14,56%
< 15
o
2
L
—
< 10
>
Ll
&
o ¢ 4,26%
[~
wl
(7]
X

0

Verano Otofio Invierno
EPOCA

Figura 7. Seroprevalencia de Flavivirus en perdices de ambas fincas segun estacidn del afio (verano,

otofo e invierno).

En cuanto a las otras especies de aves silvestres, cuatro ejemplares de las 182 capturadas
presentaban anticuerpos frente a Flavivirus, siendo tres de ellos capturados en Alqueria en
2022, que corresponden a dos tértolas europeas y una curruca cabecinegra (Sylvia
melanocephala). El otro ejemplar positivo procedente de E/ Pedroso se trataba de un ruisefor
comun (Luscinia megarhynchos), capturado asi mismo en 2022.Estas especies seropositivas en
la prueba ELISA son especies migradoras que invernan en Africa y, por tanto, podria tratarse

de WNV, de BAGV o USUV.

Por tanto, observamos mayor seroprevalencia frente a Flavivirus en perdices (14,53%) que en
otras especies de aves silvestres (2,20%) (Figura 8). Con este resultado se demostré en la
prueba Chi-Cuadrado que las variables “Seroprevalencia” y “Especies muestreadas” se

encuentran significativamente asociadas (X2 = 18,622; gl = 1; p < 0,0001).
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Figura 8. Comparacion de seroprevalencias obtenidas en perdices y en otras aves silvestres en las dos

fincas de estudio.

6.3. Fototrampeo
De ambas fincas se obtuvo un numero total de 220014 imagenes (Tabla 3). Un total de 81491

imagenes (tanto en verano de 2022 como en invierno de 2023) procedian de la finca E/

Pedroso. 1388523 imdgenes se obtuvieron de Alqueria en ambas épocas de estudio.
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Tabla 3. NUmero de imagenes obtenidas de cada cdmara ubicada en las dos épocas de estudio (verano

2022 e invierno 2023) en ambas fincas del area de estudio

Finca Epoca N.2 camara | N.2 imagenes /camara
3 4623
Verano 2022 1 12255
72 3211
86 15792
32 974
36 4668
El Pedroso 9 E20/2
49 7548
Invierno 61 4825
2023 74 773
77 5318
89 7797
104 4149
116 4286
Total 81491
44 2203
50 3721
61 19998
111 16662
Verano 2022 116 13229
119 7687
128 5230
132 774
134 8330
Alqueria / 11506
38 4124
65 4394
108 7874
Invierno 118 10059
2023 123 8345
125 2114
135 3758
138 1172
178 7343
Total 138523
TOTAL 220014
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Operatividad

Se calculé la operatividad de las camaras de fototrampeo en cada época de estudio y en ambas

fincas (Tabla 4).

Tabla 4. Operatividad individual y total de las cdmaras colocadas en cada finca durante cada estacién y

afo del estudio.

Operatividad
Finca Epoca N2 camara | Dias | Total (dias)

44 7
50 10
61 30
111 32

Verano 2022 116 37 264
119 37
128 37
132 37
134 37
Alqueria 7 22
38 22
65 22
108 18

Invierno 2023 118 22 221
123 22
125 22
135 22
138 22
172 27
3 31

Verano 2022 1 31 137
72 31
86 44
32 12
36 24
El Pedroso 46 16
49 24

Invierno 2023 61 24 220
74 24
77 24
89 24
104 24
116 24
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Rigueza de especies y abundancia relativa

Mediante las cdmaras de fototrampeo ubicadas en ambas fincas, se ha podido estimar la
riqueza especifica de cada finca contando el nUmero de especies de aves avistadas en cada
finca. La finca El Pedroso presentdé una mayor riqueza especifica (nUmero de especies = 32) con

respecto a Alqueria (nimero de especies = 27) (Tabla 5).
Asi mismo, se ha obtenido el conteo total de cada especie, asi como su abundancia relativa. En
ambas fincas, la perdiz roja fue la especie con mayor nimero de conteo obtenido (resultando

4339 en El Pedroso y 29526 en Alqueria), seguida de la curruca capirotada.

La especie con mayor abundancia relativa (A.R.) en ambas fincas fue la perdiz roja siendo la

finca Alqueria (A.R. = 112.82) mas abundante en perdices que El Pedroso (A. R. = 28.70).
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Tabla 5. Tabla comparativa de ambas fincas segun riqueza especifica, conteo y abundancia relativa.

El Pedroso Alqueria
Especie Abundancia Abundancia
Presencia | Conteo relativa Presencia | Conteo relativa

Abubilla comun (Upupa epops) si 6 0,04 si 1 0,00
Aguila real (Aquila chrysaetos) no 0 0,00 si 8 0,04
Alcaravan comun (Burhinus oedicnemus) si 13 0,08 no 0 0,00
Alcauddn comun (Lanius senator) no 0 0,00 si 2 0,01
Azor comun (Accipiter gentilis) si 2 0,01 no 0 0,00
Buho real (Bubo bubo) si 4 0,03 si 84 0,32
Carabo comun (Strix aluco) si 25 0,18 si 21 0,10
Carbonero comun (Parus major) si 65 0,47 no 5 0,02
Carricero comun (Acrocephalus scirpaceus) si 1 0,01 si 14 0,05
Ciguefiuela comun (Himantopus

himantopus) si 2 0,01 no 0,00
Cogujada comun (Galerida cristata) si 10 0,07 no 0 0,00
Colirrojo real (Phoenicurus phoenicurus) no 0 0,00 si 18 0,07
Colirrojo tizdon (Phoenicurus ochruros) si 7 0,03 si 191 0,86
Curruca cabecinegra (Sylvia melanocephala) si 266 1,40 si 595 2,42
Curruca capirotada (Sylvia atricapilla) si 3052 13,87 si 18242 82,54
Estornino negro (Sturnus unicolor) si 155 1,13 no 0 0,00
Faisan comun (Phasianus colchicus) si 536 3,53 no 0 0,00
Gorrion comun (Passer domesticus) si 439 2,54 si 40 0,18
Jilguero europeo (Carduelis carduelis) si 21 0,14 si 228 0,90
Lavandera blanca (Motacilla alba) si 1 0,00 si 2 0,01
Mirlo comun (Turdus merula) si 993 6,35 si 86 0,33
Mosquitero comun (Phylloscopus collybita) si 32 0,15 si 24 0,11
Paloma torcaz (Columba palumbus) si 108 0,73 si 194 0,79
Perdiz roja (Alectoris rufa) si 4339 28,70 si 29526 112,82
Petirrojo europeo (Erithacus rubecula) si 1896 8,62 si 918 4,15
Pinzon vulgar (Fringilla coelebs) si 56 0,25 si 360 1,63
Pito real (Picus viridis) si 6 0,04 si 30 0,11
Rabilargo ibérico (Cyanopica cooki) si 2 0,01 no 0 0,00
Ruisefior comun (Luscinia megarhynchos) si 1 0,01 si 3 0,01
Serin verdecillo (Serinus serinus) si 7 0,04 si 41 0,16
Tarabilla europea (Saxicola rubicola) si 5 0,03 si 47 0,19
Tortola europea (Streptopelia turtur) si 760 5,55 si 28 0,11
Verderén comun (Chloris chloris) si 401 2,18 si 1238 5,26
Zarcero comun (Hippolais polyglotta) si 7 0,05 si 41 0,16
Zorzal comun (Turdus philomelos) si 972 4,42 si 2038 9,22

Riqueza especifica 32 27
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indice de Shannon (H’)

El indice de Shannon ha resultado mayor en la finca El Pedroso que en Alqueria. En El Pedroso
se ha obtenido un H’ < 1.5 tanto en verano como en invierno. En Alqueria, sin embargo, se ha
obtenido un H’ < 0.5 en verano y en invierno H = 1. (Figura 9), lo que supone una mayor

diversidad de especies en la finca E/ Pedroso.
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Figura 9. indice de Shannon (H’) obtenido en ambas fincas y en ambas épocas de estudio. (V = Verano; |

= Invierno).

Segln la teoria de la dilucién (Ostfedl y Keesing, 2000) habriamos esperado menor
seroprevalencia de Flavivirus en las perdices en la finca con menor diversidad de especies, sin
embargo, aqui ha sucedido lo contrario. Si bien es cierto que en el ambito del Parque Nacional
de Dofiana se ha constatado un resultado similar que contradice la teoria de la dilucién, que
dice que a mayor diversidad menos dispersién menor prevalencia de patégenos, es similar a lo

hallado por Ferraguti et al., (2021) en Dofiana.

Contactos directos con perdiz roja

Se ha evidenciado que, especies como la curruca capirotada, el petirrojo europeo (Erithacus
rubecula), la paloma torcaz y tdrtola europea, han tenido mayor contacto directo con perdices

en ambas fincas en comparacion con otras especies (Tabla 6).
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Tabla 6. Contactos directos con perdiz roja de cada especie registrada, en cada finca y en cada época de

estudio.
Contactos directos con perdiz roja
Especie Finca El Pedroso Finca Alqueria
Verano Invierno Verano Invierno

2022 2023 2022 2023
Abubilla comun (Upupa epops) 0 0 1 0
Alcaravan comun (Burhinus oedicnemus) 0 0 0 0
Carricero comun (Acrocephalus scirpaceus) 0 0 0 0
Colirrojo tizén (Phoenicurus ochruros) 0 0 0 1
Colirrojo real (Phoenicurus phoenicurus) 0 0 1 0
Curruca cabecinegra (Sylvia melanocephala) 0 1 0 0
Curruca capirotada (Sylvia atricapilla) 0 135 0 228
Faisan comun (Phasianus colchicus) 4 0 0 0
Mosquitero comun (Phylloscopus collybita) 0 0 0 0
Paloma torcaz (Columba palumbus) 10 1 52 2
Petirrojo europeo (Erithacus rubecula) 0 138 0 26
Tarabilla europea (Saxicola rubicola) 0
Tortola europea (Streptopelia turtur) 124 0 15 0
Zarcero comun (Hippolais polyglotta) 1 0 0 0
Zorzal comun (Turdus philomelos) 0 81 0 39
Total 139 356 72 296

Solapamiento de actividad temporal

En la finca El Pedroso, durante el verano de 2022 la especie con mayor porcentaje de
solapamiento de actividad temporal con la perdiz roja resultd ser la tértola europea (81.45%);
en invierno de 2022/2023, sin embargo, la especie con mayor solapamiento fue el petirrojo
europeo (87.65%). En la finca Alqueria, los resultados obtenidos fueron notablemente
diferentes con respecto a la otra finca: en verano de 2022 la especie que presentd mayor
porcentaje de solapamiento fue la tarabilla europea (Saxicola rubicola) (78.19%); mientras que

en invierno de 2022/2023 fue la paloma torcaz (70.55%) (Tabla 7).
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Tabla 7. Solapamiento de actividad temporal de cada especie registrada respecto a la perdiz roja, en
cada finca y en cada época de estudio.

Solapamiento de actividad temporal (%)
Especie Finca El Pedroso Finca Alqueria
Verano Invierno Verano Invierno
2022 2023 2022 2023
Abubilla comun (Upupa epops) 69,80% 0 NA 0
Alcaravan comun (Burhinus oedicnemus) 1,18% 0 0 0
Carricero comun (Acrocephalus scirpaceus) 0 0 58,34% 0
Colirrojo tizén (Phoenicurus ochruros) 0 0 0 62,73%
Colirrojo real (Phoenicurus phoenicurus) 0 0 55,01% 0
Curruca cabecinegra (Sylvia melanocephala) 0 54,65% 0 0
Curruca capirotada (Sylvia atricapilla) 0 84,31% 0 64,63%
Faisan comun (Phasianus colchicus) 0 87,47% 0 67,83%
Mosquitero comun (Phylloscopus collybita) 0 70,18% 0 0
Paloma torcaz (Columba palumbus) 69,21% 75,92% 69,51% 70,55%
Petirrojo europeo (Erithacus rubecula) 0 87,65% 0 68,66%
Tarabilla europea (Saxicola rubicola) 0 0 78,19% 45,21%
Tortola europea (Streptopelia turtur) 81,45% 0 45,90% 0
Zarcero comun (Hippolais polyglotta) 0 0 60,04% 0
Zorzal comun (Turdus philomelos) 0 86,37% 0 65,33%

Se obtuvieron las graficas de solapamiento de actividad temporal correspondientes a las
especies que presentaron un mayor porcentaje de coincidencia con la perdiz roja. En la finca E/
Pedroso (Figura 10), hay una mayor densidad de tértola europea (densidad > 0.15), que se
encuentra con la perdiz roja alrededor de las 18:00 en el verano de 2022. En invierno de 2023,
en cambio, el petirrojo europeo fue la especie que mas coincidid con la perdiz roja,

presentando una densidad mayor (= 0.10) alrededor de las 10:00 a.m.
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Figura 10. Especies con mayor porcentaje de solapamiento de actividad temporal en la finca El Pedroso

en verano de 2022 (A) y en invierno de 2023 (B).
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En la finca Alqueria (Figura 11), por su parte, en verano de 2022, la tarabilla europea (comun)
coincidid mas tiempo con la perdiz roja, mientras que en invierno de 2023 fue la paloma
torcaz, coincidiendo con la perdiz roja desde las 6:00 hasta las 20:00 p.m., obteniéndose una

mayor densidad de ambas especies alrededor de las 10:00 a.m. y las 18:00 p.m.
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Figura 11. Especies con mayor porcentaje de solapamiento de actividad temporal en la finca

Alqueria en verano de 2022 (C) y en invierno de 2023 (D).

Aunque los resultados obtenidos de este trabajo son limitados, se han conseguido algunos
datos de interés, concretamente que una de las especies con mayor seroprevalencia aparte de
la perdiz roja es la tortola europea. Esta misma especie es una de las que presenta mayor
solapamiento de actividad temporal con la perdiz roja, y, en la perdiz roja hay evidencia
experimental y circunstancial de transmisidn directa. (Llorente et al., 2015). Esto, por tanto, no
nos permite descartar con certeza el posible origen de entrada del BAGV a través de la tértola

europea.
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7. Conclusiones

1.

No se ha podido determinar con certeza qué factores externos pueden favorecer la
aparicidn del virus; no obstante, se ha observado cierta estacionalidad en la presencia
de anticuerpos frente a Flavivirus en ambos afos, obteniéndose mayor
seroprevalencia en los meses de otofio tanto en la finca E/ Pedroso como en Alqueria.
Se ha obtenido un bajo nimero de especies silvestres con resultados positivos en la
prueba ELISA, no siendo lo suficientemente significativos como para poder asegurar
que dichas especies contribuyan a la diseminacién del BAGV en perdices. No obstante,
llama la atencidn el alto porcentaje de solapamiento obtenido entre la tértola europea
y la perdiz roja, debido a que ambas especies han resultado seropositivas la prueba
ELISA frente a Flavivirus.

La seroprevalencia en perdices en el afio 2023 con respecto al afio 2022 sigue una
tendencia inversa en ambas fincas; en la finca El Pedroso va en aumento, y en Alqueria
disminuye a pesar de haber una tendencia a una mayor diversidad de especies en El
Pedroso, lo que contradice los efectos de la teoria de la dilucién.

La técnica de fototrampeo resulta una herramienta muy util, no solo para determinar
la abundancia o diversidad de especies, sino también para conocer la probabilidad de
contacto de determinadas especies con otras, asi como la riqueza de especies en

comunidades bioldgicas.

8. Conclusions

It has not been possible to determine with certainty which external factors potentially
influencing the appearance of the virus; however, a certain seasonality in the presence
of antibodies against Flaviviruses has been observed in both years, with higher
seroprevalence in the autumn months in both El Pedroso and Alqueria estates.

A low number of other wild bird species tested positive by ELISA, not allowing to
obtain significant results about the role of these species in the dissemination of BAGV
to the partridges. It is however of interest that in the estate with a higher Flavivirus
seroprevalence the species that shows a higher overlap with RLP is the European turtle
dove, one of the few Flavivirus seropositive species and a transsaharian migrant.

The seroprevalence in partridges in 2023 compared to 2022 follows an inverse trend in
both estates; in El Pedroso it is increasing, and in Alqueria it is decreasing in spite of a

tendency to a higher species diversity in El Pedroso which is in contrast to the dilution
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theory.
4. Camera trapping is a useful tool in studies where in addition to species richness in
biological communities, the probability of contact between different species in

locations such as feed and water is of interest.

9. Valoracién personal

Realizar un Trabajo Fin de Grado en modalidad experimental ha supuesto un gran desafio para
mi este curso no solo en el dmbito académico, sino también a nivel personal. La perdiz roja es
una especie que siempre me ha interesado, y la oportunidad de investigar un virus ain poco

estudiado en ella ha hecho que esta experiencia sea muy enriquecedora para mi.

Participar en este estudio, a su vez, me ha permitido acercarme al mundo de la investigacidn
en primera persona y practicamente en todas las etapas de un proyecto de investigacion,
desde el trabajo de campo en las fincas de estudio para la recoleccion de muestras, hasta el
analisis en el laboratorio. Asi mismo, me gustaria destacar lo fascinada que he quedado con la
informacién que el fototrampeo puede llegar a aportar a este tipo de estudios, aunque para

ello requiere una considerable dedicacién, esfuerzo y conocimiento en especies silvestres.

Me gustaria concluir dédndoles las gracias a mis tutoras, Mari Cruz y Ursula por haberme
permitido participar en este proyecto, asi como por su constante paciencia, disponibilidad y
atencién. También estoy infinitamente agradecida con Alberto y Davide, por prestarme su
escaso tiempo y ser de gran ayuda con el laboratorio y fototrampeo. Por ultimo, quiero hacer
mencidn a los compafieros y compafieras del IREC con quienes coincidi durante mi estancia en

practicas, y que dedicaron parte de su tiempo a compartir sus conocimientos conmigo.
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ANEXO I. Modelo de tabla de recogida de datos de cada ave muestreada.

FECHA

LOCALIZACION

1A2_/

SEROTECA

ANILLA

ESPECIE

EDAD

SEXO

L/P/W

PESO

TARSO

GRASA

MUSCcULO

SANGRE

CANON PLUMA

OBSERVACIONES
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