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RESUMEN

Los diversos patdégenos transmitidos por vectores son responsables de un gran
numero de enfermedades que afectan negativamente la salud animal y humana. Los
pardsitos maldricos son transmitidos principalmente por mosquitos, causando una de las
enfermedades mas devastadores que afecta a los humanos; mientras que las infecciones
en anfibios, reptiles y aves son menos perjudiciales. Los géneros mds comunes y
estudiados en aves son Haemoproteus, Plasmodium y Leucozytozoon. En este trabajo se
busco evaluar la prevalencia y diversidad de dichos pardsitos maldricos en 268 muestras
de sangre completa de aves recolectadas en el afio 2013 en el Estado Zulia y de vieja data
de la Coleccion del Dr. Arnoldo Gabalddn del afio 1981. Se trabajé con tres pares de
cebadores parasito-especificos, dos mitocondriales y uno nuclear. La deteccion y
amplificacidn fue exitosa para la amplificacion de la regidon mitocondrial del citocromo b;
los amplicones permitieron evidenciar una gran diversidad haplotipica. La prevalencia
total encontrada de las muestras del Zulia fue baja (12%). Se compararon las secuencias
obtenidas en este estudio con secuencias de pardsitos malaricos reportados en Sur
América y morfo-especies reportadas en todo el mundo a través de la construccién de
matrices de distancia, a su vez, se construyd un arbol filogenético para cada matriz y un
arbol donde se contemplan las morfo-especies de los linajes de Haemoproteus,
Parahaemoproteus y Plasmodium con los de este estudio, corroborando los resultados
arrojados por el andlisis BLAST. Asimismo, se evidencia como el Subgénero

Parahaemoproteus sigue siendo nuevo para estudios moleculares.

Palabras clave: Diversidad, citocromo b, Haemoproteus, Plasmodium, Parahaemoproteus.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Los diversos patogenos transmitidos por vectores son responsables de un gran
numero de enfermedades que afectan negativamente la salud animal y humana (Ewald,
1983). Muchos de estos patégenos pueden infectar a varios hospedadores y su

prevalencia varia entre las especies huéspedes susceptibles (Poulin, 2007).

Aunque los factores que contribuyen a la variacion en la susceptibilidad del
huésped son multiples, se sabe que juega un papel muy importante en la transmisidon de
algunos patégenos las tasas de encuentro de huésped-vector (Combes, 1997). Los rasgos
del hospedador y comportamientos de vida también son importantes para la transmisién

vectorial (Dobson, 2004).

Los pardsitos maldricos son transmitidos por vectores, causando una de las
enfermedades mdas devastadores que afecta a los humanos; mientras que las infecciones
en anfibios, reptiles y aves son menos perjudiciales (Olsen, 1974). Las especies de los
géneros Haemoproteus, Plasmodium y Leucozytozoon (Filo: Apicomplexa, Clase: Sporozoa,
Subclase: Haemosporidea, Orden: Eucoccidiia) comprenden un grupo diverso de parasitos
que infectan los glébulos rojos (en el caso de Leucozytozoon spp. también los glébulos

blancos —Leucocitos-) y otros érganos dentro de su huésped vertebrado (Valkitnas, 2005).

Los pardsitos maldricos en aves, han servido como modelos importantes para el

estudio de las interacciones pardsito-hospedador (Bennett, 1960; Garvin 1997), estudios



ecoldgicos y evolutivos, historias de vida, evolucion de la virulencia, seleccién sexual,
estructura de comunidades, genética y epidemiologia de la malaria humana (Martinsen y

col. 2008).

1.1 Ciclo de vida y morfologia de los haemosporidia

Los parasitos haemosporidia se desarrollan en dos huéspedes, los vertebrados (en
nuestro caso, aviar) vy los insectos vectores (Dipteros hematoéfagos, Insecta: Diptera). El
desarrollo sexual toma lugar en el vector, y por lo tanto las aves son huéspedes

intermediarios y los vectores son los definitivos (ValkitGnas, 2005).

Cuando ocurre la alimentacion por parte del vector infectado, se inoculan los
esporozoitos en el ave (dando lugar a etapas agamicas o asexuales), estos, penetran las
células de los tejidos fijos del hospedador aviar (higado, bazo o musculo esquelético), en
esta etapa los esporozoitos se transforman trofozoitos y posteriormente en merontes o
esquizontes exoeritrociticos y se reproducen asexualmente. Como resultado de la division
multiple o agdmica de los esquizontes, se forman los merozoitos mononucleares dentro
de los eritrocitos. Por lo general, hay varias generaciones de esquizontes donde el parasito
se logra ajustar gradualmente al hospedador, esto resulta en un crecimiento exponencial

de la fuente infecciosa inicial (Valkitnas, 2005).

Los merozoitos pueden reinfectar (induciendo un nuevo ciclo agamico) los
eritrocitos o convertirse en gametocitos e inducir el desarrollo sexual en los mismos. Los
gametocitos que producen macrogametos, se le conoce como macrogametocitos,

mientras que los microgametocitos producen microgametos (Valkitnas, 2005).



Los macrogametocitos suelen distinguirse facilmente de los microgametocitos,
esto debido a sus caracteres dimorficos sexuales, entre estos uUltimos, una intensa tincion
por el uso de colorantes, del citoplasma y un nucleo compacto con contorno claro en
macrogametocitos. Ademas, el nucleo de los macrogametocitos posee un nucléolo, el cual
no estd presente en el microgametocito. Sin embargo, el nucleo no se ve facilmente en

todos los grupos de los haemosporidia bajo el microscopio de luz (Valkitnas, 2005).

Por otra parte, Haemoproteidae y Plasmodiidae poseen granulos de pigmento
(haemozoina), que tiene tendencia a reunirse en los extremos de los microgametocitos
mostrandose alargado y esto no es generalmente caracteristico de los macrogametocitos

(Valkitnas, 2005).

En el vector al momento de alimentarse de aves infectadas, los gametocitos inician
la gametogénesis en el intestino medio de los vectores, lo que resulta en un proceso
sexual (oogdmico). Uno de los estimulos para el inicio de la gametogénesis es el cambio en
la concentracién de oxigeno y diéxido de carbono cuando se transfiere la sangre desde el

huésped al vector (Valkitnas, 2005).

Los microgametocitos sufren una exflagelaciéon expulsando 8 gametos masculinos,
gue se trasladan en la busqueda de los macrogametos, es decir, los macrogametocitos
gue también han abandonado la célula del huésped y han experimentado los cambios

nucleares apropiados previos a la fecundacion (Gabaldén, 1998).

La fertilizacidn ocurre extracelularmente y el zigoto se transforma en un oocineto

movil y alargado, este Ultimo, penetra a través de la capa epitelial del intestino medio. El



oocineto rodeado bajo la [dmina basal se desarrolla en ooquiste (donde estan contenidos
los nuevos esporozoitos) y este, se encuentra encapsulado en una pared construida a

partir del material del huésped (Valkitinas, 2005).

Después de la maduracién de los ooquistes, los esporozoitos liberados se mueven
en el hemocele y luego penetran en las glandulas salivares del vector. Estos esporozoitos
son infecciosos para las aves y su transmisién se produce cuando estos son inyectados por
el vector en el huésped durante la secrecion de la glandula salival durante su picadura

(Valkitnas, 2005).

Cada etapa del desarrollo, con exclusidn de la fase de zigoto, es haploide. Solo el
zigoto tiene un conjunto diploide (2n) de cromosomas, la meiosis se produce en la etapa

inicial de desarrollo del oocineto (Figura 1) (Valkitinas, 2005).
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Figura 1. Ciclo de vida y morfologia de los Haemosporidia (Tomado con modificaciones del sitio
http://www.yourgenome.org/facts/what-is-malaria [Consultada el 26 de agosto de 2015]).
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Junto con las caracteristicas similares de los ciclos de vida de las familias
Haemoproteidae, Plasmodiidae y Leucocytozoidae existen diferencias significativas que

requieren consideraciones a parte que se discuten a continuacion.

Los vectores del género Haemoproteus spp. son los mosquitos (Diptera:
Ceratopogonidae) y las “moscas piojo” (Hippoboscidae) (Figura 2). La merogamia o
esquizogonia ocurre en las células endoteliales, macréfagos fijos y en algunas especies de
aves también puede ocurrir en los miofibroblastos, solo los gametocitos se desarrollan

dentro de los eritrocitos (Valkitnas, 2005).

La esquizogonia agamica puede llevarse a cabo en pulmones, higado, rifiones,
corazén, musculo esquelético y en otros érganos (Wenyon, 1988). Luego del desarrollo en
los diferentes érganos del ave, el vector pica al huésped vy los eritrocitos estallan dentro
del intestino medio del vector y ocurra la generacién de nuevos esporozoitos por parte del

ooquiste (Gabalddn, 1998).

El vector capaz de transmitir el Plasmodium spp. —en aves- es el mosquito
(Diptera: Culicidae) (Figura 2). La merogamia ocurre en las células del mesodermo, los
merozoitos se desarrollan en los reticulocitos y los gametocitos maduros en los eritrocitos;
en el hospedador vertebrado, el desarrollo se divide en merozoitos exoeritrociticos,

endoeritrociticos y formacion de los gametocitos (Valkitnas, 2005).

Los merozoitos exoeritrocitos se dividen en preeritrocitos y posteritrocitos, los

preeritrocitos consisten en dos generaciones de merozoitos, a la primera se le denomina



criptozoitos y a la segunda metacriptozoitos (Garnham, 1966). Los posteritrocitos incluyen

una serie de generaciones de merozoitos, catalogados fanerozoitos (Valkiinas, 2005).

Los esporozoitos inyectados por el vector dan lugar a la primera generacion de los
criptozoitos, los merozoitos desarrollados en criptozoitos inducen la segunda generacion
de los merozoitos exoeritrociticos, conocidos como metacriptozoitos y estos si pueden

infectar los eritrocitos (Valkitnas, 2005).

Una gran parte de los metacriptozoitos inducen una nueva generacion de
metacriptozoitos y fanerozoitos, mientas que otra parte invade los eritrocitos, dando lugar
a la fase agamica y gametocitica donde ambos pueden aparecer simultdneamente en la
sangre. El parasito penetra un reticulocito o eritrocito y puede formar los gametocitos

para la fase sexual del parasito en el vector (Garnham, 1966).

Para las especies de Leucocytozoon spp., el vector es conocido como “mosca
negra” (Diptera: Simuliidae) (Figura 2) y solo una de las especies de este parasito utiliza
mosquitos de la Familia Ceratopogonidae como vector. Los esporozoitos inyectados por el
vector solo pueden desarrollarse en las células parenquimaticas del higado, asi como los
gametocitos solo pueden desarrollarse en eritoblastos, eritrocitos y leucocitos
mononucleados. Los esporozoitos dan lugar a los merozoitos hepaticos en la primera

generacion (Valkitnas, 2005).

Luego que los merozoitos entran en la sangre, penetran reticulocitos y eritrocitos
para dar lugar a los gametocitos, los gametocitos jévenes generan deformacién en las

células del huésped y de sus nucleos (Valkitnas, 2005).



Por ultimo, los gametocitos pasan a su fase de reproduccion sexual al igual que la
especies Haemoproteus spp. y Plasmodium spp.. A pesar de esas diferencias, su ciclo de
vida responde a un mismo patrén y debido a estas caracteristicas los parasitos maldricos
de las aves y monos han sido muy Utiles para comprender varios procesos de la infeccidn

en el hombre (Gabalddn, 1998).
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Figura 2. Vectores de Haemoproteus spp. (A: Familia Ceratopogonidae y B: Familia Hippoboscidae), Leucocytozoon spp. (C:
Familia Simuliidae) y Plasmodium spp. de aves (D: Familia Culicidae).

(Tomados del sitio http://www.pioneerherbalproducts.co.uk/Culicoides-Midges(354294).htm,
http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Hippoboscidae&guide=Groups_Insecta&flags=glean:&mobile=iPhone,
http://www.metafysica.nl/nature/nomos_16.html
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ochlerotatus_taeniorhynchus_syn._Aedes_taeniorhynchus_aka_the_Black_Salt_Marsh_Mosquito.j
pg respectivamente [Consultada el 28 de agosto de 2015])

y

1.2 Patogenicidad

Las infecciones con ciertos parasitos en la sangre, como las infecciones con
Haemosporidios, pueden causar anemia, puesto que los eritrocitos se encuentran

comprometidos en el ciclo de vida del parasito, por lo tanto se reduce severamente la


http://www.pioneerherbalproducts.co.uk/Culicoides-Midges(354294).htm
http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Hippoboscidae&guide=Groups_Insecta&flags=glean:&mobile=iPhone
http://www.metafysica.nl/nature/nomos_16.html
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ochlerotatus_taeniorhynchus_syn._Aedes_taeniorhynchus_aka_the_Black_Salt_Marsh_Mosquito.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ochlerotatus_taeniorhynchus_syn._Aedes_taeniorhynchus_aka_the_Black_Salt_Marsh_Mosquito.jpg

eficiencia del metabolismo y podria causar restricciones considerables en el flujo de la

sangre y oxigeno al cerebro y al bazo (Moller y col. 2007; Marzal y col. 2008).

Con algunas excepciones, las infecciones por estos Haemosporidios rara vez se
asocian con una mortalidad significativa de las aves silvestres infectadas, aunque se ha
reportado con frecuencia casos de mortalidad en aves domésticas (Atkinson y col., 1991).
La mayoria de los estudios sobre las aves silvestres no han logrado documentar tales
efectos (Schrader y col. 2003; Bensh y col. 2007), a excepcién del impacto devastador
sobre las aves nativas de Bosque-Hawai, donde hubo alta mortalidad por malaria aviar

(Atkinson y col., 2005).

Los huéspedes aviares han demostrado durante la infeccién anemia, reduccién de
masa corporal, fluctuaciones en los niveles de hormonas (algunas con actividad
inmunosupresora) durante periodos de reproduccién, lo cual los puede hacer mas
vulnerable al ave a los patdgenos, lo que podria favorecer a infecciones multiples,
reduccion de efecto de nidificacidon, cambios del plumaje, asi como la reduccién de la

supervivencia (Moller y col. 2007; Marzal y col. 2008; Astudillo y col. 2013).

1.4 Métodos de diagndstico de los Haemosporidia

Tradicionalmente, la morfologia, clasificacidn, infeccién y especificidad de los
Haemosporidios se ha descrito bajo la observacién de los gametocitos mediante la
microscopia de luz, ésta, podia ser posible por medio de tinciones de extendidos
sanguineos. Este método tiene algunos beneficios como los bajos costos y puede

proporcionar estimaciones de la parasitemia, sin embargo, podria presentar



inconvenientes, en particular por el personal, el cual debe de estar capacitado para

obtener datos fiables (Bensch y col., 2000).

Ademas de esto, las tinciones sanguineas solo permiten dar una indicacion de la
morfologia de los parasitos (andlogo al estudio realizado en los vectores) y se ha
demostrado que éstos varian dependiendo de las especies del hospedador aviar y su
edad. La adopciéon de métodos moleculares utilizando la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para identificar infecciones ha dado lugar a una vision fascinante de los
parasitos, su diversidad genética y su especificidad (Hellgren y col., 2004; Martinsen y col.,

2008).

Estos estudios moleculares han identificado alrededor de 1.300 Haemosporidios
aviares de linajes unicos por medio de amplificaciones de diferentes regiones conservadas
de su genoma (Fallon y col., 2003), lo cual influencié la creacion de una base de datos
coordinada (MalAvi: http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi) para registrar las

distribuciones de los linajes y facilitar la investigacién de su filogenia (Clark y col., 2014).

1.5 Linajes genéticos de malaria aviar en Venezuela y el mundo

Numerosos estudios se han realizado sobre pardsitos Haemosporidios aviares en
Regiones Neotropicales (White y col. 1978; Sousa y col. 1982; Woodworth-Lynas y col.
1989; Bennett y col. 1991; Young y col. 1993; Valkitnas y col. 2003; Valkitnas y col. 2004).
Sin embargo, poco se sabia de estos pardsitos en Venezuela sino hasta 1937, cuando el Dr.
Arnoldo Gabaldén y sus colaboradores de la época se dispusieron a combatir el paludismo

en el territorio nacional y por ende precisaron en disponer del material adecuado para sus


http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi

estudios, utilizando asi hospedadores aviares como modelo para dichos estudios
(Garnham, 1977; Gabalddn, 1998). Luego de constituir uno de los mayores esfuerzos que
se hayan hecho en pro al estudio de los parasitos aviares en Venezuela, hubo un vacio en
el pais hasta el afio 2008 cuando surgié nuevamente el estudio de estos parasitos en
hospedadores aviares a nivel de su prevalencia e intensidad (Castillo, 2008; Belo y col.

2012; Mijares y col. 2012).

La avifauna Venezolana comprende aproximadamente 1.383 especies residentes y
migratorias reportadas, repartidas en 21 érdenes y 82 familias (Gwynne y col. 2003). Este
numero representa el 36% de toda la avifauna sefialada por Stotz y colaboradores (1996)
para la regién Neotropical. La riqueza de aves en Venezuela se debe a la diversidad de
habitat o ecosistemas que representa, provincias geograficas bien delimitadas con
caracteristicas propias, como la cuenca de lago de Maracaibo, los Andes, la cordillera de la
Costa, los Llanos, Guayana y el estado Amazonas. Debido a su ubicacién geografica,
Venezuela ocupa el segundo lugar, después de Colombia, en cantidad de especies

migratorias que llegan a Sur América (Freile y col. 2005).
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ANTECEDENTES

Durante la erradicacion del paludismo en Venezuela, liderada por el Dr. Gabaldén
en 1937, se comenzd paralelamente la ardua busqueda para lograr caracterizar
morfolégicamente de Género Plasmodium en el pais, donde en primera instancia se
necesitaba determinar el huésped vertebrado ideal como organismo modelo. Se comenzé
con estudios en monos, sin éxito alguno y tras la huella de otros investigadores del pais
gue habian hallado infecciones en aves, se decidié trabajar con aves endémicas. Para esta
caracterizacidon y una vez identificado el huésped vertebrado, se cred, con ayuda de
colaboradores una coleccién de extensiones sanguineas de aves tanto silvestres como en
cautiverio, las cuales fueron infectadas de manera experimental con pardsitos
haemosporidios. Esta coleccién cuenta con 221 registros originales y 22.989 réplicas en
modelos experimentales, estas extensiones fueron colectadas desde la década de los 70

hasta los 90 (Boletin de Malariologia y Salud Ambiental, 2014).

Al hacer las observaciones por microscopia de luz, observaron que las especies de
los géneros Haemoproteus, Plasmodium vy Leucocytozoon estdan estrechamente
relacionadas morfoldgicamente pero que estas diferian en los rasgos de su ciclo de vida.
Para entender los procesos evolutivos que han generado esta diversidad de parasitos
Haemosporidia se ha necesitado mas que el método de observacién tradicional. Estudios
moleculares de Escalante y Ayala (1994) han revelado a niveles inesperados la diversidad
de estos parasitos, particularmente en aves (Bensch y col., 2000; Ricklefs y col., 2002;

Bensch y col., 2004; Ricklefs y col., 2004).
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Recientemente, se han desarrollado varios métodos de deteccion e identificacidon
de los parasitos Haemosporidia, entre ellos, el uso de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la cual presenta una mayor sensibilidad en comparacién a los

diagndsticos tradicionales (Bensch y col., 2000).

La primera publicacién de los ensayos de PCR como forma de explorar estos
pardsitos en aves, fue por Feldman y col. (1995) para determinar la prevalencia de
Plasmodium relictum en aves endémicas de Hawai, conocidas como aves mieleras
(Familia: Drepanidiae), una familia particularmente vulnerable; disefiaron cebadores
dirigidos a las amplificacion de la regién conservada de las subunidad 18S de ARN
ribosémico (ARNr), la técnica permitid la amplificacion en conjunto del huésped y en
consecuencia al obtener un resultado positivo se observaba una banda de 380 pares de

base (pb) del ave y una de 580 pb del parasito.

El uso de estos cebadores en estudios de aves africanas demostraron no funcionar
eficazmente en vista de la observacion de multiples bandas, lo que demostrd
posiblemente que las secuencias de la subunidad 18S ARNr de la regién conservada de los
parasitos maldricos que infectan a las aves africanas diverge significativamente de las
especies de Plasmodium que infectan a las aves hawaianas (Richard y col., 2002). Estos
cebadores fueron modificados por Li y col. (1995) permitiendo el paso a otro disefio de
cebadores que amplificaban una regién mds pequefia que los primeros, siendo los
primeros en realizar una PCR anidada para la deteccion de estos parasitos, logrando

obtener una banda Unica, asi como aumento de especificidad.

12



Richard y col. (2002) basado en un estudio comparativo de los distintos cebadores
disefiados para la deteccion de la malaria en aves, determind que el conjunto de
cebadores disefiados por Li y col. aunque eran capaces de detectar Plasmodium, no
demostraban reproducibilidad consistente con muestras que habian obtenido positivas
para infeccién con los mismos cebadores y a su vez con infecciones conocidas por

microscopia de luz como positivas para Haemoproteus y Plasmodium.

En el genoma mitocondrial de estos parasitos, se encuentra el gen del citocromo b,
el cual presenta una regién conservada que les permitid a Bensch y col. (2000) construir
los sitios de anclaje de cebadores para la deteccion e identificacion de Haemoproteus y
Plasmodium. Basandose en esto Waldenstrom y col. (2004) disefaron una nueva PCR
anidada, la cual mejoraba considerablemente el resultado por el aumento de sensibilidad
del método, asi como logrd proporcionar secuencias que permitieron la identificacién de

parasitos en género y especies/linajes.

Sin embargo, para el mismo afo, Hellgren y col. redisefiaron el protocolo inicial de
Waldenstrom y col. para lograr una mayor sensibilidad, asi presentando una PCR anidada
gue permite la clasificacién y detecciéon del género Leucocytozoon en paralelo con
especies de Plasmodium y Haemoproteus. El protocolo implica una primera etapa de PCR,
la cual amplifica los 3 géneros y luego con el uso de dos pares de cebadores se amplifican
por separado a Haemoproteus/Plasmodium y Leucocytozoon. Este método ofrecié una
herramienta importante para los estudios simultdaneos de los géneros asi como la
posibilidad de la identificacidon basada en la secuencia de diferentes linajes mitocondriales

dentro de los parasitos.
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El analisis filogenético de secuencias del genoma por medio de estas
amplificaciones, permiten una vision de la historia evolutiva de los patégenos, sobre todo
los acontecimientos que pueden conducir a la coevolucion y diversificacién, asi como
interacciones en su ciclo de vida, estos estudios sistematicos moleculares basados en
genes individuales desafiaron a Martinsen y col. (2008) a plantearse la filogenia de tres
genomas de parasitos de la malaria para determinar relaciones entre el género

Plasmodium y géneros cercanos.

Su estudio se basé en la comparacién de tres hipétesis filogenéticas, dos aceptadas
durante décadas y una propuesta en su trabajo tras el estudio de la amplificacion de
cuatro genes: dos mitocondriales (citocromo b y citocromo oxidasa ), uno nuclear
(Adenilosuccinato liasa) y uno del genoma del apicoplasto (Caseinolitica proteasa); los
parasitos maldricos y otros miembros del Filo Apicomplexa, albergan un plastido relicto
homologo a los cloroplastos en las plantas y algas, este es esencial para su supervivencia y

por ende puede catalogarse como un importante recurso para el estudios de estos linajes.

La hipdtesis planteada tras estas amplificaciones propone que Plasmodium de
mamiferos no es parafilético con respecto al género Haemoproteus en aves pero en
cambio, separa a los taxones Haemoproteus, de aves, y los divide ahora en dos clados
hermanos para Plasmodium en mamiferos y ademdas Haemoproteus es dividido ahora en
dos grupos Haemoproteus y Parahaemoproteus, son separados en dos subgéneros
basados en que presentan nichos diferentes (el cual va desde la familia del ave hasta su
vector asociado), de las tres hipdtesis planteadas esta representa un fuerte apoyo nodal

carente en las otras dos.
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Posteriormente Pacheco y col. (2013) estudiaron la historia evolutiva de los
parasitos de la malaria, especificamente del género Plasmodium spp. en monos, esto, por
medio de cebadores capaces de anclar en regiones que podrian presentar seleccién
Darwiniana (Hughes, 1990), estos genes estan implicados en la codificacién de una
proteina de superficie de membrana que solo se expresa en la superficie del estadio
infectivo para el hospedador, el esporozoito, de los géneros de Plasmodium spp., la
proteina del circumsporozoito (CS), la cual, se sabe genera respuestas del huésped por
parte del sistema inmune. Recientes datos de la secuenciacion de esta regidn, han
revelado polimorfismo considerable, lo cual, puede ser el resultado de una seleccién

positiva.

Esta seleccién le permitid observar diversidad entre las especies de Plasmodium,
incluyendo a las estrechamente relacionadas, sin embargo, en otras especies se encontrd
una fuerte conservacion de esta codificacion. Estos cebadores no han sido empleados en
parasitos maldricos en aves venezolanas pero podrian ser indicativos de evolucién dentro

de las distintas especies infectivas de Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon.
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CAPITULOII

2.1 Objetivo general

Evaluar mediante pruebas moleculares la infeccion y la diversidad de los parasitos
malaricos en aves venezolanas en material de archivo de la colecciéon del Dr. Arnoldo
Gabalddn del aio 1981 y en muestras preservadas en papel de filtro obtenidas durante

2013 en el estado Zulia.

2.2 Objetivos especificos

1. Estandarizar la metodologia para el aislamiento de ADN a partir de muestras de
sangre de aves, recolectadas en papel de filtro y en extendidos sanguineos de vieja
data.

2. Evaluar la calidad del ADN extraido mediante la visualizacion en geles de agarosa y
a través de la amplificacidén control de una regién conservada del gen que codifica
para citocromo b en aves.

3. Evaluar la prevalencia de los parasitos malaricos en aves venezolanas de la
coleccién del Dr. Arnoldo Gabaldén del afio 1981 y muestreadas durante el afo
2013 mediante ensayos de amplificacién parasito-especificos de dos genes
mitocondriales, citocromo b (Cytb) y citocromo oxidasa | (COXI) y para el gen
nuclear que codifica para la proteina de superficie circumsporozoito (CS).

4. Secuenciar los productos de PCR obtenidos para Cytb, COXI y CS para evaluar la

diversidad de los parasitos malaricos y su relacién filogenética.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biolégico

Las muestras de 2013 fueron recolectadas en el estado Zulia en el Parque
Recreacional Planetario "Simdén Bolivar"- Municipio Mara, coordenadas 10°46'11"N
71°40'3"0, por el equipo de M.V M.Sc. José Romero del Instituto de Altos Estudios Dr.
Gabalddn (IAE), suministrando asi, 251 muestras preservadas en papel de filtro. Asimismo
las muestras de los extendidos sanguineos de la Coleccién de Pardasitos maldricos y otros
Haemosporidios en Aves "Dr. Arnoldo Gabaldén" del aifio 1981 fueron entregadas por el
mismo Instituto, dando un total de 17 muestras de archivo preservadas en porta objetos -
se trabajo solo con réplicas de infecciones experimentales-, en total se partié de 268

muestras para este estudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Muestras de sangre de aves colectadas en papel de filtro (2013) y extendidos
sanguineos de la Coleccién del Dr. Arnoldo Gabaldén (1981).

Procedencia Nombre Cientifico N° Condicién
Dr. Gabalddn Columba livia 17 Residente
Scardafella squammata 24 Residente
Quiscalus lugubris 11 Residente
Thraupis episcopus 75 Residente
Fluvicola pica 12 Residente
Columbina passerina 1 Residente
Dendroica erithachorides 5 Residente
Polioptila plumbea 11 Residente
Tiaris bicolor Residente
Gampsonyx swainsonii Residente
Molothrus bonariensis 12 Residente
Mimus gilvus 7 Residente

Dendroica aestiva Migratorio (norte)
Pyrocephalus rubinus Residente
marégﬁyizzgftz;ter 2 Residente
Zulia Coereba flaveola 2 Residente
Molothrus bonariensis 12 Residente
Leucippus fallax 6 Residente
Melanerpes rubricapillus 13 Residente
Troglodytes aedon 2 Residente
Claravis pretiosa 3 Residente
Sakesphorus canadensis 2 Residente
Icterus nigrogularis 8 Residente
Saltator coerulescens 1 Residente
Crotophaga ani 3 Residente
Quiscalus lugubris 4 Residente
Inezia tenueirostris 3 Residente
Zenaida auriculata 3 Residente
Sporophila intermedia 3 Residente
Coereba flaveola 2 Residente
Gymnomystax mexicanus 1 Residente

TOTAL 268
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3.2 Extraccion de ADN a partir de papel de filtro

Para la obtencidon de ADN partiendo del papel de filtro se corté con una hojilla
estéril una porcién del papel de filtro con la muestra de sangre. Se colocé el trozo cortado
(aproximadamente 5 mm?) en un vial de 1,5 mLy se agregd 100 pL de tampdn de lisis (TE:
Tris-HCl 10 mM, EDTA 0,1 M) e incubd a 55 °C por 15 minutos, transcurrido el tiempo se
presiond el papel de filtro contra las paredes del vial, para ello, se utilizé6 una punta de
pipeta limpia y estéril para finalmente incubar el vial a 97 °C por 15 minutos. Se preservé a

-20 °C hasta su uso (Bereczky y col. 2005).

3.3 Normalizacion de extraccion de ADN a partir de extendidos sanguineos del material

de archivo de la Coleccidon del Dr. Arnoldo Gabalddn

e Decoloracidn de los extendidos sanquineos de material de archivo

Se elimind el aceite de inmersidon con xileno, colocando una pequefia gota del
mismo donde se encontraba el aceite y se removié el compuesto con un pafio liso. Se
decoloré el extendido con Glicerol:PBS (9:1) por 30 minutos en un tubo vial de 50 mL
donde el extendido estaba totalmente cubierto. Luego se dejé por 24 horas en lavado
con una solucién de PBS a pH 7.4 en un vial de 50 mL donde el extendido estuvo
totalmente cubierto. Se dejé en nevera a 4 °C hasta el momento de realizar el
protocolo de extraccién (Pryzwansky y col., 1979). El registro del tipo de muestra es
tomado del método sistematico original empleado por el Dr. Gabalddn para mantener

un registro de las infecciones experimentales, el nimero de entrada a la coleccidn
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24694, localidad E686 (Edo. Falcon, Municipio José Laurencio Silva- Tucacas), hora y

fecha de muestreo.

e Extraccion con Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (F:Cl:A)

Los porta objetos se cubrieron con 300 pL tampdn de lisis (Tris-HCI 10 mM a pH 8,
EDTA 1 mM a pH 8, SDS 0,1%, NaCl 10 mM) y fueron raspados inmediatamente con una
hojilla estéril para desprender el material, con la ayuda de una micropipeta se transvaso la
muestra un vial de 1,5 mL, se afiadieron 12,5 pL de proteinasa K para una concentracién
final de 20 mg/mL y se incubd por 3 horas a 55 °C. Luego se centrifugd a 12.000 g por 5

minutos y se trasvaso el sobrenadante a un tubo vial nuevo.

Se afadié un volumen igual de mezcla de F:Cl:A (24:24:1) y se procedié a mezclar
mediante agitacion, se centrifugd a 12.000 g por 5 minutos, se tomod el sobrenadante con
cuidado de no contaminar con la interface. Este paso se repitié una vez mas. Luego, se
adiciond % volumen de acetato de potasio a pH 7 y 2 volumenes de etanol al 100% frio, se

centrifugé a 14.000 g por 10 minutos y se descarto el sobrenadante.

El precipitado se lavé con 1 mL de etanol al 70% frio, se hizo inversidn el tubo y se
pasoé a centrifugar a 12.000 g por 5 minutos, se descartd el etanol y el precipitado se dejo

secar completamente. Se resuspendio en 50 L de agua libre de endonucleasas.
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e Extraccion de ADN con soluciones tomadas del Manual Sambrook

El método de extraccidn se basd en colocar el porta objetos en tubos vial de 50 mLy
dejar incubando por 10 horas en una solucion de tampdn de lisis 1 (Tris-HCl 20 mM a pH
7,6) a 4 °C, se raspod el extendido con una hojilla estéril y luego se centrifugd por 40

minutos a 1.321 g.

Se pasaron 900 pL del tampdn de lisis con el sedimento a un tubo vial de 1,5 mLy
se centrifugd a 16.100 g por 30 segundos a temperatura ambiente, se descartd el
sobrenadante dejando un volumen de 20 pL aproximadamente. Se afiadié 600 pL de
solucién de tampodn de lisis 2 (Tris-HCI 10 mM a pH 8,1 mM, EDTA pH 8, SDS 0,1% p/v) a 0

°Cy se homogenizé por inversion.

Se afiadieron 3 plL de proteinasa K para una concentracion final de 20 mg/mL e
incubd por 3 horas a 55 °C. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se anadieron 200 plL
de acetato de potasio 3 M a pH 5 y se mezcld utilizando vortex por 20 segundos. Se
centrifugd por 3 minutos a 16.100 g. Se transfirid el sobrenadante a un vial nuevo con 600
pL de etanol 70% y centrifugd por 1 minuto a 16.100 g. Descartamos el sobrenadante y se
resuspendié en 50 plL de agua libre de endonucleasas. Asimismo, se realizd una variante
de dicha extraccidn, la cual consistié en raspar directamente el extendido con la hojilla
estéril y una vez colectado el material en un vial de 1,5 mL, se comenzé partiendo de los

900 pL del tampdn de lisis y se realizaron los pasos mencionados anteriormente.
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e Extraccion de ADN con estuche comercial Wizard ® Genomic (Promega)

El método de extraccidon se baso en colocar los porta objetos en tubos vial de 50 mLy
dejar incubando por 10 horas en una solucién de tampdn de lisis de la célula (Tris-HCl a pH
7,4, NP-40 0,5%, NaCl 250 mM y NaF 50 mM) a 4 °C, se raspo el extendido con una hojilla

estéril y luego se centrifugd por 40 minutos a 1.321 g.

Al obtener la centrifugacidon se tomaron 900 pL del precipitado junto al tampdn de
lisis de la célula en un vial de 1,5 mL y se centrifugd a 16.100 g por 3 minutos. Se descarto
el sobrenadante y se agité por vortex. Se agregd al tubo vial 300 pL de la solucion lisis del
nucleo (EDTA 24 mM a pH 8.0 y NaCl 75 mM) y se mezcld por inversion. Se anadié la
solucion para precipitar proteinas (Acetato de amonio 7,5 mM) y se agitd con vortex por

20 segundos. Se centrifugd a 16.100 g por 3 minutos.

Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo vial de 1,5 mL que contenia 300 uL
de Isopropanol y se mezclé. Se centrifugd a 16.100 g por 3 minutos, se descarté el
sobrenadante, se afadieron 300 pL de etanol al 70% y se centrifugd a 16.100 g por 3
minutos. Descartamos el etanol y una vez evaporado se resuspendié en 50 uL de agua
libre de endonucleasas. Asimismo, se realizé una variante de dicha extraccion, la cual
consistié en raspar directamente el extendido con la hojilla estéril y una vez colectado el
material en un vial de 1,5 mL, se comenzd partiendo de los 900 uL del tampdn de lisis y se

realizaron los pasos mencionados.
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3.4 Determinacion de la parasitemia de los extendidos sanguineos del material de

archivo de la Coleccion del Dr. Arnoldo Gabaldon

Para la cuantificacidn del porcentaje de parasitemia de los extendidos sanguineos
se contabilizé el nimero de eritrocitos parasitados y de eritrocitos sanos, tomando el
criterio de que los casos donde la parasitemia fuese menor o igual a 5%, se contarian
aproximadamente 2000 células totales y donde fuese mayor a 5% solo se contarian
aproximadamente 300 células totales (Basic Malaria Microscopy, 2010; Gutierrez vy

Arrdspide, 2003). Se utilizo la siguiente ecuacion:

n? de eritrocitos parasitados

Parasitemia = ( ) X 100%

ne de eritrocitos sanos

3.5 Cuantificacion del ADN en las extracciones

Se determind por espectrofotometria con el equipo ACTGene Nas99, utilizando un
volumen de 1,5 pL. Se utilizaron como blanco el liquido de resuspension utilizado para las
diferentes extracciones (TE o Agua libre de endonucleasas), se sembré la muestra en el
pedestal del equipo y se registraron las absorbancias a 260 nm y 280 nm. Las mediciones
se reportaron en ng/uL. Se utilizé la ecuacion adaptada de Lambert-Beer; el sistema usa

una tension superficial inherente para mantener la muestra durante la medida.

n 50n
ADN 29 = Aps260 x 2219
mlL
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3.6 Andlisis de ADN y amplicones de PCR mediante electroforesis en geles de agarosa

La concentracién de agarosa a utilizar en los geles se calculé en funcién del tamafio

del fragmento analizado.

Para el analisis de integridad de ADN, se realizaron geles a una concentracion de
0,8%, se disolvid la agarosa en tampdn TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM a pH 8)
mediante calor, una vez homogénea la solucion se le afiadié SYBR Safe a 0,5X (Invitrogen).
Se cargaron los bolsillos con el tampdn 5X Green GoTaq Flexi Buffer (Promega) y se utilizé
el marcador de tamaifo molecular marca Sigma de 50 pb. Se realizé la corrida
electroforética a 100 V con un tiempo de 30 minutos. En el caso del andlisis de amplicones
de PCR, los geles de agarosa se prepararon a una concentracion de 1,5% con una corrida

electroforética de 45 minutos.

3.7 Reaccion de Cadena de la Polimerasa

Cebador mitocondrial CYTBS y CYTBA (Cytb de Vertebrado)

Se emplearon los cebadores CYTBS vy CYTBA de secuencias 5'-
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ y 5-GCCCCTCAGAATGATATT-3’ respectivamente,
los cuales amplifican una regidon conservada del citocromo b de vertebrados de 359 pb
(Figura 3). Esta PCR fue empleada como control para las extracciones de ADN, realizada
como prueba adicional para garantizar la presencia y calidad del ADN del hospedador
vertebrado y permitirnos asi obtener el ADN del pardsito malarico. Se utilizaron de 10 a

123 ng de ADN en funcién de la concentracidon de cada aislamiento de ADN para cada
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reaccion y el programa se llevd a cabo en un termociclador (Mastercycler personal,
Eppendorf). La mezcla de reactivos mantenian las siguientes concentraciones finales:
Tampon 1X (Tris-HCI 250 mM a pH 9, NaCl 250 mM), cebadores a 0,5 mM, MgCl, 1,5 mM,
dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1 U/ulL y agua destilada, lo cual todo tuvo un volumen final
de 25 pL. El programa realizado fue de desnaturalizacion inicial de ADN a 95 °C por 10
minutos, luego 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, hibridaciéon a 52 °C
por 30 segundos, extensién a 72 °C por 45 segundos y la ultima extension a 72 °C por 5
minutos. Las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta el momento de su uso (Steuber y col.

2005).

Cytb 1,143 pb

e

Cebador Cytb de 359 pb

Figura 3. Anclaje del cebador del citocromo b de vertebrados

Cebador mitocondrial HaemNF1' NR3': HaemF:R?> y HaemFL3R2l3 (Cyth de

haemosporidios)

Se emplearon los cebadores HaemNF1' y NR3" de secuencias 5'-
CATATATAAGAGAAITATGGAG-3' y 5'-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3’ como primera
combinacidn para la PCR anidada, los cuales presentan una amplificacién inicial de 617 pb
de la regién conservada del citocromo b, el cual posee un tamano de 6,003 pb, el primer
cebador amplificard para los tres géneros (Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon),
los cebadores HaemF? y R? de secuencias 5-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’ y 5’-

GCATTATCTGGATGATAATGGT-3’ (Bensch y col., 2000) permiten la amplificacién de los
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géneros Haemoproteus y Plasmodium, los cebadores HaemFL3® y R2L3® de secuencias 5’-
ATGGTGTTTTAGATACTTACATT-3’ y 5’-CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC-3’ los cuales
amplifican linajes de Leucocytozoon (Hellgren y col. 2004) (Figura 4).

Para la primera PCR (HaemNF1' y NR3") se utilizaron de 10 a 123 ng de ADN en
funcién de la concentracidon de cada aislamiento y para la PCR anidada (HaemF? y R?
HaemFL®y R2L3) 5 uL de la PCR externa en cada reaccion, los programas se llevaron a cabo
en un termociclador (Mastercycler personal, Eppendorf). La mezcla de reactivos tuvo las
siguientes concentraciones finales para ambas: Tampén 1X (Tris-HCI 250 mM a pH 9, NaCl
250 mM), cebadores a 0,5 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Taqg polimerasa 1 U/uL y
agua destilada, lo cual todo tuvo un volumen final de 25 pL. El programa de la PCR externa
fue de desnaturalizacion inicial de ADN a 94 °C por 3 minutos, luego 20 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, hibridaciéon a 50 °C por 30 segundos, extensién
a 72 °C por 45 segundos y la ultima extensién a 72 °C por 10 minutos.

El programa de la PCR anidada fue idéntico al externo a excepcidén de 35 ciclos de
repeticion.

Cebador mitocondrial CytbS, CytbA Cytb2S y Cytb2A (Cytb de haemosporidios)

Se emplearon los cebadores CytbS y CytbA externos y Cytb2S y Cytb2A internos de
secuencias 5’-TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG-3’, 5-
TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG-3’,  5-TCAACAATGACTTTATTTGG-3* 'y 5'-
TGCTGTATCATACCCTAAAG-3’ respectivamente, los cuales amplifican una regién
conservada del gen mitocondrial del citocromo b, este producto fue de 607 pb (Figura 4).

Para la primera PCR se utilizaron de 10 a 123 ng de ADN en funcion de la concentracién de
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cada aislamiento y para la PCR interna se empled 1 pL de la PCR externa en cada reaccion,
los programas se llevaron a cabo en un termociclador (Mastercycler personal, Eppendorf).
La mezcla de reactivos tuvo las siguientes concentraciones finales para ambas: Tampdn 1X
(Tris-HCI 250 mM a pH 9, NaCl 250 mM), cebadores a 0,5 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2
mM, Taq polimerasa 1 U/uL y agua destilada, lo cual todo tuvo un volumen final de 25 pL.
El programa de la PCR externa fue de desnaturalizacién inicial de ADN a 94 °C por 4
minutos, luego 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 20 segundos, hibridacion a 60 °C
por 30 segundos, extensién a 68 °C por 50 segundos y la ultima extension a 68 °C por 7
minutos (Martinsen y col. 2008).

El programa de la PCR anidada fue de una desnaturalizacién inicial de ADN a 94 °C
por 1 minutos, luego 40 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 20 segundos, hibridacion a
52 °C por 20 segundos, extensién a 68 °C por 50 segundos y la ultima extensién a 68 °C por
7 minutos. Las muestras se mantendran a 4 °C.

Cebador mitocondrial COXIF, COXIR, COXI2F y COXI2R (Citocromo Oxidasa | de

Haemosporidios)

Se emplearon los cebadores COXIF y COXIR externos y COXI2F y COXI2R internos
de secuencias 5’-CTATTTATGGTTTTCATTTTTATTTGGTA-3’, 5’-
AGGAATACGTCTAGGCATTACATTAAATCC-3’, 5-ATGATATTTACARTTCAYGGWATTATTATG-
3’y 5’-GTATTTTCTCGTAATGTTTTACCAAAGAA-3’ respectivamente, los cuales amplifican un
producto de 998 pb (Figura 4). Para la primera PCR se utilizaron de 10 a 123 ng de ADN en
funcién de la concentracién de cada aislamiento y para la PCR interna 1 uL de la PCR

externa en cada reaccién, los programas se llevaran a cabo en un termociclador
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(Mastercycler personal, Eppendorf). La mezcla de reactivos para ambas tuvo las siguientes
concentraciones finales: Tampodn 1X (Tris-HCl 250 mM a pH 9, NaCl 250 mM), cebadores a
0,5 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1 U/uL y agua destilada, lo cual
todo tuvo un volumen final de 25 uL. El programa de la PCR externa fue de una
desnaturalizacién inicial de ADN a 94 °C por 4 minutos, luego 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 20 segundos, hibridacion a 60 °C por 30 segundos, extensién
a 68 °C por 50 segundos y la ultima extension a 68 °C por 7 minutos (Martinsen y col.
2007).

El programa de la PCR anidada fue de una desnaturalizacién inicial de ADN a 94 °C
por 1 minutos, luego 40 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 20 segundos, hibridacién a
54,8 °C por 20 segundos, extension a 68 “C por 50 segundos y la Ultima extension a 68 °C
por 7 minutos. Las muestras se mantendran a 4 °C.

Cebador nuclear de CSF y CSR (Circumsporozoito de Haemosporidios)

Se emplearon los cebadores CSF y CSR externos 5’-
ATGATGAGAATTAGCTATTTTATCTG-3 y  5-CTAAATAAGGAACAAGAAGGATAATACC-3
respectivamente, los cuales amplifican al gen que codifica para la proteina de membrana
circumsporozoito (CS), este producto debe ser de 990 pb (Figura 4). El programa se
llevard a cabo en un termociclador (Mastercycler personal, Eppendorf). La mezcla de
reaccion contuvo de 10 a 123 ng de ADN en funciéon de la concentracién de cada
aislamiento, tampoén 1X (Tris-HCl 250 mM a pH 9, NaCl 250 mM), cebadores a 0,5 mM,
MgCl, 2,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1 U/uL y agua destilada, lo cual todo tuvo

un volumen final de 25 pL. El programa tuvo una desnaturalizacidn inicial de ADN a 94 °C
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por 4 minutos, luego 36 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 60 segundos, hibridacion a
56 °C por 60 segundos, extensién a 72 °C por 120 segundos y la ultima extensién a 72 °C

por 10 minutos (Pacheco y col. 2013).

A
cox Cytb
1,434 pb 1,131 pb
P P ADNM
6,003 pb
Haem
@ = &—e gi7pb
l_r_J
330 pb Cyth 607 pb
coxl 998 pb
B
Gen CS cs 200 pb

1,260 pb

Figura 4. Anclaje de cebadores parasito-especifico de malaria aviar. A: Cebadores mitocondriales, B: Cebador

nuclear.

3.8 Purificacion de producto de PCR

La purificacién de los productos de PCR se realizd con el escuche comercial
“Wizard® Gel and PCR Clean-up System”, se agregé un volumen igual al del contenido del
tubo de reaccién de la soluciéon fijadora de membrana (Tiocianato de guanidino 4,5 M,
acetato de potasio 0,5 M a pH 5), se inserté la minicolumna en un vial de 1,5 mL
catalogado tubo colector. Se transfirié el contenido del tubo de reaccién con la solucién a
la minicolumna y se incubd por 1 minuto, luego se centrifugd a 16.100 g por 1 minuto, se

descarté por completo el contenido del vial y se insertd de nuevo la columna.

Se agregaron 700 plL de la solucién de lavado de membrana con etanol afiadido

(Acetato de potasio 10 mM a pH 5, EDTA 16,7 uM a pH 8, Etanol 80%), se centrifugd a
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16.100 g por 1 minuto, se descarto el contenido del vial y se repitié este mismo paso pero
solo con 500 pL de dicha solucion, se centrifugéd nuevamente a 16.100 g por 5 minutos. Al
descartar nuevamente el vial se dejé incubando por 5 minutos para la evaporacién de

cualquier residuo de etanol.

Se transfirio la minicolumna a un tubo vial nuevo de 1,5 mLy se le agregd 50 uL de
agua libre de endonucleasas, se incubd por 1 hora a temperatura ambiente, pasada la
hora, se centrifugé por 1 minuto a 16.100 g, se descartd la minicolumna y se guardé el

contenido a -20 °C hasta el momento de su uso.

3.9 Secuenciacion

Una vez purificado el producto, fue secuenciado con la compafiia Macrogen, la cual
utilizé un secuenciador ABI 7730 (Applied Biosystems), empleando el cebador sentido (S).
Para ello se envié 50 ng/ul del producto de PCR purificado y se prepard el volumen
necesario (5 uL por reaccién) del cebador a una concentracion de 5 pmol/uL. Una vez
obtenidas las secuencias se determind el género de los pardsitos por comparaciéon con
secuencias publicadas en el portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante un

analisis de identidad o BLAST.

3.10 Busqueda y seleccion de secuencias para el analisis filogenético y matriz de

distancia

Para la construccidn de los arboles filogenéticos, se hizo uso de portal NCBI para

obtener como grupo externo la secuencia de Leucocytozoon sp. (EU254518.1), se empled
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como grupo externo debido a que se ha demostrado es el ancestro comun de todos los

haemosporidias.

Las secuencias utilizadas para construir las matrices de distancias se ubicaron en la
base de datos del MalAvi y fueron descargadas por medio del portal NCBI. Para las
infecciones por Haemosporidios de Sur América, se emplearon 34 secuencias de
Haemoproteus sp. y 41 secuencias de Plasmodium sp., como se presenta en el anexo 3.
Asimismo, 42 morfo-especies de Haemoproteus, 20 morfo-especies de Plasmodium y 1

morfo-especie de Parahaemoproteus, todas ellas presentadas en anexo 4.

3.11 Analisis de secuencias provenientes de los productos de PCR obtenidos

Los electroferogramas de cada amplicon fueron revisados por picos de nucleétidos
para descartar posibles casos de infeccion multiple, posteriormente, se alinearon las
secuencias utilizando el programa Bioedit versién 7.0.0 mediante el algoritmo CLUSTALW

(Li, 2003).

3.12 Matriz de distancia

La matriz de distancia refleja el resultado de comparar dos secuencias (distancia-p),
donde el resultado de la fraccién es la diferencia de nucledtidos, en este trabajo los gaps
fueron ignorados. Cuanto menos esté relacionada la secuencia o cuanto mas diversa es, su
distancia serd cercana o igual a 1 y cuando su secuencia este mas relacionada o cuanto

menos diversa es, su distancia sera cercana o igual a cero.
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El uso del programa MEGA version 6.06 (Tamura y col. 2013) junto con las
secuencias obtenidas por la base de datos de MalAvi, permitid realizar cuatro matrices de
distancia, la primera y segunda, de infecciones por Haemosporidios de Sur América para
Haemoproteus sp. y Plasmodium sp., las cuales fueron alineadas con las secuencias
obtenidas en el presente trabajo. Es importante destacar que fueron alineadas en funcion

de los resultados obtenidos mediante el analisis BLAST realizado.

La tercera y cuarta matriz se realizd con las morfo-especies de cada género, cada
matriz incluyd las muestras obtenidas en este trabajo en funcion del analisis BLAST

realizado.

3.13 Diversidad haplotipica y nucleotidica

Para el cdlculo de indices de diversidad haplotipica y nucleotidica se hizo uso del
software DnaSP: Secuencia Polimdrfica ADN (DNA Sequece Polimorphism) version 5.10.1
(Rozas y col. 2010). El programa muestra valores de numero de haplotipos (H), diversidad

haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (rt) (Neiy Li, 1979; Nei y Tajima, 1981).

La diversidad haplotipica es un valor que muestra el nimero de haplotipos
distintos en una poblacién y el cdlculo se realizé como el nimero de haplotipos entre el N
total de la muestra. Sus valores estan entre 0 y 1, indicando la maxima diversidad
haplotipica para un valor de Hd=1 y una nula diversidad entre sus haplotipos un Hd=0 (Nei
y Li, 1979).

En el caso de la diversidad nucleotidica (m), es una aproximacion estadistica de la

frecuencia de cambios a nivel de mutacién y es medida como el promedio del nimero de
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nucledtidos diferentes por sitio entre secuencias de ADN tomadas en pares y de manera
azarosa. Sus valores también se representan en un rango de 0 a 1, los cuales indican la
misma tendencia que Hd pero con respecto a la variacidn de sus nucleétidos (Nei y Tajima,
1981).

3.14 Analisis filogenéticos

Para la construccion del arbol filogenético por el método del vecino mas cercano
(NJ: Neighbor-joining) y de maxima verosimilitud (ML: Maximum likelihood), se utilizé el
programa MEGA; previamente se determind el modelo de evolucién mds apropiado para
los datos de las amplificaciones de este trabajo, utilizando el mismo programa.
Adicionalmente, se realizé el andlisis filogenético con cada una de las matrices realizadas.
Todos los arboles filogenéticos contaron con el soporte estadistico de 1.000 réplicas de

Bootstrap.

El modelo de evolucidon mas apropiado para las morfo-especies de Haemoproteus y
Plasmodium GTR+l, infecciones por Haemosporidios de Sur América por Haemoproteus sp.

fue GTR+I, por Plasmodium sp. fue GTR+G+l.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Material genético obtenido del papel de filtro

Partiendo de las 251 muestras sanguineas de aves, preservadas en papel de filtro y
utilizando como método de extraccién, el protocolo de Bereczky y col. (2005), se obtuvo
una elevada concentracién (10 a 123 ng) de ADN, anexo 2, asi como la calidad del mismo.
Con el fin de confirmar la calidad del ADN, se seleccionaron de manera aleatoria 20
muestras de esta extraccion y se emplearon los cebadores de CYTB de Vertebrados,
obteniendo amplificaciones en la totalidad de las muestras seleccionadas. En la figura 5 se

puede observar un gel de agarosa al 1,5% representativo de estas amplificaciones.

pb

— 10,000

1,000

359 pb —

Figura 5. Amplicones de cytb de vertebrados (aviares) de muestras de sangre completa
preservada en papel de filtro. Carril 1 al 5: Amplicones de 359 pb; C+: Control positivo (Familia
Columbiforme); C-: Blanco (Agua bidestilada-estéril); M; Marcador de tamafio molecular de

1kb).
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Como método de diagndstico de infeccidn por haemosporidios, mediante la PCR, se
empled un cebador nuclear, CS y dos cebadores mitocondriales, CYTB y COXI (Anexo 5),
los cebadores mitocondrial CYTB, fueron tomados de distintitos articulos cientificos, el
primero de Hellgren y col. (2004) representado por 3 pares de cebadores y el segundo de

Martinsen y col. (2008), asi como el cebador COXI, ambos con 2 pares de cebadores.

Se obtuvo amplificacién de los cebadores mitocondriales de la regiéon conservada de
Cytb y del COXI, obteniendo 31 amplicones (Tabla 2) con cytb, un amplicon para el gen
COXI (Simultaneo con el gen cytb para la misma muestra). Debido al bajo nimero de
amplificaciones para el gen COXI, en comparacion con el gen de cytb, se decidié trabajar
Unicamente con el ultimo. Se realizé un analisis de identidad de los amplicones y las
secuencias revelaron 17 linajes de Plasmodium sp., 13 linajes de Haemoproteus sp. y 1

linaje de Parahaemoproteus sp..
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Tabla 2. Cebadores parasito-especifico de la amplificacién de linajes de malaria aviar en muestras de

sangre completa preservadas en papel de filtro (2013).

Parasito Hospedador Cebador de amplificacién
Haemoproteus sp. (A) Familia Mimidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Plasmodium sp. (B) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Haemoproteus sp. (C) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Plasmodium sp. (D) Familia Mimidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Haemoproteus sp. (E) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Haemoproteus sp. (F) Familia Mimidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Plasmodium sp. (G) Familia Thraupidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Haemoproteus sp. (H) Familia Mimidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Plasmodium sp. (I) Familia Icteridae Citocromo b y Citocromo C oxidasa I
(Martinsen y col. 2008)

Plasmodium sp. (J) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Haemoproteus sp. (K) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)
Plasmodium sp. (L) Familia Columbidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008)

Plasmodium sp. (M) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008) vy
Citocromo b (Hellgren y col. 2004)

Plasmodium sp. (N) Familia Mimidae Citocromo b (Martinsen y col. 2008) y
Citocromo b (Hellgren y col. 2004)

Haemoproteus sp. (N) Familia Icteridae Citocromo b (Martinsen y col. 2008) vy
Citocromo b (Hellgren y col. 2004)

Haemoproteus sp. (O) Familia Citocromo b (Martinsen y col. 2008) vy
Polioptilidae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Haemoproteus sp. (P) Familia Columbidae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Haemoproteus sp. (Q) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Parahaemoproteus sp. (R) Familia Tyrannidae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Haemoproteus sp. (S) Familia Mimidae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Haemoproteus sp. (T) Familia Troglodytidae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Haemoproteus sp. (U) Familia Emberizidae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (V) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (W) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (X) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (Y) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (Z) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (AR) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (BB) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (CC) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
Plasmodium sp. (DD) Familia Icteridae Citocromo b (Hellgren y col. 2004)
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4.2 Normalizacion de la extraccion de ADN partiendo de extendidos sanguineos

Al comparar los tres protocolos empleados para la extraccion de los extendidos
sanguineos de vieja data, se obtuvo que el mejor protocolo para la obtencién del
material genético fue el Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico, como se observa en la

Figura 3, donde se presenta un gel de agarosa a 0,8%.

pb

— 3,000
— 2,000

— 1,000

Figura 6. Integridad del ADN en la normalizacién de extraccién partiendo de extendidos.
(A) 1: Soluciones del Manual de Sambrook (Sin incubar), 2: Soluciones del Manual de Sambrook
(Incubando), 3: F:Cl:A, M: Marcador de tamaflo molecular de 50 pb (Promega). (B) 1: Estuche
comercial Wizard® (Promega) (Sin incubar), 2: Estuche comercial Wizard® (Promega) (Incubando), M:
Marcador de tamafio molecular de 50 pb (Promega) .

Posteriormente se cuantific6 el material por cada método, obteniendo los

resultados observados en la tabla 3.
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Tabla 3. Cuantificacion por espectrofotometria de la normalizacion de la extraccion de ADN de los

extendidos sanguineos.

Tipo de

Muestra extraccidn 260 nm 280 nm 260/280 ng/pL
24694 E686
7:53 F:Cl:A 1,26 0,66 1,9 63,3
(27/08/1981)
24694 E686 Soluciones del
manual de
7:57 Sambrook 0,027 0,107 0,25 0,25
(27/08/1981) (Sin incubar)
24694 E686 Soluciones del
manual de
8:00 Sambrook 0,012 0,03 0,4 0,6
(27/08/1981) (Incubando)
24694 E686 Estuche
comercial
Wizard®
8:02 (Promega) 0,204 0,229 0,89 10,2
(27/08/1981) (Sin incubar)
24694 E686 Estuche
comercial
Wizard®
8:09 (Promega) 0,38 0,25 1,5 20,4
(27/08/1981)

(Incubando)

38




4.3 Parasitemia de los extendidos sanguineos del material de archivo

Se cuantifico la parasitemia de 6 extendidos sanguineos, como se observa en la
tabla 4, todos los extendidos de la coleccién del Dr. Gabaldén presentan parasitemia

elevada.

Tabla 4. Parasitemia de los extendidos sanguineos

Muestra Eritrocitos Eritrocitos Parasitemia
parasitados sanos
24694 E685 7:59 85 400 21%
24694 E686 8:21 260 400 65%
24694 E686 8:23 92 400 23%
24694 E686 7:49 98 400 25%
24694 E686 8:17 206 400 52%
24694 E682 7:37 49 400 12%

4.4 Amplificacion de los extendidos sanguineos del material de archivo

De 17 muestras de extendidos sanguineos, 2 muestras presentaron amplificacién con
cebadores mitocondriales de la regidon conservada de Cytb de Hellgren y col. (2004) (Tabla
5). Las los amplicones obtenidos revelaron 100% de identidad para los linajes
Haemoproteus sp.-Parahaemoproteus sp..

Tabla 5. Cebadores parasito-especifico de la amplificacién de linajes de malaria aviar en muestras de
sangre completa de la coleccion del Dr. Arnoldo Gabalddn (1981).

Parasito Hospedador Cebador de amplificacién
Haemoproteus sp. (EE) * Familia Columbidae Citocromo b (Hellgren y col.
2004)
Haemoproteus sp. (FF) * Familia Columbidae Citocromo b (Hellgren y col.
2004)

El * muestra los linajes que mediante el andlisis BLAST mostraron 100% de identidad para
Haemoproteus y Parahaemoproteus.
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Por otro lado, el ensayo de la amplificacion del cebador mitocondrial que amplifica
la region conservada del cytb del vertebrado (el ave) no arrojo ningun resultado positivo,
se realizd un gel de agarosa al 3% para observar integridad de los cebadores (Figura 7),

notando que el cebador antisentido presentaba degradacién.

Figura 7. Evaluacién de la integridad de los cebadores de cytb de vertebrados. 1: Cebador sentido, 2:
Cebador antisentido, M: Marcador de tamafio molecular de 50 pb (Promega).

4.5 Matriz de distancia de infecciones en Sur América

4.5.1 Matriz de distancia entre linajes de Haemoproteus (reportados) de Sur

América vs. Haemoproteus y Parahaemoproteus de este estudio

Para Sur América, se han reportado en el portal de MalAvi, 34 secuencias
completas de los linajes de Haemoproteus, las cuales han sido amplificadas con cebadores
mitocondriales, especificamente, citocromo b. Estas secuencias fueron alineadas y
comparadas con los amplicones de este trabajo, 15 linajes de Haemoproteus sp., donde se

incluye 2 linajes que presentan 100% de identidad para Haemoproteus sp.-
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Parahaemoproteus sp. y el linaje que presenta 100% de identidad de Parahaemoproteus

sp., trabajando con un total de 352 pb.

Al observar la Figura 8, notamos que dos linajes reportado de Sur América
presenta distancia cero entre ellos, Haemoproteus sp. posicién 27 de Colombia con
Haemoproteus sp. posicion 20 de Venezuela. Asimismo se reflejan 11 pares de linajes

reportados para este trabajo que presentan entre ellos, una distancia de cero.

La distancia maxima entre los linajes de la matriz es de 0,159, esta distancia
resaltada en rojo perteneciente a Haemoproteus sp. posicién 42 de Venezuela (reportada
en este estudio) con Haemoproteus sp. posiciéon 5 de Guyana. La distancia maxima entre
los linajes de este estudio es de 0,156, resaltada en color verde y corresponde a la
posicién 43 (Linaje P) con la posicidn 37 (Linaje E). Todas las secuencias son provenientes
de aves paseriformes, con la Unica excepcion de las dos secuencias de la coleccién del Dr.

Gabalddn y el linaje P, las cuales provienen de aves columbiformes.
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4.5.2 Matriz de distancia entre especies de Plasmodium de Sur América

(reportados) y Plasmodium de este estudio

Se han reportado en el portal de MalAvi, 41 secuencias completas de los linajes de
Plasmodium, las cuales han sido amplificadas con cebadores mitocondriales,
especificamente, citocromo b. Estas secuencias fueron alineadas y comparadas con los 17

linajes de Plasmodium sp. obtenidos, trabajando con un total de 352 pb.

Al observar la figura 9, notamos que un solo linaje de Sur América presenta entre
ellos distancia cero, Plasmodium sp. posicion 38 del Perd con Plasmodium sp. posicidn 33
del cual no se especifica el pais de origen solo que pertenece a Sur América. Asimismo se
reflejan 11 pares de linajes reportados para este trabajo que presentan entre ellos, una

distancia de cero.

La distancia mdaxima entre los linajes de la matriz es de 0,135, esta distancia
resaltada en rojo perteneciente a Plasmodium sp. posicion 25 de Ecuador con Plasmodium
sp. posicidn 17 de Brasil. La distancia maxima entre los linajes de este estudio es de 0,093,
resaltada en color verde y corresponde a la posicién 47 (Linaje L) y posicién 50 (Linaje V),
ambos con la posicién 46 (Linaje J). Todas las secuencias son provenientes de aves
paseriformes, con la Unica excepcién de la posicién 47, secuencia de este estudio, la cual

pertenece a un ave columbiforme.
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4.6 Diversidad haplotipica y nucleotidica

De los 13 linajes obtenidos de Haemoproteus sp. y los 17 linajes de Plasmodium sp.

resultod:

Tabla 6. Diversidad haplotipica y nucleotidica

Linaje H Hd n

Haemoproteus (sin 10 0,911 0,03
incluir las dos
secuencias de

Gabalddn)
Haemoproteus (con 11 0,919 0,03
las secuencias de
Gabalddn) *
Plasmodium 12 0,931 0,07

H: Numero de haplotipo, Hd: Diversidad haplotipica y mn: Diversidad nucleotidica,
*Linajes de la coleccidén del Dr. Gabalddén presentaban 100% de identidad para
Haemoproteus sp.-Parahaemoproteus sp.

Como se presenta en la tabla 6, tenemos valores de diversidad haplotipica muy cercanos
a 1, presentando asi, para los linajes obtenidos una maxima diversidad, esto también lo
podemos observar en las matrices de distancia (Figura 8 y 9). Al comparar entre los linajes
de Haemoproteus y Plasmodium, los linajes de Plasmodium son mas diversos que los de

Haemoproteus.

4.7 Arbol filogenético de las infecciones por haemosporidios en Sur América y las de

este estudio

La figura 10 y 11 se muestra la construccién del arbol filogenético de maxima

verosimilitud (ML) y sobre este, se colocd el soporte obtenido con la construccion del
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vecino mas cercano (NJ), el cual se lee ML/NJ. Se puede destacar a Leucocytozoon como
grupo externo y como los linajes de este estudio se agrupan con las infecciones Sur

Americanas reportadas en MalAvi.

En la figura 10, se destaca que los amplicones obtenidos de las secuencias del Dr.
Gabaldén estan en clados diferentes agrupados con amplicones obtenidos en este
estudio, de los cuales ambos presentan un buen soporte estadistico. Se observa cémo los
linajes del estudio se agrupan junto con los reportados en MalAvi en distintos clados; el
linaje de Parahaemoproteus se agrupa junto a una secuencia reportada como
Haemoproteus, esta secuencia publicada por Martinez y col. (2006), pertenece a una
publicacidn de la cual se trabajaron infecciones multiples por Haemosporidios, esto podria

reflejar posiblemente que este linaje presenta una clasificacién errénea.

La figura 11 se muestra a 15 de los 17 linajes obtenidos para Plasmodium, en un gran
clado, el cual presenta un soporte estadistico de 59/60 y los clados formados dentro de
este, presentan un buen soporte estadistico, los dos linajes restantes, los cuales no se
lograron resolver dentro de este clado, se agrupan con otras secuencias de Sur América

pero solo uno de ellos (Plasmodium sp. (Y)) esta en clado robusto.
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94/94 Haemo

Haemo
51/88

40/58

19/24

77177
86/88

25/25

H

21/22

28/30

68/68 I:Hae

52/58

100/100

100/100
15/15 67/68
63/62
Haemo
3)
18/14
Haemoproteu
46/44
Haemoproteu:
83/82

p—
100/100 Parahaemo

100/100

100/100

80/80

98/99 Haemoprote

7172 Haemoprot

69/71

89/91

Haemoproteu
7U71

proteus sp. (JQ764618.1)
proteus sp. (KF537329.1)

Haemoproteus sp. (KM211352.1)
Haemoproteus sp. (DQ241546.1)

Haemoproteus sp.(DQ241544.1)

———Haemoproteus sp. (E) (F. Icteridae)
I: Haemoproteus coatneyi (KM211350.1)

Haemoproteus sp. (EF153654.1)

Haemoproteus sp. (C) (F. Icteridae)

Haemoproteus sp. (Q) (F. Icteridae)

aemoproteus sp. (KF482360.1)

Haemoproteus sp. (DQ241542.1)
Haemoproteus sp. (DQ241539.1)
Haemoproteus sp. (DQ241541.1)
Haemoproteus sp. (EF153652.1)

moproteus sp. (EF153653.1)

Haemoproteus sp. (KF482344.1)

Haemoproteus sp. (EF153650.1)

Haemoproteus sp. (A) (F. Mimidae)
Haemoproteus sp. (F) (F. Mimidae)
Haemoproteus sp. (KF482350.1)

34/34 I: Haemoproteus sp. (KM211351.1)

Haemoproteus sp. (U) (F. Emberizidae)
Haemoproteus sp.* (EE) (F. Columbidae) (GABALDON)

Haemoproteus sp. (T) (F. Troglodytidae)

Haemoproteus macrovacuolatus (KJ175078.1)

Haemoproteus sp.(DQ241553.1)

proteus sp. (JX029902.1)

Haemoproteus sp.(KF482354.1)
Haemoproteus sp. (EF153646.1)

s sp. (H) (F. Mimidae)
s sp. (K) (F. Icteridae)

9/99 [Haemoproteus sp. (S) (F. Mimidae)
Haemoproteus sp.* (FF) (F. Columbidae) (GABALDON)

Haemoproteus sp. (KF482345.1)
aemoproteus sp. (EF153647.1)

proteus sp. (R) (F. Tyrannidae)

Haemoproteus sp. (FJ462651.2)
Haemoproteus sp. (FJ462655.2)
Haemoproteus sp. (O) (F. Polioptilidae)

Haemoproteus sp. (P) (F. Columbidae)

us jenniae (JN827318.1)

Haemoproteus sp. (JX029921.1)

eus sp.(KU057964.1)

82/85  Haemoproteus sp. (GU296227.1)
Haemoproteus sp.(FJ462657.2)
Haemoproteus sp. (FJ462664.2)

s sp.(FJ462662.2)

Haemoproteus sp. (N) (F. Icteridae)

Leucocytozoon sp. (EU254518.1)

| es—
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Figura 10. Arbol filogenético de ML junto al Bootstrap del NJ para Haemoproteus y Parahaemoproteus de este estudio

junto con linajes de Haemoproteus reportados en Sur América.

El * muestra los linajes que mediante el analisis BLAST mostraron 100% de identidad para Haemoproteus y Parahaemoproteus.

ML/NJ

(1000)
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Plasmodium sp. (DQ241529.1)
Plasmodium tejerai (JX272844.1)
Plasmodium sp. (JX029894.1)

5152 Plasmodium sp. (JX029895.1)

Plasmodium sp. (KF482348.1)
[ Plasmodium lutzi (KF537310.1)
99/100 Plasmodium sp. (EF153640.1)

Plasmodium sp. (JX029899.1)

40/43

6/4

Plasmodium sp. (JX029866.1)
Plasmodium sp. (J) (F. Icteridae)
Plasmodium relictum (HM031937.1)
Plasmodium sp. (JQ764620)

9/8 54/53

99/99 .
Plasmodium sp. (JX021471.1)

Plasmodium sp. (JQ764621)
Plasmodium sp.(DQ241537.1)

Plasmodium sp. (JX021469.1)
70/71

15/20 Plasmodium sp. (KF537316.1)

Plasmodium sp. (HM146903.1)

Plasmodium sp. (Y) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (KU057966.1)

— Plasmodium sp. (L) (F. Columbidae)

91/91 Plasmodium sp. (Z) (F. Icteridae)

B/54 Plasmodium sp. (AA) (F. Icteridae)

95/97

5
Plasmodium sp. (CC) (F. Icteridae)

4pia Plasmodium sp. (M) (F. Icteridae)

4 || Plasmodium sp. (N) (F. Mimidae)

58/58 59/60 Plasmodium sp. (B)(F. Icteridae)

Plasmodium sp. (1) (F. Icteridae)

84/85 Plasmodium sp. (V) (F. Icteridae)

Plasmodium sp. (W) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (D) (F. Mimidae)

99/98 || plasmodium sp. (G) (F. Thraupidae)
Plasmodium sp. (X) (F. Icteridae)

81/84 . X
Plasmodium sp. (BB) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (DD) (F. Icteridae)

Plasmodium sp. (KT373869.1)

Plasmodium sp. (DQ241525.1)

19/5 Plasmodium sp. (JX029884.1)

16/13 Plasmodium juxtanucleare (DQ017964.1)
Plasmodium sp. (JX021452.1)

72167 .
13/13 Plasmodium sp. (JX021496.1)

Plasmodium sp.(JX021493.1)

13/12 Plasmodium sp. (JX021451.1)

14/14

Plasmodium sp. (JX021497.1)

Plasmodium sp. (KT373873.1)
ﬂc Plasmodium sp. (KF482357.1)
N Plasmodium sp.(JX021492.1)

Plasmodium sp. (JX029863.1)

6/7

Plasmodium sp. (DQ241515.1)

35 Plasmodium sp. (KF537328.1)
Plasmodium sp. (JX029880.1)

Plasmodium unalis (KC771248.1)

15/16 Plasmodium sp. (EF153641.1)
Plasmodium sp. (JQ764622)
Plasmodium sp. (KF482353.1)
100/100 .
Plasmodium sp. (AF465555.1)

Plasmodium sp. (KF482349.1)

L Plasmodium sp. (KC867672.1) ML/NJ (1000)

Leucocytozoon sp. (EU254518.1)

U |
0.1

Figura 11. Arbol filogenético de ML junto al Bootstrap del NJ para Plasmodium junto con linajes de Plasmodium 48
reportados en Sur América.



4.8 Matriz de distancia junto a morfo-especies reportadas

4.8.1 Matriz de distancia de morfo-especies Haemoproteus y Parahaemoproteus

(reportados) vs. Haemoproteus y Parahaemoproteus de este estudio

Las morfo-especies reportadas en la base de datos de MAIAvi para Haemoproteus
es de 42 especies y solo 1 especie ha sido reportada como Parahaemoproteus. Estas
secuencias fueron alineadas con los 13 linajes de Haemoproteus sp., 2 linajes que
presentan 100% de identidad para Haemoproteus sp.-Parahaemoproteus sp. y el linaje
que presenta 100% de identidad de Parahaemoproteus sp., trabajando con un total de

350 pb.

En la figura 12, 11 pares de linajes de este estudio presentan distancia cero entre
ellos. La distancia maxima lo cual es resaltada en rojo, presenta un valor de 0,701 y
pertenece a Haemoproteus sp. (N) posiciéon 50 de la Familia Icteridae (Paseriforme) de
Venezuela, con Haemoproteus attenuatus posicidon 1 de Familia Mimidae (Paseriforme) de
Suecia. La distancia maxima entre los linajes de este estudio es de 0,153, resaltada en
color verde y corresponde a la posicion 52 (Linaje P) con la posicién 46 (Linaje E). La
pequefia variacion con el valor obtenido en la matriz de distancia con los linajes de Sur
América (0,156) se debe a las dos pares de bases adicionales obtenido luego de realizar el

alineamiento de las secuencias de este estudio.
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4.8.2 Matriz de distancia de morfo-especies de Plasmodium (reportados) vs.

Plasmodium de este estudio

Para Plasmodium sp. se han reportado en la base de datos de MalAvi 20 morfo-
especies. Estas secuencias fueron alineadas con los 17 linajes obtenidos en este trabajo,

trabajando con un total de 350 pb.

En la figura 13, se presentan 11 pares de linajes de este estudio con distancia cero
entre ellos. La distancia maxima es resaltada en rojo, la cual presenta un valor de 0,112 y
pertenece a Plasmodium sp. (J) posicion 25 de la Familia Icteridae (Paseriforme) de
Venezuela con Plasmodium rouxi posicién 17 de la Familia Icteridae (Paseriforme) de Asia.
La distancia maxima entre los linajes de este estudio es de 0,094 resaltada en color verde
y corresponde a la posicion 29 (Linaje V) y posicién 26 (Linaje L) con la posicién 25 (Linaje
J). La pequefia variacion con el valor obtenido en la matriz de distancia con los linajes de
Sur América (0,093) se debe a las dos pares de bases adicionales obtenido luego de

realizar el alineamiento de las secuencias de este estudio.
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4.9 Comparacion de diversidad observada por distancia genética (distancia-p)

reportada por la matriz de distancia y diversidad nucleotidica reportada por la DnaSP.

En este estudio se utilizd, aparte de la diversidad haplotipica, dos métodos

adicionales para estimar de diversidad, la distancia genética, proporcionado por el estudio

de las matrices de distancia, el cual refleja el valor absoluto de diferencias nucleotidica de

pares de secuencias y la diversidad nucleotidica, el cual es el promedio del nimero de

nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias tomadas en pares.

Tabla 7. Distancia-p maxima (p) vs. Diversidad nucleotidica (m)
Haemoproteus Plasmodium
Sur Secuencias Secuencias Linajes Secuencias Secuencias Linajes
América descargadas de descargadas obtenidos en descargadas descargadas obtenidos en
pubmed con los de pubmed este estudio de pubmed con de pubmed este estudio
linajes de los linajes
este estudio de este
estudio
P n P n P n P n P n P n
0,159 0,90 0,156 0,80 0,153 | 0,030 0,135 0,086 | 0,132 | 0,078 | 0,091 | 0,070
Morfo- Secuencias Secuencias Linajes Secuencias Secuencias Linajes
especies descargadas de descargadas obtenidos en descargadas descargadas obtenidos en
pubmed con los de pubmed este estudio de pubmed con de pubmed este estudio
linajes de los linajes
este estudio de este
estudio
p n P n P n p n P n p n
0,701 0,050 0,694 0,036 | 0,153 | 0,030 0,112 0,081 | 0,109 | 0,079 | 0,091 | 0,070

Como se observa en la tabla 7, al comparar ambos métodos para obtener

diversidad, se aprecia como hay mayor diversidad en los linajes de Haemoproteus que de

Plasmodium utilizando como referencia la distancia-p dada por las matrices de distancia,

solo para los linajes de Haemoproteus de este estudio, se obtuvo 0,153, en contraste con

el 0,091 de los linajes de Plasmodium. Al observar estos mismo linajes pero con el método
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de Nei y Tajima (1981), donde la diversidad es estimada mediante el calculo de diversidad

nucleotidica (mt), es mas diverso el género Plasmodium que Haemoproteus.

4.10 Arbol filogenético de morfo-especies y los linajes de obtenidos en este

estudio

En la figura 14 se muestra el arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) y
sobre este, se colocé el soporte obtenido con la construccién del vecino mas cercano (NJ),

el cual se lee ML/NJ.

Se observa como 15 linajes de Plasmodium de este estudio se agrupan en un solo
clado robusto (83/85) junto con la morfo-especie Plasmodium ashfordi, por lo que esta
especie puede ser mas cercana a este grupo de linajes, uno de los linajes restantes, (Y), se
agrupa con un buen soporte (82/82) con la morfo-especie Plasmodium cathemerium, el
linaje J de este estudio no se agrupa con buen soporte con ninguna morfo-especie

descrita.

Para los linajes de Haemoproteus, se presenta una distribucién diferente, ya que
estos se agrupan en distintos clados robustos, las secuencias del Dr. Gabalddn, no se
encuentran en el mismo clado pero logran resolverse con las secuencias del Estado Zulia
del afio 2013, con un buen soporte, asimismo, el linaje de Parahaemoproteus de este

estudio no se logra resolver dentro de ningun clado.

Tanto el estudio filogenético de las infecciones por Haemosporidios de Sur América

y este realizado para las morfo-especies, presenta comportamientos similares.
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6265 — Haemoproteus coatneyi (KM211350.1)

o667 Haemoproteus sp. (E) (F. Icteridae)

uss || HaEMODIOteUs sp. (C) (F. Icteridae)
Haemoproteus sp. (Q) (F. Icteridae)
Haemoproteus micronuclearis (HQ386237.1)
Haemoproteus homobelopolskyi (HQ386240.1)
Haemoproteus nucleofascialis (HQ386243.1)
Haemoproteus cyanomitrae (EU810741.1)

1314 |- Haemoproteus thraupi (AF465583.1)
Haemoproteus motacillae (AF495579.1)
Haemoproteus tartakovskyi (GU289671.1)
Haemoproteus fringillae (DQ060764.1)

[T Haemoproteus paranucleophilus (HQ386242.1)
10§00 | Haemoproteus balmorali (DQ060767.1)

P{e°_| 'Haemoproteus attenuatus (AY393807.1)
Haemoproteus balmorali (DQ067581.1)
uy Haemoproteus ptilotis (KP721986.1)
Haemoproteus sp.(A) (F. Mimidae)

5715

Haemoproteus sp. (F) (F. Mimidae)

Haemoproteus hirundinis (EU154343.1)
Haemoproteus paruli (AF465563.1)
6

Haemoproteus lanii (DQ060768.1)

[s7/60 Haemoproteus magnus (DQ451426.1)

Haemoproteus majoris (DQ060765.1)

9 /ﬁparahaemoproteus vireonis (FJ168561.1)
Haemoproteus sp. (H) (F. Mimidae)

378D Haemoproteus sp. (K) (F. Icteridae)
Haemoproteus sp. (S) (F. Mimidae)

5466 | | Haemoproteus sp.* (FF) (GABALDON)

Haemoproteus minutus (EU676190.1)

2831 |l Haemoproteus pallidus (DQO60766.1)

{— Haemoproteus sanguinis (DQ847194.1)

20 {aemopvmeus concavocentralis (GQ396708.1)

Haemoproteus vacuolatus (EU770153)
Haemoproteus danilewskyii (DQ451411.1)
Haemoproteus witti (KF767420.1)
- Haemoproteus pastoris (EU810728.1)
Haemoproteus ilanpapernai (DQ451424.1)

14714 Haemoproteus homovelans (GU085195.1)
Haemoproteus symii (KF192997.1)
Haemoproteus valkiunasi (GQ404559.2)

63/63 Haemoproteus macrovacuolatus (KJ175078.1)

Haemoproteus noctuae (KC994896.1)
Haemoproteus turtur (DQ451425.1)
aai7 || 55, | HacmopToteus sacharovi (1X073258.1)
Haemoproteus sp. (T) (F. Troglodytidae)

59160
Haemoproteus sp. (U) (F. Emberizidae)
Haemoproteus sp.*(EE) (GABALDON)
Haemoproteus belopolskyi (AF495547.1)

7 F[[ Haemoproteus passeris (AF254969.1)

9999 L Haemoproteus sylvae (AF254964.1)
— sp. (R) (F. T
Plasmodium globularis (EU770151.1)
Plasmodium juxtanucleare (AB250415.1)
Plasmodium multivacuolaris (F1404720.1)

28130

35137

1212
Plasmodium parahexamerium (EU810634.1)
Plasmodium homopolare (AF465555.1)
Plasmodium Novyella (EF011170.1)
Plasmodium vaughani (DQ847271)
Plasmodium rouxi (HM146901.1)
Plasmodium unalis (KC771248.1)

(AF495572.1)

Plasmodium sp. (J) (F. Icteridae)
Plasmodium gallinaceum (AY099029.1)
Plasmodium lucens (FJ404707.1)
Plasmodium cathemerium (DQ838988.1)
Plasmodium sp. (Y) (F. Icteridae)

Plasmodium megaglobularis (DQ847268.1)

Plasmodium relictum (AF254975.1)
[ Plasmodium lutzi (KF537310.1)

Plasmodium homocircumflexum (DQ368374.1)

Plasmodium tejerai (JX272844.1)
Plasmodium elongatum (DQ368381.1)
Plasmodium ashfordi (AF254962.1)
Plasmodium sp. (L) (F. Columbidae)

0149

Plasmodium sp. (2) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (AA) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (CC) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (M) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (N) (F. Mimidae)
Plasmodium sp. (B)(F. Icteridae)
Plasmodium sp. (1) (F. Icteridae)
27 [ Plasmodium sp. (V) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (W) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (D) (F. Mimidae)
Plasmodium sp. (G) (F. Thraupidae)
Plasmodium sp. (X) (F. Icteridae)
Plasmpdium sp. (BB) (F. Icteridae)
Plasmodium sp. (DD) (F. Icteridae)
Haemoproteus sp. (O) (F. Polioptilidae)
Haemoproteus sp. (P) (F. Columbidae)
Haemoproteus columbae (EU254553.1)
Haemoproteus iwa (JF833050.1)
96/98 Haemoproteus jenniae (JN827318.1)

1001100

Haemoproteus multivolutinus (JX275888.1)
Haemoproteus sp. (N) (F. Icteridae)
Haemoproteus multipigmentatus (GU296227.1)

7778 - Haemoproteus paramultipigmentatus (FJ462657.2) ML/NJ (1000)

L sp. (EU254518.1)
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Figura 14. Arbol filogenético de ML junto al Bootstrap del NJ de morfo-especies y linajes de este estudio

El ¥ muestra los linajes que mediante el analisis BLAST mostraron 100% de identidad para Haemoproteus y Parahaemoproteus.



CAPITULO V

DISCUSION

El ensayo molecular realizado (PCR) para la deteccién y amplificacion de los
Haemosporidios aviares utilizando cebadores conservados en una regién nuclear (CS) y en
dos mitocondriales (CYTB y COXI), revelaron para este trabajo que los cebadores
mitocondriales siguen estableciéndose como los mds indicados para obtenciéon de los
distintos linajes de Haemoproteus y Plasmodium (Bensch y col., 2004; Hellgren y col.,

2004; Richard y col., 2002; Waldenstrom y col., 2004).

El circumsporozoito es la principal proteina de superficie de los esporozoitos,
también puede encontrarse en la membrana plasmdtica y en el interior de la capsula de
ooquistes, esta proteina permite la salida de los esporozoitos de los ooquistes para sus
fases iniciales de invasién a la célula hepatica por medio de sus dominios, es aqui donde se
expresa la proteina, en conocimiento de esto y por medio de ensayos in vitro, se ha
demostrado que la infeccidon por esporozoitos mutados en esta regidon no son infecciosos
en ratas jovenes. Esto sugiere que los esporozoitos presentan un proceso Unico derivado
en la proteina del CS, lo cual proporcionaria nuevos aportes sobre la invasiéon del higado

(Pacheco y col., 2013; Wang y col., 2005).

La amplificacion de la proteina de superficie del CS, hasta la fecha, sigue siendo
compleja, en vista de que esta proteina de superficie puede presentar variaciones en su
secuencia, los cuales pueden producir cambios importantes en su estructura, es decir, es

polimdrfica y puede generar resultados filogenéticos engafiosos; es bien conocido que
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esta proteina presenta regiones de repeticién para provocar al sistema inmune el montaje
de una respuesta innata y dejar al hospedador indefenso ante la falta memoria
inmunoldgica contra este patdgeno en particular. De haberse logrado su amplificaciéon
pudiera aportar data valiosa a estos parasitos provenientes de aves y permitir estudios
comparativos entre las amplificaciones en mamiferos (Hughes, 1991; Mas-Coma y
Barglies, 2009). En contraste con la regiones mitocondriales, las cuales no estan
comprometidas por el sistema inmune, la mayoria de sus cambios o sustituciones de
nucledtidos son simples, estas cualidades permiten que estos cebadores se adapten
adecuadamente a estudios de especies estrechamente relacionadas (Martinsen y col.,

2008; Mas-Coma y Bargties., 2009; Valkitnas, 2005).

Las descripciones de pardsitos Haemosporidios venezolanos se basaron
principalmente en la observacidn bajo microscopio de luz del Dr. Arnoldo Gabalddén y
colaboradores, este aporte dio a la comunidad cientifica venezolana la coleccién de
parasitos malaricos, contando con 221 registros originales de infecciones experimentales y
22.989 réplicas. Asimismo, para Venezuela describié 4 especies endémicas de malaria
aviar; un estudio de la literatura muestra que anualmente se describen especies

basandose solo en criterios morfolégicos (Outlaw y Ricklef, 2014).

El estudio simultdneo de los extendidos sanguineos o clasicos y técnicas
moleculares, como la PCR, permite no solo corroborar la identificacion de la especie
observada en el microscopio, sino conocer y trabajar la historia evolutiva de estos

patégenos, asi como su diversidad (ValkiGinas, 2010). Es por ello la importancia de rescatar
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la vieja data y darle paso a la nueva era molecular pero sin dejar atras los hallazgos y

descripciones de los métodos cldsicos, los cuales alin son empleados.

Para la obtencién del material biolégico de los extendidos sanguineos de la
Coleccion del Dr. Arnoldo Gabaldodn (vieja data), primero se observaron al microscopio de
luz para corroborar la presencia del patégeno, asi como el porcentaje de parasitemia
(Tabla 4), tomando en cuenta el tiempo de preservacion del material -35 afios- y las
condiciones en las que pudo encontrarse antes de ser ordenada, clasificada y almacenada
de manera adecuada por el Instituto de Altos Estudios Dr. Arnoldo Gabaldén (Maracay),
los resultados son muy prometedores, el mejor método de extraccién es el de
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico, lo cual se refleja en la concentracion del ADN, asi
como en la calidad de la extraccién (Figura 6 y tabla 3), lo cual posiblemente se deba al
uso de estas fases inmiscibles y el papel doble del Cloroformo como desnaturalizador de
proteinas y en disolucién de lipidos, ademads, del Fenol, que contribuye asimismo a la
desnaturalizacion de las proteinas. Este paso, luego de utilizar la proteinasa K, demuestra
qgue cualquier endonucleasa que escapara de ella, podria ser separada del material
genético y encontrarse en la fase orgdnica (o mas densa) (Herrdez, 2012). A pesar de que
todos los extendidos dieron positivo al microscopio de luz, solo dos mostraron
amplificacién de citocromo b del parasito; aun cuando no se logré amplificar con el
marcador mitocondrial de CYTB de vertebrados dado a la degradacidon del cebador
antisentido (Figura 4), la detecciéon de infeccion con cebadores parasito-especificos y
posterior secuenciacidén permitié comparar lo descrito por el Dr. Gabaldén en 1981, quien

clasificd estos aislados como Plasmodium novyella y Plasmodium sp., mientras que el
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analisis de las secuencias arrojé que dichos aislados pertenecen al género de
Haemoproteus, por lo que probablemente se cometié un error en la clasificacion original,
este tipo de errores ya han sido detectados por el personal encargado de la organizaciéon

de esta coleccion.

La obtencién de un 12% positivo de las muestras de este trabajo para el estado
Zulia mediante la técnica molecular de PCR, contrastado con un 16,94% de muestras
positivas observadas al microscopio de luz por Praderes (2016), quien trabajé con el
mismo conjunto de muestras, permite considerar la importancia del material bioldgico del
gue se estd realizando la extraccién del ADN, la cantidad de ADN total extraido del tejido
sanguineo es mayor en aves que en mamiferos, debido a que los eritrocitos en aves son
nucleados, por lo que la gran cantidad de ADN podria inhibir la PCR, dando como
resultado falsos negativos y por ello la necesidad de realizar ambos estudios de manera
simultdnea. Otra razdn por la que es necesario seguir utilizando ambos métodos es que la
PCR es una técnica que presenta una alta sensibilidad y puede enmascarar mas de un
parasito en sangre, como casos de coinfeccion, los cual podria solo amplificar uno de los
dos parasitos en sangre, estos casos son muy comunes en aves, donde se han llegado a
reportar mas de dos linajes por microscopia de luz (Martinsen y col. 2008; Palinauskas y

col. 2013; Richard y col. 2002).

Las matrices de distancia y los analisis filogenéticos realizados a los 33 linajes
obtenidos, de los cuales 2, son de los extendidos sanguineos de vieja data, permitieron
realizar aportes interesantes para estos patdgenos en Venezuela. Al construir las matrices

con infecciones de Haemoproteus y Plasmodium de Sur América, se quiso observar donde
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se podrian agrupar los distintos linajes obtenidos en este trabajo. En la matriz donde se
encuentran las infecciones por Haemoproteus (Figura 8), dos linajes descargados de la
base de datos que entre ellos presentan distancia cero, uno de ellos es reportado para
Venezuela en el 2012 por Mijares y col. (posicion 20) en el paso migratorio “Paso de
Portachuelo”, localizado en el Parque Nacional Henri Pittier, con uno, reportado en el
2015 por Gonzalez y col. (posicidon 27) para la Regidon Andina de Colombia. Lo cual refleja
una similitud de los linajes encontrados en Venezuela con los linajes de Colombia, la
cercania geografica y el hecho de que ambos paises son pasos migratorios de aves, facilita

esta homogeneidad de linajes entre ambos paises.

A partir de la posicion 35 comienzan los linajes obtenidos en este estudio, se
puede observar que entre ellas presentan distancia cero (11 de 174 pares de linajes) y
aun cuando las del Dr. Gabalddn son de otra localidad, se agrupan muy bien con las
muestras obtenidas del Estado Zulia, lo cual refleja que 35 afos es un periodo de tiempo
muy corto para determinar un patrén de cambio en la regiéon de citocromo b de estos
pardsitos, lo cual es respaldado con la diversidad nucleotidica obtenida (Tabla 6), siendo
para el caso de Haemoproteus, incluyendo los dos linajes obtenidos del Dr. Gabaldén vy al

excluirlos, el mismo valor (0,03), mostrando baja tasa mutacional.

La menor distancia obtenida para el linaje de Parahaemoproteus es de 0,006,
comparada con la posicidon nimero 11, un linaje del Peru catalogado como Haemoproteus
(Figura 8), el mismo linaje en el cual se agrupa con un soporte estadistico de 100/100
(Figura 10). Al analizar la matriz de las morfo-especies de Haemoproteus, la cual incluye un

solo linaje de Parahaemoproteus, la distancia entre estos dos es 0,061 (Figura 12), lo cual
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es significativamente mayor. Esto refleja una posible clasificacion errénea de linajes de
Parahaemoproteus descritos como Haemoproteus o viceversa. Recientemente ha sido
descrito la necesidad de separar el género Haemoproteus en dos subgéneros:
Haemoproteus y Parahaemoproteus (Martinsen y col. 2008), en dicho trabajo se utilizan
cuatro cebadores para llegar a estas conclusiones, dos mitocondriales, uno nuclear y uno
del plastido; las secuencias que Martinsen y col. (2008) utilizaron para la construccién del
arbol filogenético estdn clasificadas como Haemoproteus en el portal NCBI, luego de los
analisis filogenéticos realizados por ellos es que dichos linajes se catalogaron como
Parahaemoproteus, pero la clasificacién hasta la fecha, en el portal NCBI sigue siendo
Haemoproteus, lo cual es una muestra de los errores presentes en la base de datos del
portal, por lo que es necesario realizar una revisién sobre la valides de los Haemoproteus y

Parahaemoproteus descritos y hacer correcciones de los posibles errores.

Para las comparaciones de los linajes de Plasmodium obtenidos en este trabajo con
los linajes de Plasmodium reportados para Sur américa (Figura 9), un par de linajes
obtenidos de la base de datos presenta distancia cero: un linaje del Peru (posicién 38) que
es comparado con un linaje del Continente Sur Americano, del cual no se especifica su
localidad por Ricklesf y Fallon (2002) (posicién 33). A partir de la posicidn 42 comienzan los
linajes de este estudio y al igual que para Haemoproteus, entre ellos, 11 pares de linajes

de los 190 pares presentan distancia cero entre ellos.

Con las morfo-especies de Haemoproteus y Plasmodium (Figura 12 y 13), no se
logré identificar las especies de los linajes de este estudio. La distancia maxima de ambas

matrices es una secuencia de este estudio comparada con morfo-especies que se
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encuentran en distintos continentes, lo cual tiene sentido por su distribucién geografica.
Asimismo y descrito anteriormente, el linaje de Parahaemoproteus no presenta similitud

con ninguna especie, lo cual era esperado dado el debate sobre este subgénero.

Los linajes que presentan distancia cero de este estudio, se puede deber a que son
de la misma localidad y en los casos de los dos extendidos de la colecciéon del Dr.
Gabalddn, es interesante observar que presentan distancia cero con otros linajes,
mostrando asi que pasado 35 afios desde sus infecciones experimentales con estos
patdgenos hay conservacién de la regidn estudiada del citocromo b. En las morfo-especies
de Plasmodium (Figura 13) aun falta mucho por describir y esto se refleja en la cantidad de
especies descritas, 20 en total, aun asi, al igual que las matrices anteriores vemos como se

agrupan nuestros linajes dandole importancia asi su lugar de origen.

Con el fin de agrupar los resultados obtenidos en este estudio, se construyd un
arbol filogenético (Figura 14) donde se muestra linajes de este estudio que arrojaron
pertenecer a los géneros Haemoproteus, Plasmodium y Parahaemoproteus, las morfo-
especies de los géneros Haemoproteus, Plasmodium y Parahaemoproteus mas un grupo
externo, Leucocytozoon. En Haemoproteus los linajes se agrupan en distintos clados, aun
asi, presentan ramas robustas y logran resolverse dentro del grupo de morfo-especies
descritas de este género, en el caso contrario, se ve a Parahaemoproteus de este estudio,
el cual no logra resolverse dentro estos caldos pero la morfo-especie descrita como
Parahaemoproteus vireonis, esta un clado junto con Haemoproteus majoris y posee una

soporte Bootstrap de 97/98, dando respaldo al debate de Martinsen y col. (2008), asi
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como de las clasificaciones errdneas. Lo mismo puede observarse en la matriz de distancia

(Figura 9).

Es interesante destacar, que aun cuando al realizar el analisis BLAST, las secuencias
obtenidas de los extendidos sanguineos del Dr. Gabalddn, presentaban 100% de identidad
entre Haemoproteus y Parahaemoproteus, tanto las matrices de distancia (Figura 8 y 12)
como los andlisis filogenéticos (Figura 10 y 14) los agrupa dentro del grupo Haemoproteus.
En este caso, se realizd la busqueda de secuencias del portal NCBI para el subgénero de
Parahaemoproteus, con la finalidad de ser comparadas con el linaje de Parahaemoproteus
de este estudio junto con los dos linajes obtenidos de los extendidos sanguineos, en la
pagina se reportan un total de 400 secuencias amplificadas para la region conservada de
CYTB, desafortunadamente, la mayoria de estas secuencias son parciales y al momento de
realizar el CLUSTALW casi todas presentaban numerosos gaps, haciendo dificil y poco

confiable el modelado de estos datos.

Con el grupo del género Plasmodium, se observa un comportamiento diferente,
puesto que, de los 17 linajes, 15 se agrupan en un gran clado, a excepcion de los linajes Yy
J, los cuales no logran resolverse en este clado pero aun asi, el linaje Y se agrupa con una
morfo-especies en una rama robusta. Al observar el comportamiento de ambos linajes se
podria decir que faltan aun muchas morfo-especies por definir para Plasmodium, donde la
distancia-p maxima en Sur América (0,135) es mayor que en las morfo-especies (0,112), lo
cual es una muestra de que se han secuenciado mas linajes de lo que se han definido

como especie, caso contrario el de Haemoproteus, la distancia-p maxima de morfo-
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especies (0,701) que las de Sur América (0,159) por lo que se han definido mas morfo-

especies que linajes secuencias para Sur América.

Se han propuesto muchas medidas o estimadores de diversidad de especies y su
literatura es muy extensa, muchas de sus interpretaciones se deben a como el
investigador aborde el problema presentado, se puede denominar diversidad a la riqueza
de especies por un lado y por el otro hablar de heterogeneidad e incluso la equidad de la
poblacién, cada estimador de diversidad presenta propios pardmetros y no es de extrafiar
gue cada estimador de valores diferentes. Para las secuencias descargadas de Sur América
y de las morfo-especies, la diferencia entre las distancia-p maxima obtenida en las
matrices de los linajes de este estudio refleja una mayor diversidad de los linajes de
Haemoproteus en comparacién con los linajes de Plasmodium, esto muestra que se
obtuvo una muestra muy diversa, casi alcanzando el valor maximo de distancia-p (Tabla
7), esta diversidad también es reflejada en las topologias de los tres arboles filogenéticos
de este estudio (Figura 10,11 y 14), donde los linajes de Haemoproteus de este estudio se
agrupan en distintas ramas, caso contrario el de los linajes de Plasmodium, donde la
mayoria de los linajes se agrupan en un solo grupo, quedando solo dos linajes fuera de
este gran grupo. Estos dos linajes, los cuales no lograron resolverse dentro de un clado
con buen soporte estadistico pudieron aportar mucha diversidad a este grupo, lo cual
puede observarse al momento de utilizar el valor de diversidad nucleotidica como
referencia, donde vemos como el género de Plasmodium (0,070) presenta ahora una

diversidad mayor que el género de Haemoproteus (0,030).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

La obtencidon de ADN partiendo de la preservacidon en papel de filtro es eficiente

con la metodologia empleada de Bereczky y col., 2005.

Entre los tres métodos de extraccion de ADN partiendo de los extendidos
sanguineos del Dr. Arnoldo Gabalddn, el mejor método de obtencién del material

fue el de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico.

El uso de cebadores mitocondriales, especificamente citocromo b, para este
estudio, fueron los mds adecuados para la identificacion, diagndstico,

amplificacién y estudios filogenéticos de la malaria aviar.

Los linajes de Haemoproteus y Plasmodium presenta una mayor diversidad

haplotipica que nucleotidica.

La topologia de los arboles filogenéticos presenté a los linajes de Haemoproteus

como los mas diversos.

Los andlisis de diversidad haplotipica, nucleotidica y los analisis filogenéticos de la
region del citocromo b mostraron que 35 afios no es tiempo suficiente para ver

variaciones significativas de los pardasitos maldricos aviares.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere estandarizar y hacer uso de distintitos cebadores nucleares para

pardsitos maldricos de Venezuela.

Usar técnicas moleculares en las réplicas experimentales de los extendidos
sanguineos del Dr. Gabalddén para realizar estudios ecoldgicos, evolutivos e

historias de vida de los Haemosporidios presentes en el Territorio Nacional.

Realizar revision bibliografica y nucleotidica de las clasificaciones de Haemoproteus

y Parahaemoproteus reportadas.

Hacer estudios simultdneos de los hospedadores aviares y vectores presentes en
areas de muestreo para hacer relaciones vector-especifico con sus distintos

hospedadores aviares.
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ANEXOS
Anexo 1: Glosario

Clado: Porciéon de una filogenia que desciende de un antecesor comun.

Hemocele: Cavidad general secundaria de los artrdpodos que constituyen un sistema
lagunar lleno de liquido hematico y forma parte del aparato circulatorio abierto.

Gaps: Representan la introduccidn de espacios (en el modelo evolutivo, una mutacién por
insercion o borrado) en secuencias de nucledtidos.

Maxima parsimonia: Método de construccion de arboles filogenéticos que opera
directamente sobre las secuencias de ADN (método discreto) que predice el arbol
evolutivo o arboles que reducen el minimo de nimero de pasos requeridos para generar
una variacion observada en las secuencias.

Maxima verosimilitud: Método discreto de construccion de drboles que predice el arbol
(o arboles) mas probable que explique los datos observados tomando en cuenta el modelo
de evolucidén de las secuencias (previamente determinado).

Membrana peritréfica: Malla de quitina embebida en una matriz de proteina vy
carbohidratos, cuya principal funcién es la proteccién de las células del intestino medio
para evitar dafio mecdnico por el paso del alimento, ademads es permeable a las enzimas
digestivas y productos de la digestion.

Parafilético: Subconjunto de especies descendientes de un ancestro en comun. Un grupo
parafilético incluye la especie ancestral y solo algunos de sus descendientes.

Red de haplotipo: Arboles filogenéticos multifurcados que permite la observacion de la
relacidn génica entre individuos.

Taxoén: Grupo particular de organismos definido por una serie de caracteres compartidos.
Vecino mdas cercano: Reconstruccién de arboles filogenéticos a partir de distancia

evolutiva (nUmero de pares de bases distintas entre secuencias), mediante el encuentro
de vecinos que minimicen la longitud de las ramas.
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Anexo 2: Tabla de concentracion de la extraccion de ADN de muestras provenientes del
Estado Zulia colectados en papel de filtro

Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
04192 1 64
0425 1,96 49
04192 2 66
0424 1,02 60
04207 1 32
04208 1 66
04209 1 150
04228 1 108
04227 1,50 80
04229 0,90 42
04131 1 123
04132 2 99
04133 2,70 59
0462 1,98 60
0463 1,99 59
0464 1,02 107
0465 1,03 100
04118 1,03 60
04119 1 88
04120 1 89
0484 1 90
0485 1 101
0486 1 157
0487 1 200
04139 1 201
04140 1,01 60
04141 0,90 20
04142 1 50
04122 2,21 58

72



Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
04130 2,11 59
0474 2,13 120
0475 2,14 88
0476 2,15 92
0477 2,22 34
0478 2,20 38
0479 2,20 45
0480 2 40
0403 2 41
0404 2 30
0405 1 66
0406 1 69
0407 1 72
0408 1,07 67
0409 1,87 73
0410 1,89 69
0411 1,20 80
0431 1,02 81
0432 1,03 36
0433 1,10 78
0434 1,11 80
0435 1,50 90
0436 1,80 100
0438 1,89 106
0439 2 120
0440 1,70 170
0441 1,22 190
0413 1,20 40
0414 1 60
0415 1 58
0416 1 59
0418 1 60
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Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
0419 1 63
0420 1 20
04143 1 90
04144 1 71
04145 1 74
04146 1 63
04147 1 73
04148 1 42
04149 1 123
04236 1 130
04235 1 86
04208 1 88
04211 1 60
04216 1 10
04218 1,02 32
04219 1 32
04172 1 100
04147 1 101
04220 1 100
04200 1 98
04197 1 98
04196 1 98
04195 1 70
04194 2 50
04181 2 51
04178 2 30
04149 2 20
04150 2 21
04217 2 20
04161 2 60
04144 2 68
04136 2 70
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Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
04134 2 80
04132 2 99
04166 2 90
04163 2 100
04142 1,04 28
04137 1,96 45
04145 2,11 47
04100 1 48
04101 1 49
04102 2,03 50
04103 1,03 98
04104 1,03 73
04105 1,03 60
04106 1 65
04107 1 66
04108 1 70
04109 1 70
04110 1 89
04111 1 80
04112 1 61
04113 1 45
04114 1 64
04193 1 64
04194 1 23
04195 1 20
04196 1 78
04197 1 40
04198 1 78
04199 1 70
0424 1 49
0425 1 37
0426 1 69
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Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
0427 1 89
0428 1 88
0429 1 80
0430 1,03 90
0431 2 98
0432 2 10
0433 2 99
0434 2 101
0436 2 100
0437 2 99
0438 2 98
0439 2 98
0426 2,68 63
0427 2,30 21
0428 2,87 36
0429 2,88 39
0430 2,89 40
0444 2,30 61
0446 2 73
0445 2 79
0447 2 59
0448 2 43
0449 2 25
0450 2 69
0456 2 79
0457 2 90
0458 2 99
0460 2 90
0400 2 80
0401 2 60
0402 2,60 50
0403 2,50 65
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Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
0404 2,30 67
0405 2,30 70
0406 2,30 88
0407 2,30 80
0408 2,69 90
0409 1,97 92
0477 1,96 100
0478 1,52 101
0479 1,41 105
0480 1,41 106
0481 1,79 80
0482 1,79 90
0483 1,33 90
0484 1,42 100
0497 1,52 101
0485 1,53 102
0486 1,66 104
0487 0,16 30
041 2,27 20
042 2,27 67
044 2,28 68
043 1,79 70
045 1,80 42
046 1,80 79
047 1,81 89
048 1,81 80
049 0,65 42

04999 1,53 44
04998 2,90 63
04997 1 41
04996 1 27
04995 1 90
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Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
04994 1 91
04993 1 101
04992 1,10 100
04991 1,19 90
04989 1,22 41
04988 1,50 88
04987 1 46
04986 1 65
04985 1 68
04984 1 78
04983 1 79
04980 1 80
04700 1 100
04701 1 43
04702 1 46
04703 1 67
04704 2,60 78
04705 2,50 74
04706 2,51 45
04707 2,51 40
04708 2 60
04709 2 70
04711 2 99
04712 2 20
04713 2 67
04714 2 70
04715 2 60
04716 2 65
04717 2 68
04718 2 69
04719 2 80
04720 1,68 85
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Muestra/Entrada Abs 260/280 ng/pL
04722 1,68 86
04723 1,50 88
04725 1,03 90
04728 0,90 101
04729 0,70 103
04730 0,30 108
04731 1 111
04732 1 123
04800 1 90
04801 1 99
04802 1 98
04803 1 101
04804 2,01 100
04805 2,03 36
04806 1 79
04807 1 88
04808 1 89
04809 1 30
04810 1 20
04811 2 26
04812 2 60
04813 2 31
04814 2,03 100
04815 2,04 106
04816 2 160
04817 2 50
04818 2 55
04819 2 50
04820 2 77
04821 2,68 79
04822 2,01 90
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Anexo 3: Tabla de localidad de las infecciones de Haemosporidios en Sur América

Género Especie Acceso Localidad
Haemoproteus KJ661259 Ecuador
Haemoproteus KF537300 Colombia
Haemoproteus coatneyi KM211350 Colombia
Haemoproteus EF153652 Chile
Haemoproteus EF153646 Chile
Haemoproteus DQ241553 Guyana
Haemoproteus KM211346 Colombia
Haemoproteus JX029902 Brasil
Haemoproteus DQ241539 Guyana
Haemoproteus JQ764618 Venezuela
Haemoproteus GU296227 Ecuador
Haemoproteus FJ462655 Ecuador
Haemoproteus KU057964 Brasil
Haemoproteus FJ462657 Venezuela
Haemoproteus FJ462662 Venezuela
Haemoproteus FJ462664 Venezuela
Haemoproteus JxX029921 Brasil
Haemoproteus jenniae JN827318 Ecuador
Haemoproteus macrovacuolatus KJ175078 Colombia
Haemoproteus EF153647 Chile
Haemoproteus KC121053 Australia
Haemoproteus FJ462651 Ecuador
Haemoproteus KM211352 Colombia
Haemoproteus DQ241546 Uruguay
Haemoproteus DQ241542 Guyana
Haemoproteus KM211351 Colombia
Haemoproteus DQ241544 Uruguay
Haemoproteus KF482360 Peru
Haemoproteus KF482354 Peru
Haemoproteus KF482345 Pert
Haemoproteus EF153650 Chile
Haemoproteus EF153654 Chile
Haemoproteus EF153653 Chile
Haemoproteus DQ241541 Guyana
Haemoproteus KF482344 Peru
Haemoproteus KF482350 Peru
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Género Especie Acceso Localidad
Haemoproteus KF537329 Colombia
Plasmodium elongatum KU057965 Brasil
Plasmodium juxtanucleare DQ017964 Sur América
Plasmodium lutzi KF537310 Colombia
Plasmodium relictum HM031937 Brasil
Plasmodium DQ241515 Guyana
Plasmodium DQ241525 Uruguay
Plasmodium DQ241529 Uruguay
Plasmodium EF153640 Chile
Plasmodium EF153641 Chile

Plasmodium HM146903 Peru
Plasmodium JX021451 Brasil
Plasmodium JxX021452 Brasil
Plasmodium JX021469 Brasil
Plasmodium JX021471 Brasil
Plasmodium Jx021496 Brasil
Plasmodium Jx021497 Brasil
Plasmodium JX029863 Brasil
Plasmodium JX029866 Brasil
Plasmodium Jx029880 Brasil
Plasmodium JX029884 Brasil
Plasmodium JX029895 Brasil
Plasmodium JxX029899 Brasil
Plasmodium KC867672 Ecuador
Plasmodium KF482348 Peru
Plasmodium KF482353 Pert
Plasmodium KF482357 Pert
Plasmodium KF537316 Colombia
Plasmodium KF537328 Colombia
Plasmodium KT373869 Ecuador
Plasmodium KT373873 Ecuador
Plasmodium AF465555 Sur América
Plasmodium DQ241537 Guyana
Plasmodium Jx021492 Brasil
Plasmodium JxX021493 Brasil
Plasmodium Jx029894 Brasil
Plasmodium KF482349 Peru
Plasmodium KU057966 Brasil
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Género Especie Acceso Localidad
Plasmodium tejerai JX272844 Brasil
Plasmodium unalis KC771248 Colombia
Plasmodium JQ764622 Venezuela
Plasmodium JQ764621 Venezuela
Plasmodium JQ764620 Venezuela
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Anexo 4: Tabla de localidad de las morfo-especies reportadas

Especie Acceso Localidad
H. tartakovskyi GU289671 Italia
H. enucleator DQ659592 Hawai
P. parahexamerium FJ389155 Camerun
P. globularis EU770151 Ghana
H. vacualatus EU770153 Ghana
P. multivacuolaris FJ389157 Camerun
H. coatneyi KF537327 Colombia
H. belopolskyi KJ627801 Rusia
P. homopolare KF537294 Colombia
H. sanguinis EU254651 Israel
H. fringillae EU254658 EEUU
H. majoris DQ060765 Suecia
H. magnus DQ451426 Israel
H. noctuae KP794612 Rusia
H. danilewskii DQ451411 Israel
H. multipigmentatus GU296227 Ecuador
H. columbae EU254553 EEUU
H. pallidus DQ060766 Bulgaria
H. balmorali DQ067581 Republica Checa
H. paramultipigmentatus FJ462657 Ecuador
H. columbae EU254553 EEUU
H. jenniae JN827318 Ecuador
H. syrnii KF192997 Alemania
H. cyanomitrae EU810741 Camerun
P. lucens FJ404707 Camerun
H. hirundinis KJ499183 Bulgaria
H. macrovacuolatus KJ175078 Colombia
P. lutzi KF537310 Colombia
H. valkiunasi GQ404559 Indonesia
H. iwa JF833050 Ecuador
P. gallinaceum AY099029 Vietnam
P. juxtanucleare AB250415 Vietnam
H. sylvae AF254964 Suecia
P. ashfordi AF254962 Bulgaria
P. relictum AF254975 Bulgaria
P. elongatum DQ368381 EEUU
H. concavocentralis GQ396708 Bulgaria
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Especie Acceso Localidad
H. pastoris EU810728 Gaboén
H. paranucleophilus HQ386242 Uganda
H. nucleofascialis HQ386243 Uganda
H. ptilotis KP721986 Australia
H. sacharovi JX073258 EEUU
H. passeries AF254969 Africa
P. rouxi HM146901 Asia
H. homovelans GU085195 Bulgaria
H. thraupi AF465583 Antillas menores
H. homobelopolskyi HO386240 Uganda
H. micronuclearis HQ386237 Uganda
P. megaglobularis DQ847268 Australia
H. lanii DQ060768 Bulgaria
H. attenuatus AY393807 Suecia
H. multivolutinus JX275888 México
P. cathemerium DQ838988 Hawai
P. tejerai JX272844 Brasil
H. ilanpapernai DQ451424 Singapur
H. turtur DQ451425 Israel
P. homonucleophilum AF495572 Nigeria
P. vaughani DQ847271 Brasil
H. paruli AF465563 Camerun
P. unalis KC771248 Colombia
H. witti KF767420 Peru
H. minutus EU676190 Rusia
Para. vireonis FJ168561 Asia
H. motacillae AF495579 Nigeria
P. homocircumflexum DQ368374 Europa
P. novyella EF011170 EEUU
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Anexo 5: Tabla resumen de cebadores utilizados

Cebadores éQué amplifica? pb Autores
Cytb V Subunidad principal 359 Steuber y col. 2005
(Citocromo b) de complejos b6f y
bcl (C.R)
Haem Subunidad principal 617 Hellgren y col. 2004
(Citocromo Db) de complejos b6f y
bcl (C.R)
Cytb Subunidad principal 607 Martinsen y col. 2008
(Citocromo Db) de complejos b6f y
bcl (C.R)
CoI Ultima enzima de la 998 Martinsen y col. 2008
(Citocromo C oxidasa cadena transportadora
1) de electrones (C.R)
CsSp Proteina de 990 Pacheco y col. 2013
(Circumsporozoito) superficie (Regula el

desarrollo)
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