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1. RESUMEN

La condicion de estrés y la funcién inmune de los vertebrados pueden verse
alteradas segun la condicion fisiologica de los individuos, la etapa del ciclo de vida en la
que se encuentran o del parasitismo. Nosotros investigamos a la golondrina comun,
Hirundo rustica, durante su etapa de reproduccion en Espana utilizando parametros
hematoldgicos para conocer su estado de estrés, medido mediante el indice
heterofilos/linfocitos (i.e., H/L). Estudiamos el perfil de leucocitos en la sangre en
relacion con distintas variables como el sexo, la colonia de cria, la clase de edad, el afio
de captura, el estado de infeccion, el fitness o eficacia bioldgica (es decir, el nimero total
de huevos, el numero total de pollos, el nimero de puestas y la fecha de la primera puesta)
y el periodo de la época de reproduccion (prepuesta, incubando, con pollos en el nido y
postpuesta). De manera que la ratio H/L alta indic6 diferencias entre las dos clases de
edad (presentando mayores indices los adultos) y entre el nimero de puestas (presentando
mayores indices las parejas que pusieron tres puestas), pero no mostraron correlacion con
el parasitismo ni con el periodo de la época de reproduccion. Este estudio muestra el valor
del uso de parametros hematologicos para conocer el estado y viabilidad de las
poblaciones, y los resultados resaltan la necesidad de seguir trabajando en esta linea de
investigacion tanto para conocer la prevalencia de infeccion en especies migratorias como
la golondrina, como para entender la ecologia evolutiva de las especies mediante el uso

del indice H/L.

PALABRAS CLAVE: condicion de estrés, eficacia biologica, golondrina comun,

indice H/L, infeccion, perfil de leucocitos.



ABSTRACT: The stress condition and the immune function of vertebrates can be
altered depending on the physiological condition, the stage of the life cycle or parasitism.
Here, we studied the Barn Swallow, Hirundo rustica, during its reproduction period in
Spain using hematological parameters to determine its state of stress, measured by
heterophil/lymphocyte ratio (i.e., H/L). We observed how the leukocyte profile varied
depending on sex, locality, age class, year, infection status, fitness (total eggs, total
fledglings, clutches and laying date) and the period of breeding season (pre-laying,
incubation, chicks in the nest and post-laying). Thus, the high ratio of H/L showed
differences between age class (adults have higher H/L indices) and between the number
of clutches (three clutches have higher H/L indices), but they did not show any correlation
with parasitism or the stage of reproductive season. This study shows the value of using
hematological parameters to determine the status and viability of populations, and the
results highlight the need to investigate in this line of research, both to determine the
prevalence of infection in migratory species such as the swallow and to understand the

evolutionary ecology of species using the H/L ratio.



2. INTRODUCCION

La influencia de la condicion fisiologica en la supervivencia y el éxito
reproductivo ha sido bien establecida en muchos taxones, incluyendo las aves. Por tanto,
el estudio y cuantificacion de respuestas fisioldgicas frente a estresores intrinsecos y
extrinsecos sirve para conocer el estado actual y futuro de las poblaciones (Bustillo-de la

Rosa et al., 2022; Fitzgerald et al., 2022).

Las especies evolucionan ajustando su funcion inmune al contexto ecoldgico y
medioambiental. En aves, la exposicion a patdogenos esta mediada por factores ecologicos
como el habitat, la sociabilidad y la migracion (Hasselquist, 2007). Por ejemplo, en
especies altamente sociales se promueve la transmision horizontal de patogenos y
parésitos porque la corta distancia entre individuos en un grupo facilita esa transmision.
Por tanto, los parasitos tienen el potencial de actuar como fuerza de seleccion del tamafo
grupal o de comportamientos solitarios (Coté y Poulin, 1995). Mientras que las especies
migradoras de largas distancias estan expuestas a mayor diversidad de fauna parasita y
por ello desarrollan 6rganos de defensa inmune mas grandes que aves sedentarias (Megller
y Erritzee, 1998). Por tanto, especies coloniales y migratorias desarrollarian mecanismos
inmunologicos que contrarresten la elevada presion patogénica (Minias, 2018). La
golondrina comUn, Hirundo rustica, es una pequefla ave paseriforme migratoria y social
que se reproduce en colonias que pueden ser desde unas pocas parejas hasta mas de 100,
por cuyas caracteristicas se convierte en buen modelo de estudio (Meller, 1987; Costanzo

et al.,2017; Romano et al., 2018).

La inversion de recursos en la funcion inmune puede causar un compromiso entre
rasgos de la historia de vida. Diversos estudios muestran un compromiso entre la

inversion en el sistema inmune y la reproduccion, ya que es energéticamente costoso



(Saino et al., 2002; Ardia, 2005; Hanssen et al., 2005). La funcién inmune se puede
asociar evolutivamente con el ritmo de vida y la longevidad. De esta forma, especies mas
longevas invierten mas en su propio mantenimiento que en la reproduccion, desarrollando

respuestas inmunes mayores (Minias, 2018).

Los analisis hematoloégicos se han mostrado como buen método para medir la
condicion fisioldgica. El conteo, identificacion del estado y morfologia de las células de
la sangre proveen de informacion sobre el estrés, condicion inmunoldgica y
reconocimiento de enfermedades e infecciones (Minias et al., 2017; Ribeiro et al., 2020;

Ushine et al., 2020; Fitzgerald et al., 2022).

La evaluacion de los perfiles de leucocitos sirve para medir el estrés, ya que
representan los componentes del sistema inmune que proveen de proteccion frente
patdgenos y otros agentes estresantes (Ribeiro ef al., 2020; Fitzgerald ef al., 2022). En
aves, los leucocitos se clasifican en granulocitos (basoéfilos, eosindfilos y heterdfilos) y
agranulocitos (linfocitos y monocitos). Los linfocitos son responsables de la inmunidad
adquirida produciendo anticuerpos y respuestas especificas ante patogenos. Mientras que
el resto de las células actuan en la inmunidad innata, que es la primera linea de defensa
inmune (Minias et al., 2017; Ribeiro et al., 2020; Ushine et al., 2020; Fitzgerald et al.,
2022). Las funciones de los eosinofilos y basofilos no estan claras, pero parece que actiian
en reacciones hiper sensitivas. Los eosinofilos participan en contra de infecciones
parasitarias. Los monocitos fagocitan y degradan microorganismos, células anormales y
desechos celulares (Ribeiro et al., 2020). Los heterdfilos estan involucrados en la
respuesta inflamatoria, encargdndose de atacar bacterias a través de procesos como
quimiotaxis, opsonizacion, fagocitosis y lisis, y participan en la respuesta inicial ante

patogenos mediante la sefializacion por receptores y eliminacioén de esos patdgenos, y en



la inmunidad innata para proteger de la infeccion viral (Ribeiro et al., 2020; Ushine et al.,

2020).

Los heteroéfilos y linfocitos, en conjunto, conforman aproximadamente el 80% de
los leucocitos. La relacion entre ambos, conocida como indice H/L, se usa como medida
de estrés, ya que si aumenta la concentracion de corticosteroides provocada por un factor
estresante se promovera mayor reclutamiento de heterdfilos con relacion a los linfocitos.
Consecuentemente, se produce un incremento en el indice H/L. De modo que la
inmunidad aviar es medida por la ratio H/L (Grilli ef al., 2018; Wtodarczyk et al., 2018;
Ribeiro et al., 2020; Ushine et al., 2020). La variacion de este indice se ha registrado
como el reflejo de un amplio espectro de estresores; como el parasitismo, la escasez de
alimento, la muda, ¢l miedo o alteraciones medioambientales (Jakubas et al., 2013;

Minias et al., 2017; Whodarczyk et al., 2018; Ribeiro et al., 2020).

Los parasitos son un agente evolutivo importante, desafiando la aptitud biologica
de los individuos. El efecto causado depende de la maquinaria genética del hospedador y
del parasito, ademas de las condiciones en las que se encuentren. De manera que los
sistemas de defensa del individuo infectado compiten por los recursos con otras
actividades, por lo que se encontrara ante un compromiso energético. Estas problematicas
causadas por los parasitos son lineas importantes de estudio en biologia evolutiva porque
podemos conocer las fluctuaciones en la eficacia bioldgica de las poblaciones (Fletcher

et al., 2019; Dugas y Border, 2021).

La alteracion del indice H/L se ha visto relacionada con el estrés inducido por
parésitos. Algunos factores influyentes son el grado de virulencia, el grado de parasitemia
y su interaccion con aspectos del individuo como edad, sexo y condicion corporal. Sin
embargo, esta interaccion no esta clarificada, pues no hay respuestas consistentes.

Algunos estudios de Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon muestran que
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producen un incremento del indice, mientras que otros han hallado un descenso o incluso
no observan dichas variaciones. Por tanto, se interpreta que el alto indice H/L es indicador
de infecciones activas o buena habilidad para controlar y evitar infecciones parasitarias

(Bustillo-de la Rosa et al., 2022).

La deteccion de hemosporidios en aves ha mejorado gracias a los avances en
técnicas moleculares. Con microscopia reconocemos los estadios del ciclo de infeccion
de los parasitos y las morfologias en cada etapa. Mientras que las técnicas moleculares
permiten comprobar el estado de infeccidon, aseguran el género y el linaje del parasito
(Valkitnas et al., 2009; Clark et al., 2015). Estos métodos facilitan la descripcion de
secuencias de ADN parasitarias y el incremento de conocimiento acumulado en las bases
de datos. Por tanto, es esencial combinar ambos métodos, la observacion al microscopio
y las técnicas moleculares como PCR para entender la verdadera diversidad y

especificidad (Ciloglu et al., 2016).

Durante la época de reproduccion las aves sufren un incremento de la demanda
fisica, que viene aparejado con limitaciones del suministro de energia que debe ser
invertido en su propia supervivencia o en su descendencia, de modo que los padres entran
en un compromiso energético y puede causar la supresion de su sistema inmune (Pap y
Markus, 2003). Por tanto, invertir energia en la reproduccion es para lograr el éxito
reproductivo y, para ello, deben asignar los recursos a las crias y otorgarles proteccion a

costa de su propia condicion fisica (Norris y Evans, 2000).

En este trabajo se usé como modelo de estudio a la golondrina comin para
determinar como el estrés afecta a las estrategias vitales de sus individuos, de manera que
se compruebe el uso del indice H/L como herramienta. Los objetivos de este trabajo son
(1) describir el estado de estrés de los individuos a partir de pardmetros hematologicos,

(2) establecer la relacion entre diferencias morfoldgicas y fisioldgicas de los individuos
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segun el indice H/L, (3) identificar si los individuos infectados por malaria muestran
diferencias en el indice H/L con respecto a los no infectados y (4) analizar la eficacia
biologica asociando el estrés con el éxito reproductivo de los individuos y el periodo en

el que se encontraban durante la época de reproduccion.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio y procedimientos de toma de muestras en el campo

Se estudiaron seis colonias reproductoras de Hirundo rustica en localidades
rurales de las provincias de Sevilla y Badajoz (suroeste de Espaiia), durante febrero a julio
en 2017 y 2018. Se recopilaron datos de 104 individuos (41 hembras y 63 machos). Para
ello, se capturaron utilizando redes de niebla en cada sitio de cria y se identifico a cada
ejemplar con una anilla metélica y otra anilla con una combinacién de dos colores. Para
cada individuo se midio6 la masa corporal con una balanza digital con un error de + 0.01g,
el tarso con un calibre digital con un error de £ 0.01 mm y la longitud de las rectrices mas
externas con una regla con un error de 1 mm. Ademas, se realizd un conteo de los
maldofagos que se observaron. Clasificamos las golondrinas en dos clases de edad
diferentes, siendo ambas sexualmente maduras: jovenes y adultas, donde las primeras se
definen como aquellos individuos de un afio de edad que fueron anillados como
polluelos/volantones en el afio anterior. Las adultas son individuos de 2 afos o mas que
estaban en su segundo ano de migracion o aquellos anillados como polluelos/volantones

que fueron recapturados 2 aflos o mas después de su primera captura.

De los 104 individuos capturados se recopilaron datos de su reproduccion para 78
individuos. Se realizaron observaciones en un “Hide” con telescopios para identificar

cada individuo marcado al nido que atendia durante la época de reproduccion. Una vez
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por semana se realizé un seguimiento de la reproduccion visitando las colonias para
determinar la fecha de la primera puesta que se estimoé teniendo en cuenta que la hembra
pone un huevo cada dia y detectando entre visitas cuando se producia la puesta con un
error maximo de £ 3.5 dias. En las sucesivas visitas se anot6 el tamafio de puesta y el
numero de huevos y pollos totales, ya que la golondrina comun realiza dos o tres puestas

en cada estacion reproductora (Romano et al., 2018).

Se recogié una muestra de sangre con una aguja y un capilar tomada en la vena
braquial, cuyo volumen dependia del rango clinicamente normal para aves de esta especie
segun su peso corporal. Se realizo un frotis sanguineo extendiendo de manera homogénea
una gota de sangre en el portaobjetos y dejandola secar al aire, después se almacenaron
para su fijacion y tincion en el laboratorio. El resto de sangre se almacend en 500 pl de
SET-buffer (0.015M NaCl, 0.05M Tris, 0.001M EDTA y pH 8.0) para su posterior analisis

molecular.

3.2. Frotis sanguineo y microscopia

Los frotis se sumergieron en un frasco de metanol absoluto durante 5-10 minutos

para fijar las células mediante la tincion de Wright-Giemsa (Samour, 2011; Davis, 2005).

Las muestras tefiidas se observaron bajo el microscopio Leica DM5500B. Se
identificaron los tipos celulares seleccionando las zonas uniformes (igual densidad de
células) sin claros con el objetivo de 100x con aceite de inmersion. Asi, obtuvimos el
numero de heterdfilos, linfocitos, eosindfilos, monocitos, basofilos y trombocitos totales
en cada individuo. Calculamos el nimero total de globulos blancos y el indice H/L
dividiendo el ntimero de heteréfilos por los linfocitos. Por cada individuo se contaron

alrededor de 2000 eritrocitos. La identificacion se llevo a cabo utilizando como referencia

10



un atlas de hematologia aviar clinica (Clark et al., 2009). Ademas, se identifico el nimero
de eritrocitos parasitados por hemosporidios y fueron determinados a nivel de género
(Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon) utilizando como guia la identificacion de
parasitos maldricos aviares de Valkitnas (2004), cuya comprobacion se realizod

posteriormente mediante el analisis por PCR.

3.3. Deteccion molecular de infeccion por hemosporidios

Se enviaron las muestras de sangre al Servicio de Técnicas Aplicadas a las

Biociencias de la Universidad de Extremadura (STAB) para la extracciéon del ADN.

Una vez obtenidas las muestras de ADN, se diluyeron a 25 ng/ul para realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR anidada), siguiendo el protocolo de
deteccion de parasitos descrito por Hellgren et al. (2004). Las placas de PCR analizadas
contaban con controles negativos (agua) y controles positivos (de
Haemoproteus/Plasmodium y de Leucocytozoon). Como cebadores se usaron para la
primera PCR NF1 + NR3, mientras que para la segunda PCR se emplearon los cebadores
F + R2 para detectar Haemoproteus/Plasmodium y FL + R2L para Leucocytozoon. Una
vez amplificadas las muestras por PCR, el resultado se evalué mediante una electroforesis
de un gel de agarosa al 2%. El revelado se llevo a cabo en un documentador de geles

BioRaD XR bajo luz ultravioleta.

3.4. Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados usando el software estadistico de RStudio (Version

4.2.2. RStudio Team, n.d.). Primero, se comprobo si las variables se ajustaban a una
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distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para aquellas variables con
distribucion no normal se buscé su normalizacion mediante una transformacion

logaritmica para el empleo de las pruebas estadisticas correspondientes.

Se realiz6 un analisis descriptivo evaluando la media y desviacion estandar del
numero de cada uno de los componentes del perfil leucocitario segin todas las variables
tenidas en cuenta (sexo, colonia de cria, clase de edad, afio de captura y estado de

infeccion).

Para comprobar si existian diferencias segun el sexo, la clase de edad, el afio de
captura y el estado de infeccion en relacion con los parametros hematologicos se aplico
la prueba t de Student; mientras que para ver diferencias segin la colonia y el nimero de
puestas se uséd la prueba ANOVA; y para la fecha de primera puesta, el numero de

volantones totales y el nimero de huevos totales utilizamos una regresion lineal.

Para conocer la asociacion entre la condicion de estrés mediante el uso de
parametros hematologicos con las diferentes variables morfologicas, utilizamos el
Modelo lineal General (GLM) usando el indice H/L como variable dependiente y el sexo,
peso, tarso, longitud de las rectrices externas, afio de captura y colonia de reproduccion
como variables independientes. En un segundo analisis GLM con la ratio H/L como
variable dependiente, incluimos como variables independientes el estado de infeccion
como un factor de dos niveles (i.e., 1 = infectado, 0 = no infectado) y la abundancia de
maldfagos, asi como la interaccion entre ambos factores. Para testar como la inversion o
la fenologia en la reproduccion explica la ratio H/L como medida de estrés, se realizaron
dos GLMs, ambos usando como variable dependiente el indice H/L. En uno de ellos se
tuvieron en cuenta como variables independientes el peso, el tarso, el sexo, el numero de
puestas, el numero total de huevos y volantones y la colonia de reproduccion. Luego,

clasificamos el periodo de reproduccion en cuatro etapas: (1) antes de la puesta (i.e.,
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Prepuesta), (2) durante el periodo de incubacion (i.e., Incubando), (3) con pollos en el
nido (i.e., Pollos) y (4) cuando el nido esta vacio (i.e., Post puesta). De esta manera este
ultimo analisis de GLM incluyé como variables independientes la fecha de la primera

puesta y estos periodos de la época de reproduccion.

Para hallar los GLMs adecuados, se partiéo de un modelo full (todas las variables
explicativas posibles) para alcanzar uno reducido usando el paquete MASS con la funcion
stepAIC() que compara con un “Stepwise Backward Procedure” los diferentes modelos
en una comparacion por pasos hacia atras y seleccionando mediante un test ANOVA el
modelo mas parsimonioso hasta llegar al mejor modelo posible (Venables y Ripley, 2002).
Las variables independientes incluidas en los modelos fueron previamente estandarizadas

con media igual a 0 y desviacion tipica igual a 2 siguiendo Gelman (2008).
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil de leucocitos

Los resultados descriptivos sobre el conteo de células sanguineas estan

presentados en la Tabla 1.

Tablal. indice H/L y el nimero de los diferentes tipos de leucocitos (heteréfilos, linfocitos,
eosinofilos y monocitos) (media + desviacion estandar) en golondrina comiin segun su sexo,

colonia, clase de edad, afio de captura y estado de infeccion (i.e., Si = infectado; No = no

infectado).
PARAMETROS

VARIABLES N H.L Heterdfilos Linfocitos Eosindfilos Monocitos

SEXO H 41 0605 18+12 44£34 0507 05+2

M 63 0507 12+14 2612 03+06 02104

CANDEAL 5 0.35+0.40 16422 6.1+46 04107 28154

LA CALERA 26 0.72+0.74 18+19 2616 0507 03405
COLONIA LA ALEGRIA 19 0.38£0.54 09+11 3625 03+0.7 0.06+0.2

LAS COLADAS 3l 0.60£0.48 13409 3222 0407 02+04

CHAPARRO 17 0.73£0.82 1411 33+38 03+04 01403

PERALERA 6 0.30£0.32 1612 3736 06+05 03405

ADULTO 46 072404 16+16 27+18 0407 03+05

CLASE DE EDAD JOVEN v 04+04 13+11 41£31 0407 0.1£03
A0 2017 86 0.57£0.63 13+13 2842 0406 02+04

2018 18 0.47£0.43 2+15 5643 0608 09+29

. Sl 12 0.54£0.69 18+11 59+43 05+09 01402

ESTADO DE INFECCION NO 2? 0.56 £ 0.59 13+14 29+21 0406 04+13

El ntimero de linfocitos (t-test = 3.5, d.f = 72.98, P = 0.001) y de heterofilos (t-
test = 3.53, d.f = 87.8, P = 0.0006) fue superior en hembras que en machos (Figura 1),
pero no hubo diferencias para el indice H/L (t-test = 0.73, d.f = 91.15, P = 0.47),
eosinofilos (t-test = 1.28, d.f = 69.58, P =0.2) o monocitos (t-test =-0.05, d.f = 53.28, P

=0.96).
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Figura 1. Representacion grafica del nimero de heterdfilos y linfocitos contados en

relacion con el sexo.

Seglin la colonia en la que se realizo el muestreo, encontramos diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de monocitos (F (5,98) =4.33, p =0.001). Sin
embargo, no encontramos diferencias significativas en el indice H/L (F (s,95y=1.42, p =
0.22), en el numero de heteréfilos (F (s, 98) = 1.02, p = 0.41), el nimero de linfocitos (F s,

98) = 0.91, p = 0.48), o en el nimero de eosindfilos (F (5,98)=0.52, p = 0.76).

Teniendo en cuenta las diferencias entre las dos clases de edad consideradas,
encontramos diferencias significativas en el numero de monocitos (t-test = 2.01, d.f =
81.17, P=0.04), en el indice H/L (t-test = 2.50, d.f=78.09, P =0.01) y en el namero de
linfocitos (t-test = -2.77, d.f = 83.54, P = 0.006) (Figura 2). No obstante, no hallamos
diferencias entre clases de edad en el nimero de heteréfilos (t-test = 0.97, d.f = 83.83, P

=0.34), ni en el de eosinofilos (t-test = 0.01, d.f = 82.39, P =0.99).
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Figura 2. Representacion grafica de la relacion entre variables dependientes como

linfocitos e indice H/L frente a la clase de edad.

Respecto al afio en el que se tomaron las muestras se encontraron diferencias
significativas en el nimero de linfocitos (t-test =-2.52, d.f=20.52, P=0.02) (Figura 3),
pero no para el resto de las variables analizadas (Heteroéfilos: t-test = -1.97, d.f = 23.02,
P=10.06; H/L: t-test = 1.28, d.f = 30.83, P = 0.21; Eosinoéfilos: t-test =-1.01, d.f = 21.6,

P =0.32; y Monocitos: t-test =-1.09, d.f = 18.32, P =0.29).
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Figura 3. Representacion grafica de la relacion entre el nimero de linfocitos como la

variable dependiente frente al afio de captura.

16



Dependiendo del estado de infeccion, se observaron diferencias significativas en
el nimero de linfocitos (t-test = -2.23, d.f = 14.76, P = 0.04) (Figura 4). Pero no
encontramos diferencias entre estar infectado o no en el indice H/L (t-test = 0.52, d.f =
15.96, P=0.61), en el numero de heterofilos (t-test =-1.65, d.f =18.25, P=0.11), en el
numero de eosinodfilos (t-test =-0.32, d.f=15.43, P=0.75), o en el nimero de monocitos

(t-test = 1.62, d.f = 35.20, P = 0.11).
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Figura 4. Representacion grafica de la relacion entre el nimero de linfocitos frente al

estado de infeccion por parasitos sanguineos.

Para el nimero de puestas se encontraron diferencias significativas en el indice
H/L (F 2,69)= 5.41, p = 0.006) y en el nimero de heterdfilos (F (2, 70) = 3.31, p = 0.04)
(Figura 5), pero no para el resto de las variables (Linfocitos: F (2, 70) = 1.64, p = 0.20;

Eosinofilos: F (2, 70)= 0.25, p = 0.78; y Monocitos: F (2, 70)= 0.96, p = 0.39).
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Figura 5. Representacion grafica de la relacion entre el indice H/L y el nimero de

heterofilos frente al nimero de puestas.

Con respecto a la época de reproduccion, hallamos diferencias significativas en el
nimero de eosinofilos (F (3, 74) = 2.80, p = 0.04), pero no para el resto de los parametros
analizados (Linfocitos: F (3,74)=1.04, p = 0.38; Heterofilos: F 3,74y=1.53, p=0.21; H/L:

F 3,73)=0.73, p = 0.53; y Monocitos: F 3,74)=1.82, p =0.15).

Encontramos que el nimero de huevos totales puestos por la hembra o en el caso
del macho por su pareja durante la estacion reproductora explicaba una parte de la
varianza en el nimero de linfocitos (f + SE =-0.06 £ 0.02, t =-2.52, p = 0.01) y en el
indice H/L (B + SE=0.03 + 0.01, = 2.48, p = 0.01). Conforme aumenta el nimero total
de huevos aumenta el indice H/L (Figura 6). Mientras que encontramos el efecto opuesto
con el nimero de linfocitos (Figura 6). Sin embargo, no hallamos resultados
significativos en el nimero de heterofilos (B £ SE = 0.01 £ 0.02, £ = 0.39, p = 0.699), en
el de eosinofilos (f = SE=-0.002 +0.02, #=-0.10, p = 0.92), ni en el nimero de monocitos

(B + SE =-0.02 + 0.02, ¢ = -0.92, p = 0.36).
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Figura 6. Representacion grafica de la relacion entre el indice H/L y el nimero de

linfocitos frente al nimero de huevos totales.

Encontramos que a medida que aumenta el numero de pollos totales disminuye el
numero de linfocitos (f = SE=-0.06+0.02, r =-2.298, p = 0.02) (Figura 7). No obstante,
para el resto de las variables no encontramos diferencias (Heterofilos: B + SE =-0.01 +
0.02,1=-0.41,p=0.68; H/L: B+ SE=0.01 £ 0.01, = 1.004, p = 0.32; Eosinofilos:  +
SE =-0.015 + 0.02, t = -0.68, p = 0.5; Monocitos: B + SE =-0.024 + 0.02, t =-1.09, p =

0.28).
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Figura 7. Representacion grafica de la relacion entre el nimero de linfocitos frente al

numero de volantones totales.
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La fecha de primera puesta no explicaba la varianza de ninguna de las variables
analizadas (Linfocitos: B = SE = 0.005 £ 0.003, # = 1.698, p = 0.09; Heterofilos: B £ SE
=0.002 = 0.003, = 0.53, p = 0.6; H/L: B £ SE = -0.002 = 0.001, t = -1.06, p = 0.29;
Eosinoéfilos: f = SE =-0.001 + 0.003, ¢ = -0.38, p = 0.70; Monocitos: p = SE = 0.003 +

0.003, £=0.99, p = 0.33).

4.2. Parametros morfologicos v fisiolégicos asociados con el estrés

El analisis GLM para las variables relacionadas con los datos morfoldgicos para
explicar el indice H/L como condicion de estrés, indicod que el mejor modelo fue aquel
que incluy6 la clase de edad como unica variable predictora. Concretamente, encontramos
que los individuos con clase de edad de 2 afios o superior tenian una ratio H/L mayor que

los individuos de un afio de edad (Tabla 2; Figura 8).

0.5

Indice de H/L

0.0

T [
Adulto Joven

Clase de edad

Figura 8. Efectos de la clase de edad en el indice H/L en una poblacion de golondrina

comun estudiada en el suroeste de Espana.
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4.3, Estrés y su relacion con el estado de infeccion

Se identificaron parasitos hemosporidios de los géneros Plasmodium,
Haemoproteus y Leucocytozoon. La prevalencia fue del 19.2% en hembras y de 8.1% en
machos (Figura 9). Con respecto a la clase de edad, los individuos jovenes presentaron
una prevalencia de un 16.7% en comparacion con un 10.3% en los adultos (Figura 10).
Ademas, también encontramos diferencias en el estado de infeccion seglin el afio de

captura. Concretamente, fue de un 7.7% en 2017 y 36.4% en 2018 (Figura 11).
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Figura 9. Representacion grafica de la prevalencia de infeccion segin el sexo en una

poblacion de golondrina comtn estudiada en el suroeste de Espaia.
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Figura 10. Representacion grafica de la prevalencia de infeccion segun la clase de edad

en una poblacion de golondrina comun estudiada en el suroeste de Espafia.
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Figura 11. Representacion grafica de la prevalencia de infeccion segun el afio de captura

en una poblacion de golondrina comun estudiada en el suroeste de Espatia.

El modelo GLM que incluyé la relacién entre la ratio de H/L y el estado de

infeccion no explic la existencia de una correlacion entre ambos (Tabla 2).
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4.4. Relacion de la eficacia bioldgica o fitness con el indice de estrés

El analisis GLM para las variables relacionadas con los datos de la eficacia
biologica de los individuos para explicar el indice H/L como condicion de estrés, indico
que el mejor modelo fue aquel que incluyd el nimero de puestas como Unica variable
predictora. Concretamente, encontramos que los individuos que pusieron 3 puestas tenian
una ratio H/L mayor que los individuos con menor numero de puestas (Tabla 2; Figura

12).
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Figura 12. Efectos del nimero de puestas en el indice H/L en una poblacion de

golondrina comun estudiada en el suroeste de Espatia.

4.5. El estrés en los distintos periodos de reproduccioén

En el modelo GLM con el que evaluamos el efecto del periodo de la época de
reproduccion en la condicion de estrés medida con el indice H/L, no encontramos
diferencias significativas que explicaran una correlacion. De manera que resultd que
durante la época de reproduccion los individuos no sufren un estrés significativo (Tabla

2).
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Tabla 2. Resultados de los GLMs reducidos para identificar los factores asociados con el indice

H/L.

VARIABLES DEPENDIENTES N AIC VARIABLES EXPLICATIVAS B SE F df P-value

indice HIL (datos: morfologa) 104 44.35 Clase de edad (joven) -0.15 0.07 4.47 1,75 0.04*

Estado de infeccion -0.32 0.15 133 1,75 0.25

indice HIL (estado de infeccion) 104 4.7 Maldfagos -0.007 0.004 1.04 174 0.31

Estado de infeccion:Malofagos 0.015 0.008 3.66 L7 0.06.
indice HIL (datos: fitness) 78 585 Nimero de puestas 0.29 0.15 538 2,69 0.006 **

indice H/L (datos: periodo cria) 78 399 NULL

5. DISCUSION

Nuestro estudio confirma que la cuantificacion de pardmetros hematologicos
puede usarse como medida de la condicion de estrés y el estado de las poblaciones.
Encontramos que los individuos que invierten mas en la reproduccion, en relacion con el
numero de puestas producidas durante un periodo reproductor, tuvieron un indice de
estrés mayor que los que realizaron menor numero de puestas. Aunque no encontramos
el mismo resultado para el nimero de pollos totales o la etapa de la época de reproduccion.
Se observo variacion del indice segun el numero de huevos totales, pero cuando
analizamos la correlacion incluyendo todas las variables del fitness esta relacion
desaparece debido a que quiza no es por el nimero de huevos que tienen, sino por las
veces que tienen que realizar una puesta y poner mas huevos. También nuestros resultados

establecieron la correlacion entre el indice H/L y la clase de edad.

En este estudio encontramos que las hembras presentan mayor cantidad de
heterofilos y linfocitos que los machos, lo que explica que no haya diferencias en el indice
H/L. A pesar de que muchos estudios muestran diferencias entre sexos en este indice,
argumentando que la razén se debe a la distinta contribucion en el cuidado parental

(Horak et al., 1998; Schmidt et al., 2007; Palacios et al., 2017), no hallamos tales
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diferencias concordando con otros hallazgos que sugieren la ausencia de diferencias
sexuales con respecto al estrés que conllevan los compromisos fisioldgicos y de la historia
de vida de los individuos (Losdat et al., 2016; Chediack et al., 2022). Varias evidencias
mostraron que los perfiles de leucocitos difieren entre sexos debido a que las hormonas
sexuales actian como moduladores ante la respuesta del sistema inmune, siendo la
testosterona en machos inmunosupresora y el estrogeno en hembras potenciador (Campo
y Davila, 2002; Foo et al., 2016; Roved et al., 2017; Grilli et al., 2018; Ribeiro et al.,
2020). El nimero mas alto de linfocitos en el caso de las hembras podria explicarse debido
a que la prevalencia en la infeccion por parasitos hemosporidios fue mayor (19.2%) que

en los machos (8.1%).

La variacion en el nimero de monocitos segun la localidad de las poblaciones de
estudio puede explicarse debido a la distinta probabilidad de infectarse en cada una, ya
que los monocitos participan en infecciones parasitarias degradando microorganismos
(Ribeiro et al., 2020). Es conocido que el indice H/L responde a diferentes estresores
medioambientales (Johnstone ef al., 2012), aunque en este estudio no encontramos tales
distinciones posiblemente porque los individuos estaban respondiendo de manera similar

a las distintas condiciones que conforman las localidades.

Los resultados obtenidos entre las dos clases de edad muestran diferencias en el
indice H/L, el nimero de linfocitos y de monocitos. La edad es un factor biologico
importante al medir las variables hematologicas, ya que se han registrado datos de varios
trabajos que muestran como existe tal influencia, habiendo una distinta inversion de
recursos por parte de los mas jovenes a comparacion de los adultos de mas edad (Campo
y Davila, 2002; Schmidt et al., 2007; Montolio et al., 2017). Mayor nimero de linfocitos
y monocitos en jovenes se puede explicar debido a que la prevalencia de infeccion en

jovenes fue mayor (16.7%) que en los adultos (10.3%), posiblemente debido a que los
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jovenes e inexpertos son mas vulnerables a estos parasitos. También demostramos
diferencias significativas en el indice H/L, siendo los adultos quienes presentan mayor
nivel de estrés. Estos resultados estan de acuerdo con otros trabajos como los de Losdat
et al. (2016) que observaron como el indice H/L en gorriones fue mayor en individuos de
mas edad. Esto puede deberse a varias hipotesis, por un lado, los adultos basandose en
sus experiencias previas estdn asignando mas energia a unos procesos costosos en
comparacion a otros como la propia supervivencia, al contrario de lo que harian los
jovenes que invierten mds en si mismos (Dickens y Romero, 2010; Montolio et al., 2017).
Por otro lado, si tenemos en cuenta la esperanza de vida, sugerimos que los jévenes optan
por no invertir tanta energia y recursos en la época reproductiva de ese afio, ya que tendran
mas posibilidades de reproducirse en los siguientes afios, al contrario de lo que sucede
con individuos ya adultos de dos o mas afos cuyas posibilidades de intentos de
reproduccion son ya menores (Williams, 1996; Velando et al., 2006; Losdat ef al., 2016).
Estos hallazgos se apoyan en las observaciones de que a medida que aumenta la edad va

decayendo la funcién inmune (Cichén et al., 2003; Palacios et al., 2007).

Atendiendo al afio de captura, se observaron diferencias en el nimero de
linfocitos. Durante el afio 2018 los individuos de H. rustica presentaban mayor cantidad,
pudiéndose interpretar como una mayor actividad del sistema inmune durante ese afio
debido a que la prevalencia de infeccion era mayor (36.4%) en comparacion con el afio
2017 (7.7%). Los individuos infectados presentaban mayor nimero de linfocitos con
respecto a los no infectados porque éstos se activan aumentando su niimero como
respuesta a estos parasitos (Minias et al., 2017; Ribeiro et al., 2020; Ushine et al., 2020;
Fitzgerald et al., 2022). Por otro lado, no observamos asociacion entre la condicion de
estrés y el estado de infeccidbn por parasitos malaricos. Estos resultados muestran

incongruencias al compararlos con otros trabajos como el de Liidtke ez al. (2013) en el
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pinzén comun (Fringilla coelebs) y la curruca capirotada (Sylvia atricapilla), que
hallaron un mayor indice H/L en los individuos infectados. Sin embargo, los trabajos de
van Dijk et al. (2015) o Meza-Montes et al. (2023) no hallaron asociacion entre el
parasitismo y el indice H/L en el &nade comun (Anas platyrhynchos) y el cucarachero
nuquirrufo (Campylorhynchus rufinucha), respectivamente. No encontrar dicha
asociacion puede deberse a que los parasitos hemosporidios afectan al indice de H/L
cuando los individuos se hallan bajo un factor que ejerza mucha presion sobre ellos, tal y
como la migracion o la época de reproduccion (Minias, 2018). Atendiendo a términos de
coevolucion, nuestros resultados apoyan la hipdtesis de la reina roja que explica como los
organismos estdn en constante cambio para adaptarse y proliferar mientras compiten con
otros, asi dos especies pueden entrar en la denominada “carrera armamentistica” donde
obtienen mejores adaptaciones para atacar o defenderse de la otra especie y sobrevivir
(van Valen, 1973). Nuestro caso de estudio es una especie cuyo sistema inmunitario y sus
componentes celulares adquiridos proporcionan al hospedador un conjunto de defensas
altamente especificas que se activan ante la presencia de este agente parasitario
sanguineo, dando como resultado una defensa mejorada y mas duradera tras varios casos
de reinfeccion con las mismas cepas del parésito (Saino ef al., 2001; Mgller y Erritzee,

2002).

Futuros estudios pueden ir encaminados a investigar la prevalencia de infeccion,
relacionandola con el indice H/L y la condicion corporal de cada individuo de golondrina
comun, como los trabajos de Bustillo-de la Rosa et al. (2022) en la alondra de Dupont
(Chersophilus duponti) y Jiménez-Pefiuela et al. (2019) en el gorrion comun (Passer
domesticus), ademas de conocer como se ven afectadas las infectadas durante las distintas
épocas de su ciclo de vida como la época de reproduccion o la migracion, o estudiar qué

factores estan correlacionados con la prevalencia de infeccion permitiéndonos obtener
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mayor conocimiento del proceso de coevolucion entre golondrina comun y parasitos

malaricos.

Resulté que conforme aumenta el numero de puestas aumenta la ratio H/L y
disminuye el nimero de linfocitos, por lo que sugerimos que cuantas mas puestas pone
una pareja el coste asociado a invertir de nuevo en el proceso que requiere poner una
puesta y los gastos energéticos que conlleva producir mas huevos es significativamente
mayor, por tanto, explicaria el mayor indice de estrés y la inmunosupresion (Thomson et
al., 1998). El nimero de linfocitos varia segin el nimero de huevos totales y el numero
de volantones totales. Esto concuerda con otros trabajos como el de Saino et al. (1997)
que muestran cémo los nidos con mas crias tienen una reduccion de los linfocitos en
comparacion con los nidos con menos pollos. Esto puede interpretarse como una mejor
inmunocompetencia de los padres cuando tienen menor nimero de descendientes, ya que
pueden aportar mas esfuerzos en su cuidado y asignar mejor los recursos entre ellos,
ofreciéndoles incluso mas oportunidades para invertir en su propia supervivencia (Saino
et al., 1997; llmonen et al., 2003; Grzgdzicka, 2017). Por otro lado, observar variacién en
el numero de eosinodfilos durante las distintas etapas de esta época reproductora sugiere
que la reproduccion altera el sistema inmunologico, tal y como anteriormente otros
trabajos han demostrado también (Grilli et al., 2018; Ribeiro et al., 2020). No obstante,
no hallamos correlacion entre la condicion de estrés con las etapas de esta época de
reproduccidon, de manera que este periodo no presenta una demanda energética tan
importante. Durante otras partes del ciclo vital de las aves, incluida la golondrina comtn,
el periodo migratorio puede suponer una demanda energética importante y podrian ser
factores que influyan en el indice de estrés u otros pardmetros sanguineos tanto o igual
que la época de reproduccion (Machado-Filho ef al., 2010). Por tanto, futuros estudios

podrian ir orientados en comparar el nivel de estrés mediante la ratio H/L durante ambos
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procesos, la migracion y la reproduccion, tal y como analizé6 Machado-Filho et al. (2010)
en especies de Elaenia o como comprobaron Owen y Moore (2006) en su estudio de la
condicion inmunoldgica durante la migracion del otofio y durante la época de
reproduccion del zorzalito de Swainson (Catharus ustulatus), el zorzalito rojizo
(Catharus fuscescens) y el zorzal maculado (Hylocichla mustelina) que encontraron que
la reduccion en la capacidad inmune fue mas importante durante la migracion que en el

periodo de reproduccion.

En conclusion, hemos podido establecer un perfil de leucocitos atendiendo a datos
recopilados de la condicién fisioldgica y la eficacia bioldgica de la golondrina comun.
Estos resultados implican el aumento del conocimiento sobre el estado y la viabilidad de
las poblaciones estudiadas, mejorando la comprension de los factores que afectan a la
funcién inmune y al estrés. De modo que futuros trabajos pueden tener en cuenta estos
parametros hematoldgicos para conocer mas sobre el contexto ecoldgico y evolutivo de

esta especie de ave.
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