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Resumen

TITULO: PREVALENCIA DE HEMOPARASITOS CAUSANTES DE MALARIA PRESENTES EN
COMUNIDADES DE AVES DE DIFERENTES LOCALIDADES DEL DEPARTAMENTO DE SANTANDER,
COLOMBIA",

AUTOR: DANIELA VILLAMIZAR ESCALANTE™
PALABRAS CLAVE: MALARIA AVIAR, PCR-ANIDADA, PARASITOS HEMOSPORIDIOS
DESCRIPCION:

La presencia de pardsitos causantes de malaria aviar puede influenciar muchos aspectos en la vida de los
hospederos que puede verse reflejados en la pérdida de peso corporal y condicion fisica, en el incremento del riesgo
de depredacion, la reduccién del éxito reproductivo, entre otros; factores que afectan las comunidades y poblaciones
de aves a nivel mundial. Todos estos aspectos pueden estar relacionados con alteraciones ambientales como
consecuencia de la degradacion de habitats, que pueden afectar las interacciones parasito-hospedero. Los estudios
sobre estos parasitos en el neotrépico han sido escasos y el conocimiento sobre la prevalencia y el impacto de esta
enfermedad en Colombia es limitado. Esta investigacién se llevo a cabo en seis localidades del departamento de
Santander-Colombia a diferentes alturas (902 a 3417msnm). Se determind la infeccion por parasitos hemosporidios
mediante el uso de PCR-anidada (secuencias de un fragmento del gen Cyt b presente en estos parasitos) en 585
muestras de aves pertenecientes a 25 familias (109 especies). Se encontr6é que el 24% de las muestras estudiadas
estuvieron infectadas por al menos un genero o subgénero de hemosporidio (Haemoproteus, Plasmodium and
Leucocytozoon), se encontraron 35 linajes diferentes, de los cuales 17 son reportados por primera vez. Se observo a
Thraupidae como la familia mas susceptible de ser infectada y al género Haemoproteus (subgénero
Parahaemoproteus) como el mas prevalente en todas las localidades contempladas y afectando a la mayoria de
especies de aves hospederas. Este estudio sirve como base para futuros estudios en diferentes temas de biologia de
la conservacion incluyendo ecologia, sistematica, filogeografia y genética de poblaciones.

" Trabajo de grado.
Facultad de ciencias. Escuela de Biologia. Director: Fernando Rondon Gonzalez, Doctor En
Ciencias Bioldgicas. Codirectora Erika Martins Braga Doctora en Parasitologia
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Abstract

TITLE: PREVALENCE OF AVIAN MALARIA PARASITES PRESENT IN BIRD’S COMMUNITIES OF
DIFFERENT LOCALITIES IN THE DEPARTMENT OF SANTANDER, COLOMBIA”.

AUTHOR: DANIELA VILLAMIZAR ESCALANTE™
KEY WORDS: AVIAN MALARIA, NESTED-PCR, HAEMOSPORIDIAN PARASITES
Description:

Presence of Avian malaria parasites can influence many aspects of host life, like weight loss, physical condition,
increase in the risk of depredation, reduction in reproductive success and many others, affecting bird communities
and populations worldwide. All of these aspects may be related to environmental alterations as a consequence of
loss and habitat degradation that can affect host-parasite interaction. Surveys about these parasites in the Neotropics
have been less studied, and knowledge about prevalence and impact of the disease in Colombia is limited. We
perform a study in six localities from the department of Santander-Colombia at different altitudes (902 to 3417asl).
We determined avian haemosporidian infection using Nested-PCR (sequencing a fragment of the Cyt b gene
present in these parasites) in 585 bird samples from 25 families (109 species). From the sampled birds, 24% were
infected by at least one genus or subgenus of haemosporidian (Haemoproteus, Plasmodium and Leucocytozoon), 35
linages were found and 17 of them are reported for the first time. We found Thraupidae as the most susceptible
family to be infected, also Haemoproteus (subgenus Parahaemoproteus) was found as the most common genus at
all localities and it’s affecting the majority of host bird species. This study serves as basis for future studies in
different topics of conservation biology including ecology, systematic, phylogeography and population genetics.

" Degree work.
Science Faculty. School of Biology. Director: Fernando Ronddn Gonzélez, Doctor in
Biological Sciences. Codirectora Erika Martins Braga Doctora en Parasitologia



PREVALENCIA Y DIVERSIDAD DE HEMOPARASITOS |11

Introduccion

La Malaria aviar es conocida como una enfermedad infecciosa generalmente producida por
parasitos hemosporidios del género Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon (Valkitinas,
2005; Cadena-Ortiz, 2015), es transmitida por diferentes vectores generalmente de la familia
Ceratopogonidae, Simulidae y Culicidae (Santiago-Alarcon et al., 2012; Lotta et al., 2013;
Bazan-Quijada, 2014; Cadena-Ortiz, 2015) e infecta la sangre y otros érganos de sus hospederos
(Pérez-Tris et al., 2005). Los hemosporidios del género Plasmodium, Haemoproteus y
Leucocytozoon presentan distribuciones amplias hacia todos los continentes exceptuando la
antartica (Valkitinas et al., 2008) y se caracterizan por afectar la mayoria de las especies de aves,
especialmente del orden Passeriformes (LaPointe et al., 2012).

El estudio de los parasitos hemosporidios solia desarrollarse inicamente mediante el uso de
microscopia y un diagnoéstico positivo dependia de la visualizacion de parésitos presentes en
frotis sanguineos tefiidos con Giemsa (Waldenstrom et al., 2004). Este método ha aportado
importantes conocimientos en la ecologia y biologia general de los hemosporidios como el ciclo
de vida, historia natural y distribucion geografica de los hospederos afectados (Valkiiinas et al.,
2008), asi como estimaciones de la intensidad de la infeccion, entre otros. Sin embargo, a pesar
de ser una técnica de bajo costo, requiere de tiempo, personal entrenado y los resultados en la
deteccion e identificacion de los parésitos no son totalmente fiables (Braga et al., 2011).

Actualmente el uso de técnicas moleculares basadas en reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR), permiten amplificar secuencias presentes en el DNA mitocondrial (mtDNA) del parasito,
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principalmente genes conservados como el citocromo b (cyt b) (Perkins & Schall, 2002;
Waldenstrom et al., 2004; Bensch et al., 2009; Lacorte et al., 2013). Richard et al., (2002)
consideran que este método es sensible y especifico, dado que permite obtener resultados
confiables en menor tiempo.

La secuenciacion de genes del mtDNA ha confirmado algunos de los conocimientos
adquiridos mediante microscopia, como la identificacion de los hemoparasitos involucrados en
la infeccion, la deteccion de los linajes presentes en alguna region geogréfica particular, la
evaluacion de la diversidad genética, el establecimiento de filogenias tiles en estudios
filogeogréficos, la especificidad parasito-hospedero y la estimacion de la prevalencia del tipo de
parasito, entre otros aspectos (Richard et al., 2002; Hellgren et al. 2004; Ribeiro et al., 2004;
Valkitnas et al., 2008; Garamszegi, 2010).

Por otra parte, la infeccion por hemosporidios aviarios se ha visto asociada a cambios
ambientales (Atkinson & LaPointe, 2009) y sus efectos en las aves pueden verse reflejados en la
reduccion del peso corporal y condicién fisica, lo que puede aumentar el riesgo de depredacion y
reducir el éxito reproductivo (Sebaio et al., 2012), lo anterior, ocasiona la muerte de individuos,
decline poblacional y puede llevar a la extincion de poblaciones e incluso especies de Aves
(Basto et al., 2006). Por las razones expuestas es importante establecer la prevalencia de
hemosporidios en poblaciones de aves, que permitan generar pautas para llevar a cabo planes de
manejo para la conservacion de las especies.

En general, los estudios que utilizan herramientas moleculares encaminadas a identificar y
establecer la prevalencia de hemosporidios aviares en areas del neotrdpico son escasos (Belo,

2011; Campos, 2012; Harrigan et al. 2014). Pese a esto, se han podido identificar y confirmar la
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presencia de especies de hemosporidios presentes en estas zonas y la relacion con sus
hospederos (Ribeiro et al., 2004; Lacorte et al., 2013; Fecchio et al., 2017a).

En Colombia los estudios sobre malaria aviar en zonas elevadas (entre 2000 y 3900 msnm) se
han enfocado principalmente en los departamentos de Cundinamarca (Rodriguez et al., 2009;
Lotta et al., 2013; Mantilla et al., 2013a, Mantilla et al., 2013b; Matta et al., 2014), Risaralda
(Walther et al., 2014) y Magdalena (Gonzalez-Quevedo et al., 2016), mientras que en zonas
bajas (entre 130 y 1200 msnm), se ha realizado principalmente en el departamento del Meta
(Rodriguez & Matta, 2001; Matta et al., 2004; Basto et al., 2006) y Antioquia (Londofio et al.,
2007), también se han realizado trabajos que incluyen gradientes altitudinales en el pais
(Valkitnas et al., 2003; Gonzalez et al., 2014; Gonzalez et al., 2015; Lotta et al., 2016)

Pocos de estos trabajos incluyen el uso de técnicas moleculares para la identificacion de los
parasitos y la estimacion de la prevalencia de los mismos (Mantilla et al., 2013; Walther et al.,
2014; Lotta et al., 2015; Gonzalez et al., 2015; Gonzalez-Quevedo et al., 2016). Para el
departamento de Santander, a pesar de la gran diversidad de avifauna presente (Hilty & Brown
1986; Donegan et al., 2010; McMullan et al., 2011), el conocimiento sobre el tipo y la
prevalencia de hemoparasitos causantes de malaria aviar es nulo; esto permiti6é constituir como
objetivos del presente trabajo de grado modalidad investigacion, establecer la frecuencia de
Aves infectadas por hemoparéasitos, identificar el tipo de hemoparasito involucrado en la
infeccion, mediante el uso de herramientas moleculares, y estimar la prevalencia de
hemoparasitos aviarios en localidades comprendidas en un gradiente altitudinal (902 a

3417msnm), caracterizadas por ser zonas agricolas y ganaderas, principalmente.
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1. Marco Teérico

1.1. Malaria Aviar

Malaria aviar es un término que ha sido otorgado a la enfermedad infecciosa causada por
parasitos del orden Hemosporida (Valkitinas, 2005), parasitos ampliamente distribuidos,
presentes en la mayoria de especies de aves, principalmente en las del orden Passeriformes
(LaPointe et al., 2012). Anteriormente, este término solo hacia referencia al género Plasmodium
(Garnham, 1966). Sin embargo, también se han incluido los géneros Haemoproteus y
Leucocytozoon; siendo estos los principales géneros causantes de malaria encontrados en las

aves (Valkitinas, 2005).

1.1.1. Generalidades de hemoparasitos causantes de Malaria aviar. Los hemosporidios
son transmitidos a través de vectores, principalmente dipteros hematofagos (Gonzalez, 2013).
Entre los géneros mencionados, Plasmodium se encuentra clasificado como el mas virulento y
las aves infectadas por este pueden presentar una fase aguda donde los niveles de parasitemia
son altos, o una fase crénica o latente donde los niveles de parasitemia son bajos y el ave no
muestra sefiales de infeccion (Atkinson & van Riper, 1991; Santiago-Alarcon & Carb6-Ramirez,
2015). Entre sus vectores se encuentran los dipteros pertenecientes a la familia Culicidae y

Ceratopogonidae (Gonzalez, 2013; Cadena-Ortiz, 2015).
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Por su parte Haemoproteus se divide en dos subgéneros (Valkitnas, 2005). El subgénero
Haemoproteus, el cual infecta Gnicamente a aves del orden Columbiformes y, el subgénero
Parahaemoproteus, considerado como el mas comun y generalista en las aves silvestres,
infectando ordenes diferentes a los Columbiformes (Moens & Pérez-Tris, 2016). En cuanto a
los vectores que transmiten parésitos del género Haemoproteus, se han descrito dipteros de las
familias Hippoboscidae y Ceratopogonidae (Atkinson et al., 2008; Belo, 2011; Bazan-Quijada,
2014).

Para el género Leucocytozoon, los estudios han sido escasos y se conoce que es transmitido
principalmente por vectores de la familia Simuliidae (Santiago-Alarcon et al., 2012), con una
Unica especie transmitida por Ceratopogonidae (Lotta et al., 2013).

Los hemosporidios de los géneros Plasmodium, Haemoproteus y Leucocytozoon comparten
algunas caracteristicas en sus ciclos de vida, siendo ciclos heteroxenos que involucran un
hospedero vertebrado y un vector invertebrado (Santiago-Alarcon & Carbé-Ramirez, 2015). La
transmision ocurre cuando el vector se alimenta de un ave infectada donde ingiere formas
sexuadas 0 gametocitos; dentro del vector se llevara a cabo la etapa de reproduccion sexual y a
través de la picadura, el hospedero serd infectado ocurriendo en él la etapa de reproduccion
asexual (Belo, 2011). Plasmodium es el Gnico de estos géneros de hemosporidios capaz de
realizar reproduccidon asexual en la sangre periférica de su hospedero, una de las razones por las

que se considera altamente virulento (Santiago-Alarcon & Carbd-Ramirez, 2015).

1.1.2. Consecuencias a causa de la Malaria en poblaciones de Aves. La malaria aviar

presenta un grado de patogenicidad variable y es considerada como un regulador del tamafio
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poblacional de sus hospederos (Sebaio et al., 2012); puede llegar a ser asintomatica, aunque
puede causar morbilidad y mortalidad en poblaciones naturales (Braga et al. 2011).

Estudios muestran que la infeccion por malaria esta relacionada a factores ambientales como
temperatura, altitud y deterioro del habitat y ocasionan efectos en el hospedero como
disminucion del peso y condicion corporal, pérdida de la capacidad reproductiva, incremento del
riesgo de depredacion (Marzal, 2005; Mgller & Nielsen 2007; Knowles et al., 2010; Sebaio et
al., 2012), asi como cambios en el comportamiento, entre otras consecuencias que afectan la
biodiversidad causando el decline de poblaciones naturales (Basto et al., 2006; Belo, 2011) y la

pérdida de diversidad genética (Campos, 2012).

1.2. Métodos de identificacion de hemosporidios en aves

1.2.1. Microscopia. La identificaciéon de los hemosporidios en Aves suele ser realizada
mediante la observacidn microscopica basada en caracteristicas morfologicas del parasito,
usando frotis sanguineos teflidos con Giemsa (Waldenstrom et al., 2004); este método ha
aportado grandes conocimientos en la investigacion de estos parasitos, permitiendo comprender
gran parte de su ecologia e historia natural (Valkitnas et al., 2008).

Sin embargo, existen factores que han afectado la credibilidad de este método, por ejemplo,
permite la identificacion de Plasmodium solo a nivel de subgénero, debido a que generalmente
las aves capturadas se encuentran en la fase cronica o latente, presentando entonces un bajo
nivel de parasitemia lo que dificulta la clasificacion a nivel de especie, pues para esto se
necesitan todas las etapas del paréasito presentes solo en infecciones agudas (Braga et al., 2011).

No obstante, para Haemoproteus, la diferenciacion entre especies es menos complicada, puesto
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que en los frotis es posible observar las caracteristicas necesarias para la identificacion
(Valkitinas, 2005).

La deteccidn de infecciones mixtas (infecciones que involucran dos tipos de paréasitos, ya sea
del mismo género o no y afectan a un solo hospedero), representa otro obstaculo para la
identificacion correcta de hemosporidios mediante este método (Palinauskas et al., 2009). A
pesar de que el método de microscopia Optica esté altamente cuestionado, en la actualidad sigue
siendo usado como patron para la deteccion de parésitos en aves, pues tiene ventajas como; el
ser un método de bajo costo y facil acceso, ademas de ayudar en la determinacién o verificacion

de la identidad e intensidad de la infeccion (Valkianas et al., 2008).

1.2.2. Herramientas Moleculares. La introduccion de técnicas moleculares basadas en
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de infeccion por parasitos
hemosporidios ha permitido incrementar el nimero de estudios a nivel mundial (Hellgren et al.,
2009; Clark et al. 2014), puesto que se ha demostrado que es una técnica sensible con protocolos
que detectan infeccion incluso con bajas concentraciones de DNA del parésito, ademas de
infecciones mixtas (Fallon et al., 2003).

Los primeros estudios realizados usando técnicas basadas en PCR para la deteccion de la
infeccidn, utilizaron secuencias del gen ribosomal 18S de Plasmodium, marcador que fue dtil
para la identificacion del parésito a nivel de especie (Feldman, 1995; Richard et al., 2002; Jarvi
et al., 2002). Sin embargo, fue un método poco confiable, pues se obtenian bandas extras
generalmente pertenecientes al DNA del ave, lo que dificultaba la secuenciacion y por ende la

identificacion de los parasitos presentes.
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En busca de una solucion a la dificultad presentada, se definid al gen citocromo b (cyt b)
como marcador molecular para la identificacion de los linajes de parasitos (Bensch et al. 2000).
Este hecho permitié establecer que la diversidad de parésitos causantes de malaria aviar, es tan
grande como la diversidad de sus hospederos (Bensch et al. 2000; Ricklefs & Fallon 2002;
Perkins & Schall, 2002; Fallon et al., 2003; Lacorte et al., 2013).

Actualmente, el uso del cyt b como marcador es el método mas confiable para la deteccién de
hemosporidios en aves, normalmente se realiza una PCR diagnostica dirigida a amplificar este
gen en el DNA de Plasmodium y/o Haemoproteus (Fallon et al., 2003) a partir de muestras de
sangre del hospedero. Sin embargo esta reaccion no es suficiente para la identificacion del
paréasito, ademas de no detectar infecciones por Leucocytozoon (Fallon et al., 2003). Lo anterior
fue superado por Hellgren et al., (2004), quiénes desarrollaron una PCR anidada que incluye el
uso de dos reacciones de PCR diferentes dirigidas a la deteccion de Plasmodium, Haemoproteus
y Leucocytozoon y cuyo producto de ayuda a la identificacion de estos parasitos a nivel de

especie, asi como la deteccion de infecciones mixtas.

1.3. Estudios de paréasitos hemosporidios causantes de malaria aviar

1.3.1. Estudios realizados en el neotrdpico. Los primeros estudios realizados sobre
parasitos hemosporidios causantes de malaria en aves se enfocaron en areas templadas de
Europa, Africa y Norte América (Huff, 1965; Bennett et al., 1992; Atkinson, 2000; Valkiiinas,
2005; Ortego et al., 2007; Valkitnas et al., 2008), dejando de lado las zonas neotropicales. No
obstante, los estudios en el neotrépico han aumentado significativamente en las ultimas décadas

(Braga et al., 2011; Belo, 2011; Belo et al., 2011; Gonzalez, 2013; Gonzélez et al., 2014),



PREVALENCIA Y DIVERSIDAD DE HEMOPARASITOS |19

permitiendo la descripcién de nuevas especies de hemosporidios (Valkitnas et al., 2010;
Mantilla et al., 2013a; Mantilla et al 2013b; Matta et al., 2014; Gallen & Witt, 2014; Lotta et al.,
2015) ademas de apotrar grandes conocimientos para el estudio de la ecologia y evolucion de

estos parasitos (Svensson-Coelho et al., 2014; Santiago-Alarcon et al., 2014).

1.3.2. Estudios realizados en Colombia. En Colombia, hasta hace unos afios los estudios en
malaria aviar establecian la prevalencia de hemoparasitos mediante la observacion de frotis
sanguineos a través del microscopio (Valera & Ayala, 1974; Bennett y Borrero 1976; Rodriguez
& Matta, 2001; Valkitnas et al., 2003; Matta et al., 2004; Basto et al., 2006; Londofio et al.,
2007; Gonzalez et al., 2014).

Recientemente se han realizado estudios que involucran el uso de técnicas moleculares, lo
que ha permitido la identificacion de nuevas especies de hemosporidios en el pais. Estos
estudios en su mayoria estan enfocados a establecer la prevalencia e identificar los parésitos
hemosporidios que infectan las aves de zonas elevadas (entre 2000 y 3900 msnm), sin embargo
existen algunos que se llevaron a cabo en aves de zonas bajas (entre 130 y 1200 msnm). Estos
trabajos se realizaron en diferentes localidades de los departamentos de Risaralda (Walther et al.,
2014), Cundinamarca (Lotta, 2010; Lotta et al., 2013), Narifio (Lotta et al., 2015), Meta (Lotta et
al., 2016) y Magdalena (Gonzalez-Quevedo et al., 2016). Actualmente, estudios realizados en el
departamento de Santander son nulos y en Colombia, los que incluyan un gradiente altitudinal
son escasos, evidenciando la falta de informacidn sobre los tipos de parasitos hemosporidios que
infectan a las comunidades de aves en este departamento del nororiente colombiano y la

prevalencia de los mismos.
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2. Materiales y Métodos

El presente trabajo de grado se encuentra enmarcado dentro de las actividades avaladas por la
resolucion N° 0047 de Enero 22 de 2015, expedida por la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA), la cual otorga el permiso marco de recoleccion de especimenes de
especies silvestres de la diversidad biolégica con fines de investigacion cientifica no comercial a

la Universidad Industrial de Santander.

2.1. Area de estudio

El &rea de estudio se localizé sobre la vertiente occidental de la Cordillera Oriental de los Andes,
en el departamento de Santander, Colombia. Las muestras se tomaron en seis localidades: 1)
Vereda San Benito, Municipio de Rionegro (SB) (902msnm); 2) Vereda San Bernardo la
Cuchilla, Municipio de Lebrija (B) (966msnm); 3) Vereda El Aburrido Alto, Municipio de
Bucaramanga (A) (1132msnm); 4) Vereda La Colorada, Municipio de San Vicente de Chucuri
(C) (1264msnm); 5) Vereda Los Helechales, Municipio de Floridablanca (H) (1309msnm) y 6)
Vereda El Salado, Municipio de Vetas (S) (3417msnm). Las localidades uno a cinco se
caracterizan por la presencia de sistemas agroforestales como cultivos de cacao (Theobroma
cacao), aguacate (Persea americana), platano (Musa paradisiaca), tomate (Solanum
lycopersicum) vy citricos (Citrus sp.), asi como zonas de ganaderia extensiva. Sin embargo,

algunas de las localidades cuentan con relictos de bosque secundario intervenido, donde se
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podrén encontrar aves asociadas a este tipo de vegetacion (Donegan et al., 2010). La localidad
seis es un ecosistema de alta montafia de gran importancia para la conservacion, debido a la
riqueza de especies y el alto grado de endemismos presentes (Morales-Betancourt et al., 2006),
ademaés de caracterizarse por presentar fragmentos de bosque altoandino que limita con éreas de

paramo azonal con vegetacion frailejonal-pajonal y arbustiva (Medina et al., 2015).
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Figura 1. Area de estudio ubicada en el departamento de Santander, Colombia. Negro: San
Benito (SB); Blanco: San Bernardo La Cuchilla (B); Rosado: EI Aburrido (A); Azul: La
Colorada (C); Verde: Los Helechales (H); Celeste: El Salado (S).
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2.2. Muestreo

En cada localidad se realizaron al menos tres muestreos. Cada muestreo tuvo un esfuerzo de 12
horas (5:30 h a 17:30 h), donde se usaron 11 redes de niebla ubicadas a lo largo del ecotono de
los cultivos y los remanentes de bosque. Las aves fueron capturadas entre Febrero de 2012 y
Febrero de 2016, se identificaron con la ayuda de guias de campo (Hilty & Brown 1986;
McMullan et al., 2011; Restall et al., 2006). A cada ave capturada se le tomaron 50ul de sangre
a partir de la vena braquial, mediante el uso de jeringas de punta fija de Iml. Cada muestra se
almacend en tubos Eppendorff de 1,5ml con 50ul de Etanol absoluto, posteriormente se
etiquetaron con las dos iniciales del epiteto genérico, las dos iniciales del epiteto especifico y el
nimero de captura del individuo y fueron preservadas en frio hasta ser procesadas en el
Laboratorio de Genética de Poblaciones y de la Conservacion (LGPC-UIS), adscrito al Grupo de
Investigacion en Microbiologia y Genética de la Universidad Industrial de Santander, finalmente
los individuos capturados fueron anillados antes de su liberacién para evitar replica de muestras

(Geupel et al., 1997).

2.3. Fase de laboratorio

A partir de las muestras almacenadas se realiz6 la extraccion de DNA usando Fenol-Cloroformo
siguiendo el protocolo descrito por Sambrook et al., (2001). Para establecer la frecuencia de
muestras infectadas por malaria aviar se amplifico un fragmento del DNA mitocondrial
(mtDNA) de los parasitos hemosporidios por medio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR), usando los cebadores 343R y 496F y siguiendo el protocolo descrito por Fallon et al.
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(2003). La amplificacién de un fragmento de 196pb es indicadora de infeccion por Plasmodium
y/o Haemoproteus.

Para confirmar la infeccion y establecer la prevalencia de la misma, sélo las muestras de
DNA que amplificaron exitosamente para el mtDNA del parasito fueron usadas en una reaccion
de PCR anidada, utilizando los cebadores y el protocolo descrito por Hellgren et al., (2004).
Con los cebadores HaemNFI y HaemNR3 se realiz6 la primera reaccion, en la segunda se
usaron los cebadores HaemF y HaemR2, que permiten la identificacion de Plasmodium y/o
Haemoproteus. Para Leucozytozoon se utilizaron los cebadores HaemFL y HaemR2L para la
segunda reaccion y se realiz6 para la totalidad de las muestras, sin filtrarlas mediante el
protocolo de Fallon et al., (2003). Estos cebadores se encuentran dirigidos a amplificar regiones
conservadas del gen citocromo b (cyt b) de los parasitos antes mencionados. En la segunda
reaccion con los cebadores HaemF y HaemR2 se realizé una modificacion al protocolo de PCR
aumentando tanto la concentracion de MgCl2 a 2,4 mM, como la temperatura de annealing a
52°C. La amplificacion de un fragmento de 584pb indica la infeccion por los parésitos
mencionados.

Tanto los productos de la primera PCR asi como los de la PCR anidada, se visualizaron en
geles de poliacrilamida al 6% tefildos con AgNOs3 (Santos et al., 1993).

Los productos de PCR obtenidos en la reaccion anidada fueron usados como molde para
obtener secuencias que permitieron la identificacion de los hemoparasitos presentes en las
muestras estudiadas, dichos productos se purificaron siguiendo el protocolo descrito por
Sambrook et al. (2001) y se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Malaria de la Universidad

Federal de Minas Gerais.
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2.4. Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se alinearon, se verifico su calidad y se editaron cuidadosamente en los
programas DNA Baser v.3.2 (Heracle BioSoft, 2013) y MEGA v.6.06 (Tamura et al., 2011). El
género de cada linaje se dedujo mediante el uso de la herramienta NCBI-BLAST (Altschul et al.,
1990) teniendo en cuenta la secuencia mas cercana obtenida. Se compararon las secuencias con
los registros de las bases de datos de GenBank® y MalAvi (Bensch et al., 2009) debido a que
contienen informacion sobre el gen cyt b para la mayoria de los linajes de parésitos
hemosporidios que infectan las aves. Las secuencias que no coincidieron con ninguna
informacion de las bases de datos se consideraron como un nuevo linaje (se definié como nuevo
linaje aquella secuencia del cyt b que difiere en al menos un par de bases como lo describen
Harrigan et al., 2014), se les asigné un nombre siguiendo la nomenclatura dada en MalAvi y

seran depositadas en las bases de datos GenBank® y MalAvi (datos no mostrados).

2.5. Andlisis estadistico

Se llevd a cabo un andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) en el
programa PAST (Hammer O et al., 2009) teniendo en cuenta la fecha de cada salida de campo
realizada en cada localidad, para buscar las diferencias entre la composicion de linajes de
parasitos en las localidades bajo estudio, se realizo de igual manera para la composicion de aves.
Asimismo, se realizo un anélisis de similaridad (ANOSIM) para evaluar si existian diferencias
significativas en la composicion de parasitos y aves entre las localidades, para esto se plantearon

siete hipdtesis donde se compard en primer lugar la composicion entre todas las localidades
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(SBvsBvsAvsCvsHvcS), seguido a esto, se realizaron las siguientes seis hipotesis donde se
comparé cada localidad por separado contra las localidades restantes (2. SB vs B+A+C+H+S; 3.
A vs SB+B+C+H+S; 4. A vs SB+B+C+H+S; 5. C vs SB+B+A+H+S; 6. H vs SB+B+A+C+S; 7.
S vs SB+B+A+C+H).

Por otro lado, se llevd a cabo un analisis de rarefaccion en el programa R (R Development
Core Team 2011) donde se evalud la riqueza tanto de parasitos como de aves presentes en las
muestras estudiadas y, teniendo en cuenta la riqueza obtenida, se realizé una correlacion de
Spearman (debido a que los datos no presentan una distribucion normal) para observar la posible

influencia de la riqueza de aves sobre la riqueza de parasitos.

3. Resultados

3.1. Frecuencia de aves infectadas por plasmodium y/o haemoproteus

Se analizaron en total 585 muestras correspondientes a 109 especies pertenecientes a 25 familias
de Aves, de las cuales, 74 muestras fueron tomadas en San Benito, 67 en San Bernardo La
Cuchilla, 97 en El Aburrido, 184 en La Colorada, 133 en Los Helechales y 30 en El Salado.

El método propuesto por Fallon et al., (2003) permitio identificar 267 muestras infectadas
(46%), pertenecientes a 67 especies de 19 familias. La frecuencia de infeccion se distribuy6 en
las familias entre el 0,4% (Tytiridae, Cathartidae, Cotingidae, Cuculidaa e Hirundinidae) y 55%

(Thraupidae), siendo precisamente Thraupidae la familia que presenta una mayor frecuencia de
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infeccion en todas las localidades consideradas, que va desde 39% en San Benito hasta 89% en

El Salado (Figura 2).
3.2. Identificacion de secuencias

A partir de las 267 muestras detectadas siguiendo el protocolo descrito por Fallon et al., (2003),
el 52,8% (141 muestras) mostraron infeccion por parasitos causantes de Malaria aviar con el
método descrito por Hellgren et al., (2004), el cual consiste en amplificar un fragmento de 478

pb del gen citocromo b (cyt b) presente en el mtDNA de los parasitos hemosporidios (Anexo 1).
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B Emberizidae [ Fringilidae Hirundinidae M Icteridae M Mimidae
B Parulidae B Picidae B Psittacidae Thraupidae | Tityridae
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Figura 2. Frecuencia de infeccién por Plasmodium/Haemoproteus en 585 muestras de Aves
capturadas en seis localidades del departamento de Santander (Colombia). SB: San Benito; B:
San Bernardo La Cuchilla; A: El Aburrido; C: La Colorada; H: Los Helechales y S: El Salado,
siguiendo el protocolo descrito por Fallon et al., (2003).
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En la verificacion de los productos de PCR se tuvo como control positivo de amplificacion a
Plasmodium gallinaceum, aislado a partir de Gallus gallus, con codigo del GenBank
AY099029.1, y Leucocytozoon sp., aislado a partir de la muestra L_ZOCAP_07 con codigo del
GenBank KF717054.1 (Lotta et al., 2016), ambas facilitadas por el laboratorio de Malaria de la
UFMG.

Todas las secuencias obtenidas fueron comparadas con las bases de datos del GenBank vy
MalAvi. A partir de las 141 muestras se identificaron 66 secuencias positivas para el subgénero
Parahaemoproteus (46,8%), 28 para Plasmodium (19,8%), 8 para el subgénero Haemoproteus
(5,6%) y 2 para Leucocytozoon (1,4%); las muestras restantes (37) fueron secuencias de calidad

deficiente y no fueron tenidas en cuenta para posteriores analisis.

3.3. Prevalencia de infeccion de acuerdo con las localidades y especies infectadas

De las 109 especies consideradas en el estudio 28 pertenecientes a 11 familias se encontraron
infectadas (24,8%), de estas, seis son especies migratorias (21,4%) y una endémica (Tabla 1).
Del total de muestras analizadas el 24,1% present6 infeccion por al menos un hemosporidio.
Para la localidad de San Benito el 4,1% de las muestras presentaron infeccion por al menos un
género de hemoparasito, en San Bernardo La Cuchilla la infeccion se present6 en el 19,4% de
las aves capturadas, mientras que en EI Aburrido fue del 25,8%, en La Colorada la infeccion se
estimd en 27,7%, en Los Helechales la infeccion alcanzé el 6,8% y en El Salado el 10% de las

muestras se encontraron infectadas.
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Tabla 1.

Numero de aves infectadas por parasitos hemosporidios en las seis localidades de estudio en el departamento de Santander

(Colombia). H: Haemoproteus; P: Plasmodum; L: Leucocytozzon

|28

San Benito La Cuchilla El Aburrido La Colorada Los Helechales El Salado
Familia Especies (n=74) (n=67) (n=97) (n=184) (n=133) (n=30)
H P L P H P L H P L H P L P
Cathartidae Cathartes aura
Columbidae Columbina talpacoti
Tyrannidae Tyrannus melancholicus
A
Vireonidae Vireo altiloquus™*
Catharus ustulatus™ 4
Turdidae Turdus flavipes 2 1
Turdus ignobilis 1 4
Chlorophanes spiza 1
Dacnis halﬂaubi‘ 1
Dacnis lineata 1
Diglossa humeralis
-
Eucometis penicillata 1 1
e A
Tangara cyanicollis 4 2
Thraupidae Tangara guttata 24
Tangara gyrola 1 14
Sk
Tangara heinei 5
Tangara inornata 1
Tangara vitriolina 1 - 1 -
- . A A A
Thraupis episcopus 5 23 4
. A A - A
Thraupis palmarum 2 1 5 1
Arremonops conirostris 1
Emberizidae ™
Zonotrichia capensis 1 2 2 1
Pheucticus ludovicianus™ 1 1
Cardinalidae
Piranga rubra* 1
Setophaga castanea* 1
Parulidae
Setophaga fusca* 1
Icteridae Icterus chrysater 1
Fringilidae Euphonia laniirostris 1 4
Total 28 3 13 25 51 9 3
*Especies migratorias Especies endémicas 4 Todo Parahaemoproteus = * 1 Haemoproteus, 4 Parahaemoproteus. ** 1 Haemoproteus, 5 Parahaemoproteus.
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Después de corroborar la infeccion con el método de Hellgren et al., (2004), la familia
Thraupidae continud presentando la mayor prevalencia de infeccion con el 65% de las muestras
infectadas, al comparar con las deméas familias estudiadas. Ademé&s Thraupidae present6 la
mayor cantidad de especies (46,4%) infectadas, encontrdndose desde una en San Benito y El
Salado hasta siete en La Colorada.

En cuanto a la prevalencia de las especies, Cathartes aura y Columbina talpacoti (no
passeriformes) mostraron una infeccion del 2,88%, ambas afectadas por el subgénero
Haemoproteus en la localidad San Bernardo La Cuchilla.

En La Colorada se encontr6 a Eucometis penicillata infectada por el subgénero
Parahaemoproteus y el género Plasmodium. Tangara heinei presentd infeccién por los
subgéneros Parahaemoproteus y Haemoproteus en El Aburrido; Thraupis palmarum se
encontr6 infectada por Parahaemoproteus en todas las localidades en las que estuvo presente. El
32,7% de las muestras secuenciadas correspondieron a Thraupis episcopus, especie que se
encontro infectada unicamente por el subgénero Parahaemoproteus (Tabla 1).

Turdus flavipes y Turdus ignobilis se encontraron infectados (2,9% y 4,8%, respectivamente)
por Plasmodium en tres localidades diferentes, siendo La Colorada comun para las dos especies.
Tangara cyanicollis se encontr6 infectada (5,8%) en EI Aburrido por los subgéneros
Haemoproteus y Parahaemoproteus y en La Colorada Unicamente por Parahaemoproteus,
mientras que Tangara gyrola (1,9%) en La Colorada se encontr¢ infectada por Plasmodium y en
Los Helechales por el subgénero Parahaemoproteus (Tabla 1).

Se detectd la infeccion por los subgenero Parahaemoproteus y Haemoproteus y por el género
Plasmodium en Tangara vitriolina (5,8%). Zonotrochia capensis fue otra especie donde se

detectd la infeccion (6,7%) por tres paréasitos diferentes, Parahaemoproteus, Plasmodium y
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Leucocytozoon, de estos, los dos primeros se detectaron en aves de esta especie capturadas en El
Aburrido; se destaca también que en esta especie se encontrd la Unica infeccion por Plasmodium
en Los Helechales y fue uno de los dos casos donde se identifico la infeccion por
Leucocytozoon, el otro correspondié a Diglossa humeralis (0,96%), ambas especies capturadas
en El Salado (Tabla 1).

La especie endémica Dacnis hartlaubi present6 infeccion (0,96%) por Plasmodium en La
Colorada y en cuanto a las especies migratorias la mayor prevalencia de infeccion se encontr6 en
Catharus ustulatus (3,8%) seguido de Pheucticus ludovicianus (1,9%), las deméas especies
mostraron una prevalencia de 0,96% cada una. De estas C. ustulatus, Setophaga castanea y
Piranga rubra se encontraron infectadas por Plasmodium, mientras que en Setophaga fusca se
detect6 infeccion por el subgénero Haemoproteus y en Vireo altiloqus por el subgénero
Parahaemoproteus. Unicamente en P. ludovicianus se evidenci6 infeccion por dos géneros
diferentes de hemoparésitos (Tabla 1).

En cuanto a los parasitos hemosporidios, el subgénero Parahaemoproteus se identificd en
todas las localidades consideradas, presenta una prevalencia general de 62,5% respecto al total
de muestras infectadas distribuida entre 33,3% en El Salado y 77,8% en Los Helechales, siendo
dicho subgénero el mas frecuente en cinco de las seis localidades consideradas.

Por su parte Plasmodium esta presente en todas las localidades excepto El Salado, tiene una
prevalencia general del 26,9% que va desde 11,1% en Los Helechales hasta 35,3% en La
Colorada; mientras que el subgénero Haemoproteus se encontrd ausente en San Benito y El
Salado, con una prevalencia general de 8,6% distribuida entre el 2% en La Colorada y el 30,8%
en San Bernardo La Cuchilla. EI género Leucocytozoon tuvo una prevalencia del 1,9% y se

identifico en el 66,7% de las aves con Malaria de El Salado (Figura 3).
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Figura 3. Prevalencia (%) de los géneros de parasitos hemosporidios identificados en las
localidades de estudio. SB: San Benito; B: San Bernardo La Cuchilla; A: EI Aburrido; C: La
Colorada; H: Los Helechales y S: El Salado.

3.4. Distribucién de linajes

Las secuencias del gen cyt b caracterizadas se agruparon en 35 linajes diferentes (Tabla 2), de
los cuales nueve corresponden al subgénero Parahaemoproteus, 17 a Plasmodium, siete al
subgénero Haemoproteus y dos a Leucocytozoon; de los cuales 17 fueron considerados como
posibles nuevos linajes (cinco Parahaemoproteus, siete Plasmodium, cuatro Haemoproteus y
uno Leucocytozoon), y se encuentran en proceso para ser reportados en las bases de datos de

GenBank y MalAvi (datos no mostrados).
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Tabla 2.
Linaje de hemosporidios encontrados y sus frecuencias. Se listaron las especies hospederas donde fueron encontrados estos linajes y
la localidad involucrada, asi como el codigo de los linajes reportados anteriormente en GenBank

a A Caodigo en el Especie Hospedera . .
(-)
Género Linajes f (%) GenBank (en este estudio) Localidad (n) Referencia
H.H.2CUAO1 1,02 PA Cathartes aura, La Cuchilla (2)  Presente trabajo
Columbina talpacoti
H.H.2TMEO2 0,96 PA Tyrannus melancholicus La Cuchilla (1) Presente trabajo
H.H.coatneyi-0T551 0,96 KF537285.1 Tangara heinei El Aburrido (1) (Gonzalez et al., 2015)
Haemoproteus H.H.COTALO1 0,96 JX029904 .1 Columbina talpacoti La Cuchilla (1) (Lacorte et al., 2013)
H.H.DENFUO1 0,96 PA Setophaga fusca La Colorada (1) Presente trabajo
) . (Galen,S.C. and
H.H.SCG-2014a 0,96 KJ466076.1 Tangara inornata Los Helechales (1) Witt,C.C. unpublished)
H.H.TACY02 0,96 PA Tangara cyanicollis El Aburrido (1) Presente trabajo
H.P.6TAVIO6 0,96 PA Tangara vitriolina Los Helechales (1) = Presente trabajo
H.P.3TAVIO9 3,84 PA Tangara vitriolina El Aburrido (4) Presente trabajo
H.P.5TACYO1 2,88 PA Tangara cyanicollis Bl Aburrido (2), La b, oo nte trabajo
Colorada (1)
R L . . (Witt,C.C. and
H.P.H-T002 0,96 JQ988106.1 = Zonotrichia capensis El Aburrido (1) McNew,S.M. unpubliseh)
Eucometis penicillata,
Euphonia lan/{rostfrls, San Benito (1),
Tangara cyanicollis, )
Tangara guttata La Cuchilia (6), (Witt,C.C. and
Parahaemoproteus | H p.H-T028 51 JQ988150.1 ’ El Aburrido (9), e .
Tangara gyrola, McNew,S.M. unpubliseh)
Py La Colorada (31) y
Tangara heinei,
. . Los Helechales (6)
Thraupis episcopus,
Thraupis palmarum
B . . . (Witt,C.C. and
H.P.H-T112 0,96 JQ988527.1 Pheucticus ludovicianus El Aburrido (1) McNew,S.M. unpubliseh)
H.P.TAGUO3 0,96 PA Tangara guttata El Aburrido (1) Presente trabajo
H.P.THPA21 0,96 PA Thraupis palmarum San Benito (1) Presente trabajo
H.P.vireonis-UN193 0,96 KF537320.1 Vireo altiloquus El Salado (1) (Gonzalez et al., 2015)

PA: Por asignar. Linajes que estén representados por un codigo del GenBank, corresponden a la misma secuencia reportada en este.
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, .. Cadigo en el Especie Hospedera . .
(=)

Género Linajes f (%) GenBank (en este estudio) Localidad (n) Referencia
P.P04-B 0,96 EU328173.1 = Setophaga castanea San Benito (1) (Pagenkopp et al., 2008)
P.OZ45_MEX19 0,96 HM222481.1 | Pheucticus ludovicianus La Colorada (1) (Ricklefs & Outlaw 2010)
P.2TIG04 0,96 PA Turdus ignobilis La Cuchilla (1) Presente trabajo
P.3TUFLO1 1,92 PA Turdus flavipes El Aburrido (2) Presente trabajo
P.5TUIGO2 0,96 PA Turdus ignobilis La Colorada (1) Presente trabajo
P.6ZOCA02 1,92 PA Zonotrichia capensis La Colorada (1), Presente trabajo

Los Helechales (1)
P.7PIRUO1 0,96 PA Piranga rubra La Colorada (1) Presente trabajo
P.BOB0O200880 0,96 KC867662.1 | Zonotrichia capensis La Colorada (1) (Levin et al., 2013)
Arremonops conirostris, .
P.homopolare-OT597 3,89 KF537287.1 Icterus chrysater, El Aburrido (3), (Gonzalez et al., 2015)
. . La Colorada (1)
Zonotrichia capensis
. R . . (Witt,C.C. and
Plasmodium P.P-T131 0,96 JQ988599.1  Chlorophanes spiza La Cuchilla (1) McNew,S.M. unpubliseh)
(Marzal,A.,
P.RAMCARO1 096  KF482346.1 Eucometis penicillata La Colorada (1) = >¢hgal.R-N.M. &
Cardenas,J.M.
unpublished)
P.STTA28 0,96 JN819336.1 | Dacnis hartlaubi La Colorada (1) (Archer,H.M. etal,
unpublished)
P.STTA8 096  JN819331.1  Tangara vitriolina La Cuchilla (1) (ArcherH.M.etal,
unpublished)
PSWTCH CA ELW 13P 48  KJe2o7se1 Catharus ustulatus, La Colorada (5)  (I"out-FryxellR. etal
Dacnis lineata unpublished)
P.SPTO_CA_ELW_4P 096  KJ620777.1  Tangara gyrola La Colorada (1) (TTout-Fryxell.R. etal
unpublished)
P.TURIGO1 0,96 PA Turdus ignobilis La Colorada (1) Presente trabajo
P.TURIGO3 2,88 PA Turdus flawp es, La Colorada (3) Presente trabajo
Turdus ignobilis
L_ZOCAP_07 0,96 KF717054.1  Zonotrichia capensis El Salado (1) (Lotta et al., 2016)
Leucocytozoon
L.DIHUO4 0,96 PA Diglossa humeralis El Salado (1) Presente trabajo

PA: Por asignar. Linajes que estén representados por un codigo del GenBank, corresponden a la misma secuencia reportada en este.
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La riqueza de linajes varia entre localidades de tres a 15, siendo La Colorada la localidad con
mayor cantidad de linajes diferentes (Tabla 2). EIl rango de afectacion de especies hospederas
por parte de los linajes de hemosporidios caracterizados es variable; por ejemplo, el subgénero
Parahaemoproteus afecta hasta ocho especies diferentes de aves, el subgénero Haemoproteus y
el género Plasmodium afectan hasta tres especies cada uno y cada linaje de Leucocytozoon
afecta sdlo una especie de hospedero.

El linaje H-T028, descrito para el subgénero Parahaemoproteus, reportado en Peru en
Tangara viridicollis a mas de 2200 msnm por Witt & McNew (no publicado, segin NCBI), fue
el linaje més frecuente (51%), se encontr6 en la mayoria de las localidades (excepto El Salado) y
es el que méas afecta a diferentes especies de aves hospederas (8) (Tabla 2). Los resultados
también denotan que, el nimero de linajes de parasitos presentes en alguna especie de ave varia
entre 1y 5, siendo Zonotrichia capensis la especie afectada por la mayor cantidad (5) seguida de

Turdus ignobilis (Tabla 2).

3.5. Composicioén de linajes de hemosporidios y especies de aves

Al realizar el analisis de la composicion a partir del escalamiento multidimensional (NMDS),
tanto de linajes de parasitos como de especies de Aves, para cada localidad se tuvo en cuenta las
diferentes salidas de campo realizadas. Estas variaron en nimero de dos a cinco por localidad
(Anexo 2).

Teniendo en cuenta lo anterior y para la composicion de linajes de parasitos, el NMDS
mostré un agrupamiento por similitud de las localidades San Benito, San Bernardo La Chuchilla

y El Aburrido con Los Helechales; a su vez este agrupamiento presenta diferencias con La
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Colorada debido a que en la quinta salida de campo se encontré un linaje del género
Plasmodium (P.STTAZ28), presente so6lo en esta localidad. También se detectaron diferencias con
El Salado (Figura 4A), debido a que en la primera salida a esta localidad se encontraron
exclusivamente muestras del género Leucocytozoon (Anexo 2).

En cuanto al anélisis de composicion de especies de aves, el NMDS evidencié un
agrupamiento de todas las localidades incluido El Salado. Este agrupamiento presenta
diferencias con la composicion hallada en la tercera salida de campo realizada en San Benito

(Figura 4B).
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Figura 4. Composicion de linajes de parasitos hemosporidios y especies de aves obtenidos con
analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS). Se representan los espacios de
ordenacién del NMDS de los linajes de parasitos (A) y las especies de aves (B) por localidad de
muestreo. SB: San Benito; B: San Bernardo La Cuchilla; A: ElI Aburrido; C: La Colorada; H:
Los Helechales y S: El Salado.

Al evaluar la hipétesis uno, (SBvsBvsAvsCvsHvsS), el ANOSIM mostrdé que no existen
diferencias significativas entre la composicion de linajes de hemoparasitos en las localidades de

estudio (Tabla 3A). Sin embargo, se observaron diferencias significativas al evaluar las hipotesis
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donde se compararon La Colorada vs las demas localidades (p=0,0369) y El Salado vs las demas

localidades (p=0,0173) (Tabla 3B).

Tabla 3.

Analisis de similaridad ANOSIM de la composicion de linajes de parasitos hemosporidios y
especies de Aves en las localidades de estudio. A. Evaluacion de la hipotesis uno. B.
Evaluacion de las hipotesis dos a siete.

A.

Hipotesis 1: SBvsBvs Avs CvsHvs S

Localidad SB B A C H S

- 0,3292 0,5021 0,5014 0,3992 1
0,6646 - 0,5012 0,5643 0,4703 0,3313
0,3002 0,2039 - 0,4623 0,5649 0,0955
0,1269 0,2344 0,2128 - 0,3907 0,2828
0,1226 0,6588 0,0874 0,1966 - 0,1941
0,0951 10,3311 0,1068 0,0489 0,0656 -

%)
wIO>WgH

Hipdtesis Parasitos  Aves
: SB vs B+A+C+H+S 0,3515 0,0246
: B vs SB+A+C+H+S 0,8064 0,8019
: Avs SB+B+C+H+S 0,6744 0,7555
: C vs SB+B+A+H+S 0,0369 0,4079
: Hvs SB+B+A+C+S 0,74 0,8943
: Svs SB+B+A+C+H 0,0173 0,0295

~N o o B W DN

En todos los casos las diferencias significativas (p<0,05) estan resaltadas. Para la hipotesis
uno, por encima de la diagonal valores p de la composicion de linajes de paréasitos
hemosporidios y debajo de la diagonal valores p de la composicion de especies de Aves.

Con respecto a la composicion de Aves, el ANOSIM evidencio diferencias significativas

entre: La Colorada y El Salado en la evaluacion de la hipétesis uno (p=0,0489) (Tabla 3A); San
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Benito vs las demas localidades, al evaluar la hipdtesis 2 (p=0,0246) y El Salado vs las demas
localidades al evaluar la hipotesis 7 (p=0,0295) (Tabla 3B).

La curva de rarefaccion revel6 que la riqueza de parasitos hemosporidios aumenta hasta los
1264msnm (La Colorada) y entre 1309msnm (Los Helechales) y 3417msnm (El Salado)
disminuye (Figura 5a). Este patron es disimil con el de la riqueza de especies de Aves, el cual
exhibe un incremento entre los 1132 y 1264msnm (El Aburrido y La Colorada), mientras en las
demaés altitudes se presenta disminucion de la misma (Figura 5b).

Se llevé a cabo un analisis de correlacion de Spearman, donde se observaron valores de Rho
(Rho= 0,231, p=0,658) que evidencian que no existe una correlacion entre las variables de

riqueza de parésitos y de riqueza de aves de cada localidad.
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Figura 5. Curva de rarefaccion, riqueza en las seis localidades de estudio. A. linajes de parasitos
hemosporidios; B. especies de Aves encontradas. SB: San Benito, B: San Bernardo La Cuchila,
A: El Aburrido, C: La Colorada, H: Los Helechales, S: El Salado.

4. Discusion

Este estudio realiza la primera caracterizacion de parasitos causantes de malaria mediante el uso
de técnicas moleculares, en comunidades de aves silvestres de seis localidades del departamento

de Santander, las cuales constituyen un gradiente altitudinal comprendido entre 902msnm y
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3417msnm, ademas de estimar la prevalencia de la enfermedad. Los resultados obtenidos
brindan aportes relacionados con la ecologia de la interaccion parasito-hospedero de Aves
presentes en Santander, tales como la falta de relacién entre la riqueza de especies de aves y la

riqueza de linajes de parasitos, entre otros.

4.1. Técnicas de identificacion de parésitos hemosporidios

Diferentes estudios realizados en Colombia se han enfocado en la evaluacion de infeccion por
Malaria aviar (Rodriguez et al., 2009), la descripcion de nuevas especies de hemosporidios
aviarios (Matta et al., 2014; Lotta et al., 2015) y las relaciones filéticas de estos paréasitos
(Mantilla et al, 2013a; Mantilla et al., 2013b; Walther et al., 2014; Matta et al., 2014; Gonzalez
et al., 2015; Lotta et al., 2015; Gonzalez-Quevedo et al., 2016).

En la deteccién de los hemoparasitos, se han implementado técnicas de microscopia que
permiten realizar descripciones morfoldgicas (Beneth & Borrero, 1976; Rodriguez & Matta,
2001; Valkiunas et al., 2003; Matta et al., 2004; Basto et al., 2006; Rodriguez et al., 2009;
Gonzalez et al., 2014) y técnicas moleculares basadas en PCR, principalmente, que han
permitido la identificacion de nuevos linajes o haplotipos de hemosporidios aviares (Lotta,
2010; Lotta et al., 2013; Mantilla et al, 2013a), ademas de la estimacion de la prevalencia de los
mismos (Mantilla et al., 2013b; Walther et al., 2014; Matta et al., 2014; Gonzalez et al., 2015;
Lotta et al., 2015; Gonzalez-Quevedo et al., 2016).

Ricklefs et al., (2005) y Mantilla et al., (2013b) plantearon que la identificacion morfologica
de hemosporidios aviares como Unica herramienta, genera sesgos a la hora de detectar la

infeccion de los parésitos causantes de Malaria Aviar, dado que se obtienen valores de
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prevalencia menores a los que se alcanzan cuando se utilizan técnicas basadas en biologia
molecular, debido a que la infeccion puede ocurrir en una intensidad dificil de detectar con la
exploracion visual.

Lo anterior constituye una justificacion del uso de técnicas basadas en PCR en la deteccion
de linajes y la estimacion de la prevalencia de infeccién de Malaria en poblaciones de Aves,
dado que estas técnicas se consideran sensibles, especificas y efectivas, ademas los resultados se
obtienen en menor tiempo Yy suelen ser confiables cuando se presentan infecciones a bajas
intensidades (Richard et al., 2002, Ishtiaq et al., 2017).

Estudios donde se implemento el uso de técnicas de microscopia (Beneth & Borrero, 1976;
Rodriguez & Matta, 2001; Valkilinas et al., 2003; Matta et al., 2004 y Gonzélez et al., 2014),
estimaron valores de prevalencia de Malaria Aviar inferiores a lo hallado en esta investigacion
(24%). Precisamente, este valor es muy similar al reportado por Lotta et al., (2010) (22,3%) y
supera lo reportado por Gonzélez et al., (2015) (10%), quiénes usaron técnicas moleculares en
muestras de Aves en algunas zonas de Colombia.

Diferentes estudios que utilizaron microscopia (Rodriguez et al., 2009; Gonzalez et al.,
2014), PCR (Lotta, 2010; Gonzalez et al., 2015; Lotta et al., 2015; Gonzalez-Quevedo et al.,
2016) o una combinacion de las dos estrategias (Gonzélez et al., 2015), reportan frecuencias de
infeccion inferiores al 46%, valor detectado cuando se sigui6 el protocolo descrito por Fallon et
al., (2003) en esta investigacion. Esta frecuencia de infeccion es comparable con los estudios
realizados por Latta & Ricklefs (2010), quiénes estimaron el 44,3% de infeccion en Republica
Dominicana; Belo et al., (2011), quiénes reportaron el 49% de infeccion en 676 muestras
diferentes de Aves en Brasil, resultados que contrastan con lo hallado por Lacorte et al., (2013),

quiénes registraron una frecuencia de infeccion del 35,3% también en Aves de Brasil.
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Lo anterior muestra que los estudios que utilizan técnicas moleculares pueden evidenciar un
aumento en la deteccion de la infeccion, asi como en la estimacion de la prevalencia (Fallon et
al., 2003, Ishtiaq et al., 2017), en este caso se identificaron tres géneros de hemosporidios, a
saber Haemoproteus, Plasmodium y Leucocytozoon. Autores como Hellgren et al., (2004),
Ricklefs et al., (2005) y Lacorte et al., (2013) destacan que el uso de multiples cebadores es (til
al evaluar la infeccion por parésitos hemosporidios, asimismo, la implementacion de la PCR
anidada para la obtencién de secuencias del gen cyt b, ha permitido realizar estimaciones e
identificaciones mas robustas de la presencia de dichos paréasitos, tanto en Colombia como en el
resto del mundo vy, contribuye con la identificacion de distintos linajes revelando un mayor
numero de los mismos, como se evidencia en el presente trabajo con la identificacion de 35

linajes diferentes.

4.2. Prevalencia de infeccion de acuerdo con las localidades y especies de aves analizadas

En el presente estudio la frecuencia de infeccion por Malaria vario entre familias de aves, siendo
Thraupidae y Turdidae las méas susceptibles a ser infectadas, resultado que contrasta con lo
hallado en otros estudios realizados en Colombia, donde las familias con mayor prevalencia de
infeccion son Vireonidae (Rodriguez & Matta, 2001), Emberizidae (Walther et al., 2014;
Gonzalez-Quevedo et al., 2016) y Tyrannidae (Londofio et al., 2007). Precisamente, White et
al., (1978) reportaron que tanto Thraupidae, como Turdidae son familias que pueden presentar
aspectos del comportamiento y condiciones fisiologicas o genéticas que las hacen tener una
mayor probabilidad de entrar en contacto y verse afectadas por los vectores que transmiten la

enfermedad.
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Las especies de Thraupidae y Turdidae abarcan distintos habitats, distribuyéndose en todas
las localidades contempladas en el estudio, lo que posibilita que entren en contacto con distintos
vectores; adicionalmente, al Thraupidae presentar la mayor riqueza de especies, esta familia
proporciona un elevado numero de hospederos que podrian verse afectados por diferentes
vectores, hecho que puede influenciar la alta prevalencia de hemosporidios en las muestras
estudiadas de esta familia (Ricklefs et al., 2014, Elis et al., 2016).

Se resalta el hecho que el 61,5% de las especies de Thraupidae se encontraron infectadas por
el subgénero Parahaemoproteus. Lo anterior puede ser indicador que esta familia de Aves esta
siendo afectada, principalmente, por vectores Dipteros de las familias Hippoboscidae y
Ceratopogonidae (Atkinson et al., 2008; Belo, 2011; Bazadn-Quijada, 2014); estos se estarian
distribuyendo en todas las localidades contempladas y probablemente se encuentren
desarrollando un ciclo de transmision local (Valkiunas, 2005), el cual se desconoce, lo que
puede estar aumentando su presencia en las muestras estudiadas, ademas de incidir en la
dindmica de transmision de los parasitos.

La alta prevalencia detectada del género Haemoproteus (52,4%) concuerda con lo reportado
en estudios realizados en Colombia (Beneth & Borrero, 1976; Rodriguez & Matta, 2001;
Gonzalez et al., 2014; Gonzalez et al., 2015) y Perl (Jones et al., 2013). Este resultado aporta a
la idea que el género Haemoproteus constituye una ocurrencia predominante en relaciéon a
Plasmodium, idea sustentada en el nimero de trabajos realizados con muestras de Colombia
donde se verifica esta particularidad. Una observacion anéloga se aprecia en la ocurrencia
predominante de Plasmodium en relacion con Haemoproteus en muestras estudiadas en Aves de
Brasil (Lacorte et al., 2013; Clark et al., 2014). Por su parte, el género Leucocytozoon se

encontrd solo en el 1,9% de las muestras estudiadas, siendo el menos prevalente. Este resultado



PREVALENCIA Y DIVERSIDAD DE HEMOPARASITOS | 44

concuerda con la hipotesis planteada por Lotta (2010), la cual indica que para el Neotropico
existe una baja disponibilidad de vectores que transmiten y mantienen el ciclo de vida de este
género de hemoparasito aviar.

Los vectores que transmiten al género Leucocytozoon pertenecen a la familia Simuliidae
(Santiago-Alarcon et al., 2012). Rodriguez et al., (2009) indican que los simulidos requieren de
corrientes de agua oxigenada para completar su ciclo de vida, las cuales son comunes en zonas
montafosas, especialmente en ecosistemas de paramo (Zahar, 1951). Este hecho brinda sustento
a lo obtenido en la presente investigacion, ya que Leucocytozoon se encontré Gnicamente en El
Salado (3417msnm), localidad ubicada en el Paramo de Santurbdn en la que fluyen dos
riachuelos con corriente (obs. per).

Rodriguez et al., (2009) reportaron a 3206msnm, una prevalencia del 21,3% de
Leucocytozoon en el Parque Nacional Natural Chingaza; mientras que Gonzalez-Quevedo et al.,
(2016) reportaron en la Sierra Nevada de Santa Marta, una prevalencia de 58,8% de este género
a 1640 y 2100msnm. Dado el hecho de la presencia de Leucocytozoon en especies residentes y
de baja movilidad de la localidad EI Salado, indica que los vectores de este género se encuentran
comenzando a establecer un ciclo de transmision local (Valkiunas, 2005, Levin et al., 2013) en
el area, razdn que permite explicar el bajo valor de prevalencia de este parasito.

El género Plasmodium no se distribuy6 en El Salado. Segin Mantilla et al., (2013b) las bajas
temperaturas pueden causar un efecto negativo en el ciclo de vida de Culicidae, su principal
vector. Pese a esto, se ha planteado que es posible la transmision de paréasitos de este género, en
zonas altas como consecuencia del cambio climatico (Zamora-Vilchis et al. 2012; Mantilla et al.,
2013b), lo cual no desvirtta el hecho que este hemoparasito sea detectado si se muestrean zonas

por encima de 2000msnm en el departamento de Santander.
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La influencia del cambio climatico en aspectos como la intensidad y periodicidad de las
precipitaciones, el incremento o disminucion de la temperatura ambiental, asi como la influencia
antropogénica evidenciada en la expansion de cultivos, zonas de pastoreo y ganaderia y la
degradacion de hébitats (comun entre las localidades contempladas en esta investigacion),
pueden ser factores importantes que pueden alterar las relaciones parasito-hospedero
incrementando la prevalencia de los hemosporidios aviarios, 1o que genera efectos negativos en
las poblaciones y comunidades de aves (Deem et al., 2001, Gonzalez-Quevedo et al., 2014,
Hernandez-Lara et al.,, 2017). A la luz de lo planteado, precisamente, las localidades
muestreadas que presentan algin grado de intervencién, son las que registran mayor prevalencia
de infeccidn por parasitos hemosporidios.

Por otra parte, con una prevalencia de 0,96%, este estudio constituye el primer reporte de
infeccion por parasitos causantes de Malaria en Dacnis hartlaubi (Thraupidae) especie endémica
de Colombia (Hilty & Brown 1996; Stiles 1998). Esta especie se encuentra catalogada como
vulnerable C2a(l) por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
(BirdLife International, 2016). Gonzalez-Quevedo et al., (2016), reportaron infeccién por
Malaria en Atlapetes melanocephalus, Arremon basilicus (Emberizidae) y Myioborus flavivertex
(Parulidae), especies endémicas que se encuentran catalogadas con grado de amenaza menor,
debido al bajo conocimiento sobre sus poblaciones (BirdLife International, 2016). Lo anterior
constituye evidencia que la infeccion por Malaria Aviar, puede ser considerada como un factor

de riesgo en la perdida de especies endémicas (Gonzalez-Quevedo et al., 2016).
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4.3. Distribucion de linajes

Las secuencias del gen cyt b caracterizadas (104) evidencian una diversidad de linajes similar a
otros estudios realizados en Colombia (Gonzalez et al., 2015; Gonzalez-Quevedo et al., 2016), la
cual contrasta con lo reportado por los estudios de Belo et al., (2011) y Lacorte et al., (2013)
hechos en Brasil y con lo reportado por Fecchio et al., (2017a) en Panam4, Brasil, Ecuador y
Perd.

De los 35 linajes encontrados, se aportan 17 posibles nuevos linajes que podran ser tiles en
posteriores estudios de genética poblacional, sistematica filogenética, filogeografia y/o
evolucion, orientados a corroborar, soportar y/o establecer el origen de los mismos. Estos
estudios permitirdn responder preguntas que relacionen la presencia de nuevos linajes con la
ampliacién del rango de hospederos por parte de los mismos, lo cual es un factor clave para la
especiacion de estos parésitos (Gonzalez-Quevedo et al., 2016).

La alta frecuencia obtenida del linaje H-T028 (51%) y su presencia en la mayoria de las
localidades, indica que este se transmite exitosamente por sus vectores y, probablemente, estos
se encuentran distribuidos en todo el gradiente altitudinal estudiado, excepto la localidad a
3417msnm. Este linaje es muy frecuente en aves de la familia Thraupidae (98,1%) y una
secuencia (1,8%) fue detectada en aves de la familia Fringilidae presentes en La Colorada. El
hecho que el linaje H-T028 afecte principalmente a Thraupidae, puede ser un indicador que sea
especialista para esta familia y es posible que esté empezando a ocupar otros tipos de hospederos
(Ricklefs et al., 2014).

En cuanto a las aves migratorias estudiadas, se observaron linajes exclusivos de

hemoparasitos en estas, por ejemplo, el linaje de Haemoproteus (Subgénero Parahaemoproteus)



PREVALENCIA Y DIVERSIDAD DE HEMOPARASITOS | 47

vireonis (KF537320.1), hallado en Vireo altiloquus, y reportado en Estados unidos (Perkins,
2008), Brasil (Fecchio et al., 2017b) y Colombia (Gonzélez et al., 2015); asi como los linajes del
subgénero Parahaemoproteus sp. (JQ988527.1) reportado en Pert (Witt & McNew., articulo no
publicado) y el género Plasmodium sp. (HM222481.1) reportado en las Bahamas y Antillas
(Ricklefs & Outlaw 2010), ambos caracterizados en Pheucticus ludovicianus. De igual forma se
encontrd un linaje del género Plasmodium (EU328173) en Setophaga castanea reportado en
Estados Unidos (Pagenkopp et al., 2008).

Todos los linajes nombrados anteriormente no se encontraron en aves residentes, lo que
estaria indicando que la infeccion probablemente no fue adquirida en las localidades de estudio
y esos linajes aln no se han establecido en las mismas. Gonzalez et al., (2015) afirman que
factores como la presencia de vectores, las diferencias en la diversidad de aves, la
compatibilidad parasito-hospedero y vector-parasito y la baja intensidad de infeccién, impiden el
establecimiento de este tipo de linajes en zonas diferentes a las antes reportadas para estos. Por
otra parte, el linaje que afecté a la especie migratoria Catharus ustulatus (KJ620786.1, reportado
para Estados Unidos) se encontrd en una especie residente (Dacnis lineata); este resultado puede
indicar que posiblemente dicho linaje esta establecido en la zona de estudio (La Colorada, Tabla
2) hecho que debe ser corroborado con estudios que identifiquen los vectores que transmiten la
enfermedad en dicha localidad, dada la gran importancia que pueden tener para el entendimiento

del ciclo de transmision de los parasitos hemosporidios (Schmid et al., 2017).
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4.4. Composicion de linajes de hemoparasitos y de especies de aves

La composicion tanto de especies de aves como de linajes de parasitos fue similar a lo largo del
gradiente altitudinal, presentando diferencias entre El Salado y las demas localidades (Tabla
3B). El Salado, como ya se hizo mencidn, hace parte del pAramo de Santurban, es una zona que
presenta fragmentos de bosque altoandino y limita con &reas de paramo azonal (Medina et al.,
2015), mientras que las otras cinco localidades se caracterizan por presentar sistemas
agroforestales como cultivos y zonas de ganaderia extensiva (Donegan et al., 2010). Lo anterior
permite hipotetizar que, las diferencias entre ecosistemas pueden estar asociadas a las
diferencias en la composicién de linajes de parasitos y de especies de Aves.

Por otra parte, la ausencia de correlacion entre la riqueza de aves y la riqueza de linajes de
parésitos entre las localidades de estudio, se asemeja a lo reportado por Ellis et al., (2016),
quienes usando un modelo generalizado de efecto mezclado binomial lineal (GLME),
encontraron que no existe relacion entre la presencia de paréasitos y la abundancia de aves
hospederas entre los sitios estudiados por ellos. Esta falta de correlacion indica que la presencia
de diferentes linajes de hemosporidios en las localidades contempladas, puede estar siendo
influenciada por otros factores como la riqueza de vectores (Gonzalez et al., 2015), y/o variables
ambientales como temperatura y humedad relativa, que pueden afectar la presencia de paréasitos
en el area (Hern&ndez-Lara et al., 2017).

Con el fin de observar si los muestreos diferenciales en las areas de estudio estan
influenciando la existencia de una correlacion entre la riqueza de aves y la riqueza de parasitos
observada, se realizo un analisis de la correlacion con los datos de riqueza de aves y linajes de

parasitos totales (sin tener en cuenta la curva de rarefaccion). Los resultados muestran que el
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66% de la riqueza de Aves influencia la riqueza de paréasitos (Rho=0,66; p=0,15). El hecho que
el valor de p no es significativo, indica que la posible correlacion parasito-hospedero esta siendo
sesgada por los muestreos diferenciales realizados para cada zona, siendo El Salado la localidad
que presentd menor riqueza y en la que se presenté menor intensidad de muestreo; asimismo, al
excluir esta localidad del analisis de correlacion, se corrobor6 que la riqueza de aves no influye

sobre la riqueza de parésitos.
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5. Conclusiones

A partir de la obtencion de secuencias cyt b de parasitos hemosporidios presentes en muestras
sanguineas de 104 individuos de distintas especies de Aves estudiadas en seis localidades del
departamento de Santander, se concluye que:

* La prevalencia de malaria aviar en las localidades consideradas fue del 24,1%, valor
comparable con el estimado en otros estudios realizados en Colombia, el cual indica la
importancia que tiene la afectacion de esta enfermedad infecciosa en las poblaciones silvestres
de Aves presentes en Santander.

* El 48,5% de los 35 linajes de hemosporidios aviarios identificados, son posibles linajes
nuevos de Haemoproteus, Plasmodium y Leucocytozoon. La presencia de estos linajes indica
que, las comunidades de aves Yy las localidades estudiadas tienen singularidades que favorecen el
establecimiento de estos hemoparasitos en el area de estudio.

* El linaje H-T028 se detectd en el 51% de las muestras secuenciadas y afecta principalmente
las especies de la familia Thraupidae. Este hecho permite inferir que dicho hemosporidio se ha
especializado en esta familia de Passeriformes.

* La riqueza de aves no influye sobre la riqueza de parasitos en las localidades consideradas;
sin embargo el hecho que puedan existir singularidades debido a la presencia de nuevos linajes
de hemosporidios, revela la necesidad de realizar posteriores investigaciones que profundicen en
la ecologia de la interaccion y en la posible relacion evolutiva entre los parasitos y sus

hospederos en el departamento de Santander.
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6. Recomendaciones

Para estudios posteriores que se realicen en el departamento de Santander, se recomienda:

* Incluir en el muestreo a Aves de la familia Trochilidae, dado que investigaciones realizadas
en otras localidades de Colombia han evidenciado que la prevalencia de malaria aviar en esta
familia es importante, especialmente en zonas elevadas.

* Ampliar el muestreo para la busqueda e identificacion de linajes de hemosporidios, y por
tanto la estimacién de la prevalencia de malaria, en Aves que coexistan en ecosistemas de
bosque seco y en los sistemas de ciénagas del valle medio del rio Magdalena.

* Dado que el estudio de las variables ambientales es de gran importancia para el
entendimiento de las relaciones vector-parasito-hospedero, se recomienda realizar estudios de la
relacion parasito-vector y parasito-hospedero en los cuales se incluyan variables como
temperatura, humedad relativa y precipitaciéon, entre otras, las cuales pueden responder
preguntas relacionadas con la influencia de la diversidad de linajes de parasitos, asi como la
intensidad de infeccion en las aves.

*Conducir un estudio que incluya a los posibles vectores que transmiten la enfermedad, con
el fin de establecer la dindmica de transmision de los parasitos hemosporidios en el
departamento y en Colombia, debido a la falta de informacidn sobre los mismos en el pais.

* El estudio de los estadios morfologicos de los parésitos que se encuentran afectando a las
Aves por malaria en el departamento, con el fin de aportar nuevos conocimientos acerca de estos

individuos.
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Apéndices

Apéndice A. Producto de PCR anidada (524pb) usando los cebadores Haemf y HaemR2

(Helgreen et al., 2004).

Se observa el marcador de peso molecular de 100pb Thermo Scientfic (pozo 1); control negativo
(pozo 2); control positivo de la reaccion de PCR (pozo 3); muestras positivas para infeccion por

parasitos causantes de Malaria aviar (pozos 4-9, 11 y 12) y muestras negativas (pozos 10, 13 y

14).
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Apéndice B. Nomenclatura utilizada, para llevar a cabo el analisis NMDS, de los distintos

muestreos realizados en las localidades de estudio.

Localidad Haemoproteus Parahaemoproteus Plasmodium Leucocytozoon

febrero 2012 C1 1 13 8

-
w
w

marzo 2013 C3

agosto 2015 C5 1

w
N
-

mayo 2012 Bl

El Aburrido

[N
©

febrero 2014 A2

Los Helechales

-
N
-

enero 2013 H2

junio 2013 H4

diciembre 2014 SB1

junio 2015 SB3

febrero 2016 SB5

julio 2015 S1 2

Los nameros indican la cantidad de muestras detectadas de cada tipo de hemosporidio en las

distintas localidades.



