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Resumen

“Haemosporidios, diversidad y estructura genética poblacional en tres

especies de aves (Passeriformes) del Altiplano Potosino”

En esta tesis se incluyen los resultados de dos estudios en tres especies de aves
residentes del Altiplano Potosino: el pinzon mexicano (Haemorhous mexicanus), el
rascador pardo (Melozone fusca) y la matraca del desierto (Campylorhynchus
brunneicapillus). En la primera parte, se determin6 por medio de marcadores
microsatélite, la diversidad y la estructura genética poblacional de las tres
especies de aves. Para H. mexicanus se encontraron altos niveles de endogamia
y baja diversidad genética a diferencia de las otras dos especies, en las que estos
estimados estuvieron cercanos a los niveles esperados para las poblaciones en
equilibrio. En la escala espacial del estudio (40 km), ninguna de las especies
mostroé una estructura genética poblacional evidente.

En la segunda parte del estudio, se determiné la presencia de parasitos
haemosporidios en las mismas especies aviares por medio de técnicas de
microscopia optica y amplificacion molecular de un fragmento (480 pb) del gen del
citocromo b de los parasitos. Se identificaron cuatro linajes de parasitos en estas
aves con prevalencia cercana al 50%. Dos de las secuencias que se obtuvieron

por la amplificacion representan un linaje no reportado hasta ahora.

Palabras clave: Aves, genética de poblaciones, parasitismo



Abstract

“Haemosporidian, diversity and population genetic structure on three

species of birds (Passeriformes) in the Altiplano Potosino”

This thesis include the results of two studies on three species of resident birds of
the Highland Plateau of San Luis Potosi (Altiplano Potosino): the house finch
(Haemorhous mexicanus), the canyon towhee (Melozone fusca) and the cactus
wren (Campylorhynchus brunneicapillus). In the first part of the study, the diversity
and the population genetic structure of the three species of birds was determined
by microsatellite markers. One of the species (Haemorhous mexicanus) showed
high levels of inbreeding and low genetic diversity; the other two species
(Melozone fusca and Campylorhynchus brunneicapillus), showed expected levels
for populations in equilibrium. In the spatial extent to which this study took place
(diameter = 40 km), none of the species showed a clear genetic structure.

In the second part, it was determined the presence of haemosporidian parasites,
through microscopy and PCR amplification of a fragment (480 bp) of
haemosporidian’s cytchrome b, in the same three species of birds. Four lineages of
haemosporidians were identified in the study area with prevalence near to 50%.
Two of the sequences obtained from parasite’s cytochrome b represent a lineage

that is reported for the first time.

Key words: Birds, population genetics, parasitism

Xi



CAPITULO 1

Diversidad y estructura genética poblacional de
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Resumen

Entender los procesos ecoldgicos y evolutivos por los que atraviesan las especies
es fundamental para lograr su conservacion. La genética de poblaciones permite
entender los procesos involucrados en la permanencia o reduccion de la
diversidad genética. En comparacion con otros marcadores moleculares, los
microsatélites presentan alto grado de polimorfismo, y por lo tanto, permiten hacer
estudios comparativos entre especies 0 géneros de un mismo grupo.

Aungue los microsatélites en aves son menos abundantes que en otros taxa, se
han aislado suficientes para estudios demograficos y de genética de poblaciones.
Utilizando marcadores especie-especificos y multiespecie se determind la
diversidad y la estructura genética poblacional de tres especies de aves residentes
del Altiplano Potosino encontrando para una de ellas (Haemorhous mexicanus)
altos niveles de endogamia y baja diversidad genética. Mientras que para las otras
dos (Melozone fusca y Campylorhynchus brunneicapillus) los estimados de
diversidad y endogamia estuvieron dentro de los niveles esperados para
poblaciones en equilibrio. En la escala espacial a la que se llevé a cabo este
estudio (diametro = 40 Km), ninguna de las especies mostré una estructura
genética poblacional evidente sugiriendo que los individuos de cada especie
pertenecen a una sola poblacion. Es necesario llevar a cabo estudios a mayores
extensiones para realizar inferencias acerca de distancias y niveles de deterioro
del habitat que pudieran afectar la estructura de las poblaciones.

Palabras clave: Estructura poblacional, diversidad genética, marcadores

microsatélites, aves.



Abstract

Understanding of ecological and evolutionary processes that the species face is
fundamental for sound conservation efforts. Population genetics is a tool that
allows understanding of processes involved in the permanence or the decrease in
genetic diversity. In comparison with other molecular markers, microsatellites
possess high level of polymorphism, allowing comparative studies between
species or genera within a group.

Although microsatellites in birds are less abundant than in other taxa, enough
microsatellite markers have been isolated for demographic and population genetic
studies. Using species-specific and multi-species markers, the diversity and
genetic structure of three species of resident birds of the Highland Plateau of San
Luis Potosi (Altiplano Potosino) was determined. One of the species (Haemorhous
mexicanus) showed high levels of inbreeding and low genetic diversity. As for the
other two (Melozone fusca and Campylorhynchus brunneicapillus), estimates of
diversity and inbreeding were within typical levels for populations in equilibrium. In
the spatial extent to which this study took place (diameter = 40 km), none of the
species showed a clear population genetic structure suggesting that individuals of
each species belong to a single population, so it is necessary to conduct studies to
larger areas to make inferences about distances and levels of habitat degradation

that could affect population structure.

Key words: Population structure, genetic diversity, microsatellite markers, birds.



Introduccién

El estudio del origen y mantenimiento de la variacion genética dentro y entre
poblaciones ha sido muy valioso para poder entender los mecanismos de
adaptacién y especiacion en la naturaleza. El estudio de la diversidad genética de
las poblaciones naturales ha cobrado gran relevancia principalmente en estudios
que involucran patrones demograficos a escalas espaciales gruesas; por ejemplo,
en poblaciones de animales con distribucion cosmopolita o con hébitos migratorios
de gran distancia (Berube et al. 1998). Por otro lado, ha contribuido a entender la
dinamica genética en poblaciones pequefias y/o parcialmente aisladas, pero que
se encuentran muy bien adaptadas a condiciones locales bastante especificas
(Lowe et al.2004). Entender estos procesos desde un punto de vista ecolégico y
evolutivo es fundamental para lograr la conservacion de los ecosistemas y la
biodiversidad que poseen. La integracion de los métodos de conservacion y
manejo de especies con las técnicas moleculares ha dado lugar al surgimiento de
la genética de la conservacion (Bennet y Saunders, 2010; Amos et al. 2012).

Esta nueva disciplina, que se vale de técnicas de biologia molecular para generar
datos e integrarlos con caracteristicas geogréficas y ambientales, ha
revolucionado la forma en la que se llevan a cabo las investigaciones en el campo
de la ecologia (Freeland, 2005; Bennet y Saunders, 2010; Amos et al. 2012).
Aunque en el pasado, el estudio de las relaciones ecolégicas a través de
observaciones de campo y datos fenotipicos basados principalmente en la
morfologia, fisiologia o comportamiento de los organismos, aporté informacion

valiosa para entender los procesos poblacionales de las especies, este tipo de



datos tienen ciertas limitaciones para inferir adecuadamente la variacion genética
debido a que la plasticidad fenotipica puede provocar la sub-estimacién de los
niveles reales de variacion (Freeland, 2005).

Para que un estudio de genética de poblaciones tenga implicaciones en la
conservacion de las especies, debe considerar la variacion genética y demografica
tanto a escala temporal como espacial, particularmente para desarrollar
programas de reintroduccion de especies o cuando se argumenta una reduccion
en el tamafio de las poblaciones (Lowe et al.2004; Freeland, 2005). Al comparar
poblaciones a extensiones espaciales grandes se espera encontrar mayores
niveles de diferenciacion genética que al hacer comparaciones a extensiones
espaciales pequefias. Sin embargo, los patrones de estructura genética dependen
de la interaccién entre la distancia geografica de las poblaciones y la vagilidad de
las especies bajo estudio (Gaines et al. 1997). Para organismos como las aves en
las que la capacidad de dispersion es variable, en general, se espera que
especies con alta vagilidad exhiban niveles bajos de diferenciacion poblacional
como resultado de procesos histdricos y demograficos ausentes en especies de
distribucion restringida o con ambitos hogarefios limitados(Crochet, 2000).

Existen varias técnicas moleculares que permiten estudiar la variacion genética en
las poblaciones naturales, sus caracteristicas demograficas o el estado de salud
en el que se encuentran. Los diferentes tipos de marcadores moleculares de ADN
se distinguen por el grado de polimorfismo que presentan en loci Unicos o0
multiples (Parker et al, 1998; Oyler-McCance y Leberg, 2005; Selkoe y Toonen,
2006 y Renteria, 2007). En estudios demograficos los microsatélites son ideales

ya que son marcadores nucleares que se heredan en forma mendeliana y que no
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estan sujetos a seleccion (Freeland, 2005). Los microsatélites o secuencias
simples repetidas (SSR) son secuencias de ADN conformadas por dos a seis
nucledtidos repetidos que se encuentran en regiones codificantes y no
codificantes. Por lo regular, varian en el nimero de repeticiones que presentan,
siendo tipicamente de cinco a 40, aunque este nimero puede ser mayor (Parker et
al. 1998 y Renteria, 2007). Se han identificado marcadores microsatélites de ADN
nuclear en diferentes grupos de plantas y animales. Estos marcadores han sido
usados para estudios de variacidn genética intra e interespecifica, o que ha
permitido resolver algunas preguntas evolutivas puntuales relacionadas con el flujo
genético, anadlisis de parentesco, parametros demograficos y estructura
poblacional (Renteria, 2007).

Si bien los microsatélites son menos abundantes en aves que en otros taxa como
mamiferos o peces, recientemente se han identificado marcadores SSR aislados
de genomas aviares para ser usados en un amplio rango de especies (Dawson et
al. 2010; Dawson et al. 2013). Aunque los marcadores multiespecie tienden a
presentar menor variacion que los especie-especifico (Selkoe y Toonen, 2006), se
ha demostrado que pueden generar informacion Gtil para estudios poblacionales
(Dawson et al. 2010). Para obtener una buena resolucién y resultados con buen
peso estadistico, es recomendable usar de 10 a 20 marcadores microsatélites
(Luikart y Cornuet, 1998); sin embargo, la caracterizacion de este numero de
marcadores tiene un costo elevado cuando un estudio involucra mas de una
especie. La alternativa es el uso de marcadores multiespecie lo que puede

representar un ahorro en tiempo y recursos (Dawson et al. 2010).



A pesar de que las zonas aridas son vulnerables a los cambios de uso de suelo y
a la extraccion de fauna, son pocos los estudios con enfoques genéticos hechos
en estas regiones hasta ahora. La escasa informacion acerca de las
caracteristicas genéticas como la diversidad y estructura genética poblacional de
las especies que habitan el Altiplano Potosino hace dificil desarrollar estrategias
integrales y especificas de conservacion y manejo para la avifauna de la region.
Es necesario generar informacién genética que permita plantear estrategias
adecuadas para la conservacion de la biodiversidad en las zonas aridas y
semiaridas de la regidén. De acuerdo a estas necesidades se plante6 el objetivo de
analizar y describir la diversidad y estructura genética poblacional en tres especies
de aves residentes para los que se registré una tendencia a presentar diferentes
niveles de fidelidad al territorio con base a la proporcién de recapturas (P = 0.08),
el pinzon mexicano (Haemorhous mexicanus, porcentaje de recapturas = 3.06%, n
= 163), el rascador pardo (Melozone fusca, porcentaje de recapturas = 10.35%, n
= 58) y la matraca del desierto (Campylorhynchus brunneicapillus, porcentaje de
recapturas = 7.54%, n = 53) asi como determinar el flujo genético poblacional para

cada especie en tres localidades.



Materiales y métodos

Area de estudio

La zona de estudio se encuentra localizada entre los municipios de Charcas y
Catorce, San Luis Potosi. Incluye tres localidades: La Cardoncita (LC), Presa de
Santa Gertrudis (PSG) y Guadalupe Victoria (GV) (UTM: E271793.37
N2610708.64, E278059.47 N2599525.12, E276057.75 N2582923.98 Zona 14N)
pertenecientes a un area conocida como la zona ixtlera (Figura 1). Cada una de
estas localidades corresponde a las poblaciones a priori que se establecieron para
llevar a cabo los andlisis genéticos. La vegetacion del &rea se caracteriza por la
presencia de matorral microéfilo-rosetofilo subinerme dominado por Yucca spp. en
el estrato arbéreo y por Larrea tridentata y Flourensia cernua en el arbustivo
(Rzedowski, 1961) ademés de una alta diversidad de especies dentro de la familia
Cactaceae. El area esta conformada por zonas de lomerio suave y montafias de
poca altura que permiten el escurrimiento de agua pluvial hacia las zonas bajas;
con una altitud que va desde los 2000 a 2300 m, la precipitacion promedio anual
es de alrededor de 350 mm, con un rango de temperatura promedio anual que

oscila de 10°C a 20°C (INEGI, 2009a, b).

Colecta de sangre y extraccion de ADN

Utilizando 20 redes ornitoldgicas (2.5 m x 12 m) distribuidas al azar dentro de cada
uno de los sitios de muestreo se colectaron individuos de H. mexicanus, M. fusca y
C. brunneicapillus. Las redes permanecieron abiertas desde el amanecer hasta la

puesta del sol durante tres dias en cada sitio. Las aves se capturaron en tres



periodos, el primero en la época no reproductiva (agosto-noviembre) del 2012, el
segundo y el tercero en las épocas reproductiva (marzo-mayo) y no reproductiva
(septiembre-noviembre) del 2013. De cada individuo capturado se tomoO una
muestra de sangre de aproximadamente 200 pl por medio de puncién de la vena
yugular (Canales-Delgadillo et al. 2012). Estas muestras fueron colocadas en
tubos eppendorf preparados con 1 ml de buffer de preservacion Longmire (100
mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTA, 10 mM NacCl, 0.5% SDS) que permite el
almacenaje de muestras de sangre a temperatura ambiente sin que la integridad
del ADN se vea comprometida (Longmire et al. 1988). En el laboratorio, las
muestras fueron congeladas a -20°C hasta su procesamiento. De cada una de las
muestras de sangre se extrajo el ADN utilizando el kit de extraccion DNeasy blood
& tissue (Qiagen, Venlo Netherlands) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Para comprobar la integridad del ADN se hizo una electroforesis en gel de agarosa
al 1% de cada extraccion y también se cuantifico la concentracion y pureza de
cada muestra con un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,

Inc.).

Amplificacién por PCR

Idealmente, un estudio de genética poblacional se debe hacer con marcadores
altamente variables, ya sea especie especificos 0o multiespecie probados en
diferentes taxa. Oh y Badyaev (2009) aislaron 17 secuencias de microsatélites
altamente polimoérficos para H. mexicanus, especie que es considerada como
modelo en estudios de genética poblacional, seleccion sexual y epizoologia de

enfermedades. De este set de marcadores se eligieron los 15 que reportaron el
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polimorfismo mas alto para tratar las muestras de este estudio (Tabla 1). Por otro
lado, Dawson et al. (2013) disefiaron 24 pares de oligonucle6tidos denominados
CAM (Microsatélites Aviares Conservados, por sus siglas en inglés) a partir del
genoma de pollo (Gallus gallus) y pinzon cebra (Taeniopygia guttata) y que han
sido probados en 17 especies de aves passeriformes y cinco no passeriformes
con resultados favorables. Debido a que hasta la fecha no existen marcadores
especie-especifico para M. fusca ni para C. brunneicapillus, se eligieron 11 de
estos marcadores para caracterizar los genotipos de los individuos que se

colectaron (Tabla 1).

Los fragmentos de ADN fueron amplificados por medio de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Para las tres especies se llevaron a cabo reacciones en
un volumen de 25 pl. En el caso de H. mexicanus cada reaccién estuvo
compuesta por 20-50 ng de DNA total, 2.5 mM MgClz, 225 uM de cada dNTP,
0.125 uM de cada oligonucledtido, 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster
City, California) y 1x de buffer Green GoTaq (Promega, Inc). A las muestras de
esta especie se les aplicé el siguiente tratamiento térmico: desnaturalizacion inicial
de 94°C por 2 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 20 seq, alineacion a
60°C / 63°C por 20 seg, extension a 65°C por 45 seg, y un paso de extension final
a 65°C por 5 min. En el caso de M. fusca y C. brunneicapillus la composicion de
las reacciones fue la misma con la diferencia de que en estas reacciones se usoé
buffer sin colorante y que el oligonucleétido forward de cada par se marcé con un
fluoréforo (HEX, 6FAM o NED; Applied Biosystems, Foster City, California). Las

condiciones térmicas para la amplificacion de los fragmentos fueron:
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desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
por 30 seg, alineacién a 55°C por 20 seg y extension a 72°C por 45 seg, y un paso
de extension final a 72°C por 5 min. Todas las reacciones amplificadas en un
termociclador 2720 (Applied Biosystems, Foster City, California) y en un MJMini

(BioRad, Hercules, California).

Caracterizaciéon de genotipos

Para la caracterizacion de los genotipos se utilizaron dos métodos diferentes. Los
productos de PCR obtenidos a partir de las muestras de H. mexicanus fueron
separados utilizando electroforesis en geles de agarosa Metaphor (MAGE) debido
a que los oligonucleétidos no estaban marcados con fluoréforo. MAGE es un
procedimiento que utiliza una agarosa especial para electroforesis de alta
resolucién que permite separar productos de ADN cuyos tamarfos difieren en un
rango de 2% y hace posible detectar alelos que van de 20 hasta 800 pb (Asif et al.
2008). Para estimar los tamafios alélicos se utilizaron geles al 2.5%, en los que se
cargaron 5 pl de cada producto de PCR. A estos geles se les aplicdé una corriente
80mV durante 3 horas después de lo cual fueron tefiidos en una solucién de
bromuro de etidio [10 mg/ml] para visualizarlos con un fotodocumentador con luz
UV. De cada uno de los geles se tomé una fotografia para cuantificar el tamafio
de los alelos con el software GelAnalyzer (Lazar, 2010) tomando como referencia
un marcador de peso molecular de 100 pb.

Los productos de PCR obtenidos a partir de las muestras de M. fusca y C.
brunneicapillus fueron separados por medio de electroforesis capilar en un

secuenciador Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems, Foster City, California)
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y analizados con el software GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems, Foster City,

California).

Diversidad genética y estructura poblacional

Utilizando los genotipos obtenidos para cada especie se determinaron los niveles
de heterocigocidad (Ho), el numero de alelos y el rango alélico por locus, ademas
de las expectativas del Equilibro de Hardy-Weinberg (HWE). La particiéon de la
varianza genética del conjunto de datos se determind en diferentes niveles
jerarquicos por medio de un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA). Debido a
gue se ha demostrado que los loci microsatélites poseen una tasa de mutacion
mayor a la de otros marcadores, las distancias genéticas entre sitios de muestreo
se determinaron a través del método de la suma de cuadrados de la diferencia de
los tamafios o repeticiones del microsatélite o RST (Slatkin, 1995). La tasa de
migracion entre sitios o flujo genético se calcul6 como el numero total de
individuos intercambiados por generacién entre cada par de sitios (Nem). Todos
estos analisis se llevaron a cabo utilizando Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).
Para determinar si el nUmero de poblaciones establecidas a priori para cada
especie, corresponde al numero de clusters genéticos en los datos, de acuerdo a
las frecuencias alélicas dadas por los genotipos, se utilizaron los programas
Structure 2.3.1 (Pritchard et al. 2000) y Geneland 4.0.4 (Guillot et al. 2005). Ambos
programas utilizan algoritmos bayesianos para estimar en forma probabilistica el
namero de poblaciones genéticas en un conjunto de datos. Las poblaciones son
determinadas a partir de las frecuencias alélicas de tal forma que los grupos que

se obtienen estaran bajo los supuestos del HWE. Se examino la correlacion entre
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la distancia genética y la distancia geografica de cada una de las muestras de
cada especie por medio de una prueba de Mantel para determinar si existe
aislamiento por distancia (IBD), ademas se hizo un analisis de autocorrelacion
espacial utilizando las coordenadas geogréficas de cada individuo capturado para
determinar si existe una estructura poblacional relacionada a la distribucion de los
individuos en el area de estudio. Ambos analisis se llevaron a cabo en GenAlex

6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

13



Resultados

Diversidad genética

Se caracterizaron los genotipos de 106 muestras de H. mexicanus, 40 de M. fusca
y 16 de C. brunneicapillus. El niamero promedio de alelos por locus entre
localidades para H. mexicanus fue 18.08 (s.d. = 4.14) con un rango de 9 a 69
alelos. Melozone fusca y C. brunneicapillus presentaron un promedio de alelos por
locus de 6.51 (s.d. = 3.05) y 2.57 (s.d. = 1.39) respectivamente con un rango
alélico de uno a 15 alelos para ambas especies. Los valores especificos de cada
localidad se muestran en la tabla 2. En general, H. mexicanus present6 valores de
Ho inferiores a 0.5, lo que representa una diversidad baja con respecto a los
valores de heterocigocidad esperada (He). Melozone fusca y C. brunneicapillus
presentaron valores de Ho y He menos diferenciados entre si, indicando niveles
de diversidad aceptables (Tabla 2). Se encontraron desviaciones del HWE en
alrededor del 50% de los loci utilizados para todas las especies. Todos los loci
utilizados en H. mexicanus fueron polimérficos, para M. fusca y C. brunneicapillus

tres de los marcadores resultaron monomorficos (CAM05, CAM17 y CAM19).

Estructura poblacional

El AMOVA reveld que la mayor parte de la varianza para H. mexicanus se
encuentra dentro de los individuos sin importar a qué poblacion establecida a priori
pertenecen (47.3%) y entre los individuos dentro de las poblaciones (46.91%);
para M. fusca la mayor parte de la varianza (98.13%) se encontro dentro de las

poblaciones mientras que para C. brunneicapillus (98.57%) se encontro dentro de
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los individuos sin tomar en cuenta las poblaciones establecidas a priori,
respectivamente. Los valores globales de RST fueron bajos para las tres especies
(0.01 - 0.05) siendo estadisticamente significativo solo para H. mexicanus (0.057,
P = 0.008). Los valores globales del coeficiente de endogamia (FIS) fueron bajos
para M .fusca y C. brunneicapillus en comparacion con H. mexicanus donde se
obtuvo un valor de 0.497 (P =<0.01) (Tabla 3).

La comparacion por pares de los valores de RST entre poblaciones mostré niveles
de diferenciaciéon genética bajos pero estadisticamente significativos entre los
grupos de muestras de H. mexicanus; ademas, de valores de endogamia
estadisticamente significativos dentro de cada localidad (Tabla 4). La
diferenciacion genética entre los grupos de M. fusca fue baja pero
estadisticamente significativa solamente entre los grupos LC y PSG. Los niveles
de endogamia para los grupos de esta especie fueron bajos mostrando valor
estadisticamente significativo solamente para LC (Tabla 4). Las muestras de C.
brunneicapillus provenientes de PSG presentaron una diferencia genética baja
pero estadisticamente significativa con respecto al grupo de GV, ninguno de los
valores de endogamia fue alto ni estadisticamente significativo para esta especie
(Tabla 4).

Las tasa de flujo genético (Nem) estimada para H. mexicanus fue de 5 a 9
individuos por generacion entre sitios. La tasa de Nem estimada para M. fusca fue
de 18 a 20 individuos por generacion entre LC y los otros dos grupos, mientras
gue entre GV y PSG Nem = « |0 que es indicativo de que estos grupos pueden
considerarse como un solo cluster. En el caso de C. brunneicapillus la tasa de

Nem fue de 4 a 16 individuos por generacion entre los tres grupos.
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El analisis de autocorrelacion espacial entre la distancia genética y la distancia
geografica entre pares de individuos mostré que ninguna de las tres especies
forma una poblacién estructurada (Figura 2). La prueba de Mantel para H.
mexicanus y M. fusca concuerda con estos resultados (R?= 0.0035, P = 0.16; R?=
0.0059, P = 0.058). Aunque para C. brunneicapillus se muestran indicios de IBD
(R? = 0.056, P = 0.045), el andlisis de autocorrelacién no muestra una estructura
de la poblacion (Figura 2).

Al analizar los datos por medio de Geneland y Structure con 2x10* iteaciones y 30
réplicas, el nUmero estimado de grupos genéticos varid consistentemente entre
K=1y K=2 (Tabla 5). De acuerdo a estos resultados se generd un nuevo grupo de
datos para cada especie de acuerdo a la asignacion modal de los individuos en
cada cluster genético y se reanalizaron en Arlequin 3.5. En el caso de H.
mexicanus, los resultados mostraron que los valores de diversidad genética y
endogamia, cuando K=1, fueron muy similares a los resultados cuando los datos
fueron tratados como tres grupos diferentes (Ho = 0.545 (s.d. = 0.111); He = 0.972
(s.d. = 0.009); FIS = 0.51, P < 0.001). Al examinar los resultados de K=2, se
observé que a pesar de este valor, todos los individuos fueron asignados al mismo
grupo genético, por lo que no se analizaron los datos divididos en dos grupos. Los
valores estimados de Ho y He para M. fusca fueron muy similares cuando K=1 o
K=3, solamente el valor de FIS cambid significativamente de 0.05 cuando K=1 a
0.12 cuando K=2. Finalmente al reanalizar los datos de C. brunneicapillus con K=1
se observo que los valores para Ho, He y FIS permanecieron practicamente sin

cambio (Figura 3).
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Discusioén

Diversidad genética

En general, los marcadores utilizados en las tres especies mostraron un nimero
de alelos dentro del rango reportado (Oh y Badyaev, 2009; Dawson et al. 2013) a
excepcion de dos marcadores CAM que presentaron sélo dos alelos y dos mas
que fueron monomoérficos. Este resultado puede estar en funcién de la distancia
filogenética entre las especies estudiadas y las especies a partir de las cuales
fueron aislados estos marcadores (Selkoe y Toonen, 2006). Adicionalmente, el
tamafo de muestra para las especies en las que se utilizaron los marcadores CAM
podria haber influenciado este resultado ya que tamafios de muestra pequefios
tienden a enmascarar la verdadera riqueza alélica que se puede obtener con
marcadores microsatélites (Gaines et al. 1997).

Las desviaciones del HWE pueden presentarse debido a diferentes factores que
ocurren en las poblaciones, por ejemplo, alteracion de las frecuencias alélicas por
inmigracibn o emigracién, mutaciéon, tamafios poblacionales pequefios o
apareamiento no azaroso entre los miembros de la poblacion (Freeland, 2005). A
pesar de que el mayor numero de muestras colectadas fueron de H. mexicanus,
los valores de diversidad genética para esta especie resultaron bajos en
comparacion con los valores observados en las otras dos especies. Los valores
bajos de diversidad genética se presentan en poblaciones de tamafios pequefios,
gue experimentan apareamiento selectivo, que se encuentran bajo alguna presion
de seleccion natural o que son sobre explotadas. En el caso de H. mexicanus, un

tamafio poblacional pequefio es la causa menos probable de los niveles de
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diversidad genética obtenidos ya que esta es una especie ampliamente distribuida
en muchas regiones de Norte América y el reporte de la tendencia poblacional
indica un incremento debido a la colonizacion de nuevas areas (Birdlife
International, 2014). Se ha demostrado que algunas poblaciones de esta especie
gue han sido introducidas en areas diferentes a las de su rango original presentan
una rigueza alélica disminuida en comparacion con aquellas que viven en los sitios
nativos debido al efecto de cuello de botella que se genera en las poblaciones de
tamafo reducido (Hawley et al. 2006). A pesar de que las muestras de este
estudio fueron colectadas dentro del rango nativo de la especie, factores como
sequias muy prolongadas o la falta de regulacion en la captura de estas aves para
su venta como mascotas (Ifigo-Elias y Enkerlin-Hoeflich, 2003; PROFEPA, coms.
pers,) podrian ser las causas de un cuello de botella no detectado en esta zona.
Por otro lado, niveles bajos de diversidad genética y deviaciones del HWE pueden
ser debidos a la presencia de alelos nulos. Oh y Badyaev (2009) no reportan
desviaciones del HWE ni ligacién de loci para ninguno de los 15 marcadores que
se utilizaron en este estudio; sin embargo, los datos obtenidos muestran que
algunos loci estaban ligados y se encontré una frecuencia de alelos nulos de 0.07
a 0.23 lo que puede haber influido en los bajos niveles de diversidad observados
en esta especie.

En general, M. fusca y C. brunneicapillus presentaron niveles altos de diversidad
genética y solo en una de las localidades (LC) se observd un nivel bajo pero
estadisticamente significativo de endogamia para M. fusca. La mayoria de los loci
presentaron desviaciones significativas del HWE para las dos especies. Es

probable que los resultados del HWE en estas especies estén relacionados al
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tamafo de la muestra, ya que las capturas conseguidas muy probablemente no
son una muestra representativa de la poblacion en ninguna de las dos especies.

Por otro lado, la mayor parte de las capturas para las tres especies provienen de
sitios poblados o sitios cercanos a los pueblos donde las aves encuentran una
mayor cantidad de recursos (alimento, agua) y al menos en el caso de H.
mexicanus, que no presenta comportamiento territorial, podrian haberse capturado
individuos de los mismos grupos familiares lo que se ve reflejado en los bajos
niveles de diversidad observados y en los altos valores de endogamia ademas de
presentar altos niveles de flujo genético. Por ser menos gregarios, M. fusca y C.
brunneicapillus, es posible que se haya muestreado individuos menos
relacionados en estas dos especies y por lo tanto los valores de endogamia fueron
menores. Otros factores como las modificaciones al habitat pueden afectar los
niveles de diversidad genética de las especies (Amos et al. 2012; Galindo-
Gonzalez, 2007); por ejemplo, los cambios de uso de suelo por las actividades
econdémicas de la regién (Sheldon, 1980; Garza-Hurtado, 2011) provocan la
fragmentacién del habitat, pero sélo en estudios de diversidad genética a grandes
escalas de tiempo se ha logrado identificar una reduccion significativa en la
variacion genética de las poblaciones que hoy existen (Larsson et al. 2008;
Segelbacher et al. 2008). Una de las especies que puede verse mas afectada por
las actividades que involucran el aprovechamiento del estrato arbéreo es H.
mexicanus debido a que este estrato le sirve como sitio de anidacion, cobertura y
alimentacion. Melozone fusca y C. brunneicapillus podrian presentar mayor
tolerancia a actividades antropogénicas ya que procesos tan importantes como la

anidaciéon la llevan a cabo en arbustos (L. tridentata y Cylindropuntia sp.) que
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normalmente no son aprovechados por lo habitantes. Desafortunadamente no
existe informacién genética previa de las poblaciones en el area del presente
estudio que permita hacer este tipo de comparacion, lo que evidencia la necesidad
de llevar a cabo estudios con muestras colectadas a lo largo de extensos periodos
que cubran escalas temporales y espaciales mayores a fin de determinar si
factores como la agricultura, pastoreo, mineria y la extraccion de especies en la

zona podrian estar afectando la riqueza genética de la avifauna regional.

Estructura poblacional

Aunque se ha establecido de forma general que debido a la capacidad de
movimiento de las aves, sus poblaciones exhiben niveles bajos de diferenciacion
genética, es importante estudiar los procesos demograficos de las poblaciones
(Crochet, 2000; Freeland, 2005).

El andlisis de los valores RST mostré que entre los grupos de las tres especies
existen niveles bajos de diferenciacion con significancia estadistica en algunos
pares de sitios. En general, esto indica que a pesar de existir algin grado de
subdivision y de que se observaron indicios de un aislamiento por distancia en el
caso de C. brunneicapillus, el conjunto de muestras de cada especie representa
una sola poblacion, lo que es consistente con los las estimaciones del nimero
optimo de poblaciones (K) dados por Geneland y Structure lo que puede ser
debido a que el nUmero de muestras en cada grupo resulté pequefo. De acuerdo
a los resultados, los sitios menos diferenciados se encuentran en los extremos del
area de estudio y el sitio con mayores diferencias genéticas es PSG, que se

encuentra localizado en la parte media. Aunque las diferencias que presenta este
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sitio con los otros dos son muy bajas (RST = 0.01 — 0.04, Tabla 4), a nivel
estadistico son significativas. Esto sugiere que para poder determinar en forma
apropiada la estructura genética de estas poblaciones, es necesario incrementar
tanto el nUmero de muestras como la escala espacial del estudio a fin de poder
tomar en cuenta las diferencias en los niveles de vagilidad de cada una de las
especies ya que este es un factor importante para determinar los patrones de
estructuracion poblacional (Gaines et al. 1997). Adicionalmente, el flujo genético
entre las poblaciones establecidas a priori para cada una de las especies fue alto y
determinado como infinito entre un par de sitios para M. fusca, lo que evidencia un
flujo constante de genes que permite que la identidad genética de estos grupos se
mantenga y evita su aislamiento, confirmando que los grupos de las tres especies
pertenecen a una sola poblacién al menos en la escala espacial a la que se llevo a

cabo este estudio.
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Conclusion

Este es el primer reporte sobre niveles de diversidad genética y estructura
poblacional para H. mexicanus, M. fusca y C. brunneicapillus, aves residentes del
Altiplano Potosino. Los datos sugieren que las muestras colectadas en los tres
sitios para cada especie constituyen una sola poblacion con indicios de subdivisién
poblacional principalmente para H. mexicanus. La escala espacial a la que se
llevé a cabo el analisis no fue de tamafio suficiente para determinar de forma
apropiada si los niveles de diversidad genética son representativos de la o las
poblaciones que habitan en el area. Lo niveles de endogamia para H. mexicanus
siguieren que la colecta incluyé individuos altamente relacionados aunque estos
resultados no significan necesariamente que la poblacion esté sufriendo erosion
genética.

Es necesario complementar el estudio con muestras colectadas a distancias
mayores para asegurar la representatividad de las poblaciones, evaluar la
diversidad y estructura genética de las mismas y para determinar con seguridad
cuales marcadores microsatélite multiespecie (CAM) son los adecuados para
estas especies 0 si es necesario la caracterizacibon de marcadores especie-

especificos para M. fusca y C. brunneicapillus.
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Leyendas de tablas y figuras

Tabla 1. Oligonucleétidos de los microsatelites de H. mexicanus (Hofi) y
multiespecie (CAM) utilizados para la diversidad en genética de poblaciones.

Tabla 2. Diversidad genética de Haemorhous mexicanus, Melozone fusca y
Campylorhynchus brunneicapillus en las tres localidades. Loc: Localidad, GV:
Guadalupe Victoria, PSG: Presa Santa Gertrudis, LC: La Cardoncita, Na: niumero
de alelos, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada, d.e:

desviacion estandar.

Tabla 3. Diferenciacidon genética e indice de endogamia global para las tres

especies de aves.

Tabla 4. Comparacion de los valores RST entre pares de localidades. Bajo la
diagonal se presentan los valores de RST, sobre la diagonal el valor de p
correspondiente siendo significativos (p < 0.05) los que se muestran en negritas.
También se muestra el valor de FIS por localidad para cada especie, los

asteriscos indican el nivel de significancia (* < 0.05, *** < 0.001).

Tabla 5. Determinacion de namero de K por medio de los programas Structure y

Geneland. 2x10% itraciones y 30 réplicas.
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Figura 1. Mapa de la zona de estudio. Localidades de muestreo en la zona ixtlera

de San Luis Potosi.

Figura 2. Analisis de autocorrelacion espacial entre la distancia genética y la
distancia geografica entre pares de individuos por especie. La linea solida
representa los estimados de correlacion (r) y las barras la variacion de estos
estimados en diferentes clases de distancia, la lineas punteadas representan los
niveles superior e inferior (U y L) de los intervalos de confianza (95%, 9999

permutaciones). A: H mexicanus, B: M. fusca, C: C. brunneicapillus.

Figura 3. Comparacion de los estimados de Ho, He y FIS cuando K=1, K=2 y K=3

para cada una de las especies. Hmex: H. mexicanus, Mfus: M. fusca y Cbru: C.

brunneicapillus.
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Tablas y figuras

Locus Microsatélite Oligonucleétido forward 5'-3' Oligonucledtido reverse 5'-3'
Hofio7 (GT)1o CTGGAAGCACTGGGGTCACT CTTGCCTGACAGGGTGGTC
Hofi10 (GT)1o TTGGCCCAGATTTCTACCAC CAGACCAGATTCCCCAAATC
Hofil6 (GT)z2s AAGAGGAGCACTGGTATTTGC TCATGAGGTGGGTTCCTACG
Hofi19 (GT)4AC(GT)23 TCAGGCAAGTGTAGCAGGAC TTTTAGATGACAGTTATGGCACTATC
Hofi26 (CA)23 GCTCAGACAGCTGGGACTG GCTGGTGGGAAGAGCATC
Hofi29 (GT)27 AGCCAGGACAGAGCAGATCC CATTTTCTCTGGGTGAGAAAGC
Hofi35 (GT)a2 GCCCAGGGACACAGTAAATG AACATCCCGTGGCAAAGTC
Hofi39 (GT)22 GCAGATGTGATCATGCTGAAG GCAGCCACTCAAGATTTTGTC
Hofi53 (TA)3(GT)1s GTGGGTGTCTGCTAAGATGC CTGGTTTTGGTACACGGTTG
Hofi69 (CA)21 CAACATGCTGTAATCCCAACTC CCTTTTGGTCATTCCACTTCTATC
Hofi70 (CA)21 GCAGGCAACATCCATGAAG CCGGATCGTTTTGTTTCATC
HofiACAGOQ7 | (GACA)11 AGAAGATGGGTTAGCAGCTGAG CCAAGGGATCCTCCTGATG
HofiACAG15 | (CTGT)sCC(GTCT)s | CACCTTTCCCCACCGAAG AAGTGAGCTCCCGTCAAAGC
HofiACAG18 | (CAGA)14 TTCATGAAGCCACGCTACAG GCAGCCTCCTGGTAAAGAAG
HofiACAG25 | (CTGT)wu1 GATTTTTGAACCCCCAGACTC TAGCTGCATCCAGCACCAGT
CAMO1-F1 (CA)1s AAAGGCCAAGACCAGTATG CTCTCATCCACCCTGTTAGC
CAMO02-F2 (CA)16 GAATTAAAGATAGCAGATGCAGG AGCTGATGAAATGAGAATGCAG
CAMO05-R1 (CA)17 TTACACAGACTGCAAACCGC CTCTTGCTCTAGTAATGAGATCCTG
CAMO6 (AT)s GTGATGGTCCAGGTCTTGC CAAGAGGAACAGATGAGGGTC
CAM13 (TA)12 TCCAAATACAGCAGCAGGCAG TTCATTACCAAACAGCATCCAG
CAM17 (TG)12 CGGGTTGTAATCAAGAAGATGC CTGCGGAGCAATTAACGC
CAM18 (TA)11 TTAAGAAGTTTACACCCAGCG GCTAAATAACAGAGCCAGGAAG
CAM19-F1 (GT)o TCTTGGAGGCAGATAAGAAGTG GAGCAAGCAAAGATCACAAGC
CAM20-F (AT)11 TAACAGGCAGGAATGCAGG TCAGCCAGTGTTGGAGGTC
CAM23-R1 (TG)1s CTCCACTTAGCTTGTAAATGCAC CCAAGAAGTGCCCTAGATGTC
CAM24 (CA)13 CCCACTTCAGTCTTCAGAGC TGGAGTATTTGGGATTGGAG
Tabla 1.
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Especie Loc.|Na+ s.d. Ho + s.d. He + s.d.

GV |12.73+2.25 |0.466 +0.18 |0.948 +£0.020
H. mexicanus PSG|20.66 £3.15 [0.425+0.110 |0.963 + 0.013

LC [47.26+9.8 [0.459+0.115 |0.971 +0.009

GV |7.70+£3.59 |0.633+0.229 |0.775+0.131
M. fusca PSG|6.18 +2.44 [0.643+0.246 |0.706 + 0.232

LC [6.27+2.76 [0.681+0.223 |0.722 +0.206

GV |3.87+1.88 |0.642+0.296 |0.623 £0.225
C. brunneicapillus |PSG|2.33+£0.707 |0.666 + 0.353 |0.666 + 0.166

LC [3.12+0.99 [0.550+0.256 |0.566 + 0.198
Tabla 2.
Especie RST |P FIS P
H. mexicanus 0.057 |0.008 |0.497 |<0.01
M. fusca 0.017 |0.570 |0.042 |0.208
C. brunneicapillus |0.054 |0.462 |-0.042 |0.741
Tabla 3.

H. mexicanus M. fusca C. brunneicapillus
GV PSG LC FIS GV PSG LC FIS | GV PSG LC FIS
GV * 0.018 0.010|0.339***| * (0.486 0.081|0.098 | * 0.045 0.162|-0.069
PSG|(0.089 * 0.015]0.549*** 0 604 * 0.036(-0.214|0.045 * 0.234| 0.091
LC {0.089 0.051 * |0.509*** 0.026 0.024 * |0.102*|0.162 0.234 * |-0.026
Tabla 4.
K

Especie Structure Geneland
H. mexicanus 2 1
M. fusca 2 1
C. brunneicapillus |1 -

Tabla 5.
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Figura 2.
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Material suplementario

Genoaotipificacion por medio de electroforesis en gel.

Ejemplo de imagenes que se obtuvieron de electroforesis en gel de agarosa
Metaphor. Cada carril corresponde a la amplificacion de un marcador Hofi a partir
de ADN de individuos diferentes de Haemorhous mexicanus. Todos lo geles se
corrieron con un marcador de tamafo molecular 100 pb (primer carril, extremo
izquierdo). Las muestras con una banda corresponden a los individuos
homocigotos para ese microsatétilte, mientras que las que presentan dos bandas,
son los heterocigotos para ese marcador.
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Genaotipificacion por medio de electroforesis en capilar.

Ejemplo de imagenes que se obtuvieron de electroforesis en capilar en un
secuenciador Genetic Analyzer 3500 para la genotipificacion de los individuos de

Melozone fusca y Campylorrhynchus brunneicapillus con microsatélites CAM.

zzzzz

Muestra la sefial de un marcador CAM amplificado a partir de dos individuos diferentes.
La sefial de arriba corresponde a un homocigoto y la de abajo a un heterocigoto donde

se presentan dos picos en color azul. Los picos en color naranja corresponden a la sefial
del marcador de tamafio (Size standard Liz 600).
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Muestra la sefial de dos marcadores CAM diferentes amplificados a partir de ADN de
un individuo. Cada color corresponde a un microsatélite (verde y azul). Los picos en
color naranja corresponden a la sefial del marcador de tamafio (Size standard Liz 600).

| | ﬁ
{r W
oAbk L

e

Muestra la sefial de tres marcadores CAM diferentes amplificados a partir de ADN de
un individuo. Cada color corresponde a un microsatélite (negro, verde y azul). Los picos
en color naranja corresponden a la sefial del marcador de tamafo (Size standard Liz
600).

40




CAPITULO 2

Prevalencia y diversidad de parasitos
haemosporidios en aves del Altiplano Potosino

Maria Teresa Reinoso-Pérez! maria.reinoso@ipicyt.edu.mx
Julio César Canales-Delgadillo? julio.canales@ipicyt.edu.mx
Leonardo Chapa Vargas?! Ichapa@ipicyt.edu.mx

Gerardo Rafael Arguello Astorga?® grarguel@ipicyt.edu.mx
Lina Riego Ruiz? lina@ipicyt.edu.mx

! Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica
Camino a la Presa San José #2055

Colonia Lomas 42. Seccion

C.P. 78216 San Luis Potosi, S.L.P. México.

Autor de correspondencia:

41


mailto:maria.reinoso@ipicyt.edu.mx
mailto:julio.canales@ipicyt.edu.mx
mailto:lchapa@ipicyt.edu.mx
mailto:grarguel@ipicyt.edu.mx
mailto:lina@ipicyt.edu.mx

Resumen

Debido al auge que los trabajos sobre ecologia, biologia evolutiva y biologia de la
conservacion han tenido en las ultimas cuatro décadas, el estudio de los
haemosporidios aviares ha surgido como una herramienta para entender cémo
estos parasitos afectan a las poblaciones naturales y si su presencia esta
relacionada a la pérdida y la fragmentacion del habitat y el cambio climatico. Dado
que el Altiplano Potosino forma parte de la ruta migratoria de muchas aves de
Norteamérica es importante llevar a cabo estudios en esta zona que nos permitan
conocer la rigueza especifica de estos parasitos y las relaciones que tienen con
las aves nativas y residentes. Se determind la presencia de haemosporidios en
tres especies de aves residentes del Altiplano Potosino por medio de microscopia
Optica y amplificacion molecular de un fragmento del gen de citocromo b de los
pardsitos. Se estimO la prevalencia de infecciobn en cada especie aviar y se
investigaron las posibles relaciones que ésta tiene con el deterioro al habitat por el
pastoreo y extraccion de especies arblreas asi como con la distancia a cuerpos
de agua. Se detectd una alta carga parasitaria en dos de las tres especies bajo
estudio. Se identificaron cuatro linajes de haemosporidios presentes en la zona
con prevalencia en general cercana al 50%. En los sitios con degradacion baja y
moderada la carga parasitaria fue mayor que en aquellos con alta calidad de
habitat. No se encontr6 una relacién entre distancia a cuerpos de agua y carga
parasitaria. Dos de las secuencias obtenidas del fragmento del citocromo b de los
pardsitos representan un linaje que no ha sido reportado hasta ahora.

Palabras clave: aves, haemosporidios, zonas aridas, modificacién del habitat.
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Abstract

Due to the growing interest in ecology, evolutionary and conservation biology in the
last four decades, studies on avian haemosporidians have become a tool to
understand how these parasites affect wild bird populations and if their presence is
related to habitat loss, habitat fragmentation and climate change. Considering that
the Highland Plateau of San Luis Potosi (Altiplano Potosino) is part of the North
American birds’ migratory route, it is important to carry out studies in this area in
order to know the haemosporidian’s species richness and their relationships with
native and resident birds. The current study investigated the presence of avian
haemosporidians in three resident birds through microscopy and PCR amplification
of a fragment of haemosporidian’s cytchrome b. The infection prevalence was
estimated on each species; the possible relationship between prevalence and
habitat modifications due to grazing or water bodies was assessed. High levels of
parasitemia were recorded in two of the three bird species included in this study.
Four lineages of haemosporidians were identified in the study area with prevalence
near to 50%. Areas with low and moderate habitat quality showed higher
parasitemia levels than areas with high habitat quality, a relationship between
intensity of parasitemia and distance from water bodies was not found. There was
no significant difference in prevalence and intensity of parasitemia between the two
bird species infected with the parasites. Two of the sequences obtained from
parasite’s cytochrome b represent a lineage that is reported for the first time.

Key words: haemosporidian, birds, arid zones, habitat modifications.

Introduccién
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Los parasitos del orden Haemosporida afectan a vertebrados terrestres: anfibios,
reptiles, aves y mamiferos. Son trasmitidos por insectos hematofagos del orden
Diptera. Los haemosporidios aviares tienen una distribucion casi cosmopolita, a
excepcion de la Antartica, y se han descrito alrededor de 200 especies clasificadas
en cuatro géneros Plasmodium, Haemoproteus, Leucocytozoon y Fallisia los
cuales son transmitidos por 17 géneros de dipteros hematéfagos [1,2]. Estos
parasitos han sido objeto de gran interés y fueron considerados como modelos en
estudios enfocados en temas de salud publica debido a su estrecha relacidon
filogenética con los parasitos causales de malaria en humanos. Los estudios
acerca de la biologia de estos organismos se intensificaron después de que
MacCallum observdO haemosporidios en estadios sexuales en muestras
provenientes de aves infectadas y después de que el ciclo de transmision fuera
completamente descrito por Ross en 1897 [2,3]. Sin embargo, el desarrollo de
técnicas para el estudio directo de estos parasitos en los humanos disminuyé el
interés sobre los parasitos aviares como tema de salud publica [1].

Tradicionalmente el diagnéstico de infeccion por haemosporidios se realizaba
observando frotis sanguineos al microscopio. En la actualidad, se han desarrollado
métodos en basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
permiten un diagndstico mas rapido a través de la amplificacién de una region del
gen que codifica el citocromo b de los parasitos [4,5]. Estos métodos, ademas de
detectar la presencia de los parasitos, permiten la identificacion molecular de los y
la determinacion de las relaciones filogenéticas entre ellos. Sin embargo, es
recomendable que se trate de integrar la informacion generada por técnicas

moleculares con la que se obtiene a través de microscopia. Esto permite detectar
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co-infecciones que pueden estar enmascaradas por amplificacion preferencial en
las técnicas moleculares [2,6] ademas de que la identificacion de las especies de
estos parasitos es hasta el momento, a través de la observacion de sus caracteres
morfologicos debido a que su taxonomia es en base a estos caracteres.

Debido al auge que los trabajos sobre ecologia, biologia evolutiva y biologia de la
conservacion han tenido en las ultimas cuatro décadas, el estudio de los
haemosporidios aviares ha surgido como una herramienta para entender la forma
en que la pérdida y la fragmentacion del habitat y el cambio climatico afectan a las
poblaciones naturales de aves [7]. Los parasitos producen cambios fisioldgicos en
los hospederos y reducen su vigor, disminuyendo de ese modo el éxito
reproductivo o incrementando el costo energético en la crianza, lo que representa
una fuerza selectiva importante sobre las poblaciones [8]. Es por esto que los
haemosporidios se han convertido en un modelo de estudio de las relaciones
parasito-hospedero en ecologia, conservacion y manejo de vertebrados [2,7].

Se ha demostrado que la prevalencia de infeccién y la rigueza especifica de
pardsitos en una comunidad resulta de las interacciones entre factores biéticos y
abidticos [9-11]. Ademas se han hecho comparaciones entre diferentes tipos de
habitat, asi como entre ecosistemas con y sin alteraciones inducidas por los
humanos, y se ha encontrado que el tipo de habitat y sus condiciones influyen
sobre la distribucién y el comportamiento de los vectores de estos parasitos
[9,12,13] y por lo tanto, en el modos y dinamica de dispersion de los
haemosporidios.

Aunque la mayor parte de los trabajos sobre haemosporidios se han hecho en

zonas tropicales, existen algunos estudios sobre la diversidad de estos
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organismos en zonas templadas [14,15] y aridas [10,16]. Deviche et al. [16]
compararon los niveles de prevalencia de haemosporidios entre diferentes
especies de aves en Arizona. A diferencia de otros estudios en passerinas
tropicales, no se detectaron infecciones causadas por Plasmodium o
Leucocytozoon pero si por Haemoproteus. Los autores atribuyeron estos
resultados a la posible resistencia a estos parasitos, a la presencia de barreras
ecolégicas o a la ausencia de los vectores de Plasmodium y Leucocytozoon, lo
gue esta directamente relacionado con condiciones ambientales; por ejemplo, la
disponibilidad de agua, que puede dificultar o impedir el establecimiento de
poblaciones de los vectores. Adicionalmente, los autores encontraron una relaciéon
entre la prevalencia de haemosporidios y la altura a la que las especies ponen sus
nidos, lo que indica que el comportamiento reproductivo de las especies y la
estructura de la vegetacion pueden ser factores determinantes en las tasas de
infeccion. Por otro lado, Belo et al. [10], encontraron una alta prevalencia y una
alta diversidad especifica de haemosporidios (siete linajes del género Plasmodium
y 10 del género Haemoproteus) en zonas aridas de Venezuela con diferentes
condiciones de humedad y temperatura, seflalando que estos factores son
determinantes en la distribucién y abundancia de la mayoria de los vectores en
esa zona.

Los mecanismos de dispersion de los haemosporidios estan bien establecidos y
se sabe que la transmision de estos parasitos es mucho mas alta en sitios que
pertenecen a rutas migratorias de aves [1]. Dado que el Altiplano Potosino forma
parte de la ruta migratoria de muchas aves de Norteameérica, es importante llevar a

cabo estudios en esta zona que nos permitan conocer la riqueza especifica de
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parasitos haemosporidios y las relaciones gque estos tienen con las aves nativas y
residentes. Ademas existe evidencia de que las modificaciones al habitat y el
aumento en la temperatura global estan facilitando la expansion del rango de
distribucion de los parésitos, debido a la creacién de nichos ecolégicos que
facilitan el establecimiento de nuevas poblaciones de los vectores [9]. En el
Altiplano Potosino, por ejemplo, la construccién de bordos para la captacion y
almacenamiento de agua pluvial es una practica recurrente. De acuerdo a lo
anterior, se establecieron y evaluaron las hipotesis de que en el Altiplano Potosino
existen parasitos haemosporidios de diferentes géneros y que la presencia de
bordos para el almacenamiento de agua podria jugar un papel positivo en la
presencia y niveles de prevalencia de los parasitos. Ademas se determind si
existen niveles diferenciales de infeccién y de carga parasitaria en aves residentes
de la zona. En este documento se presentan los resultados de la estimacion de
prevalencia de haemosporidios en tres especies de aves residentes del Altiplano
Potosino, la determinacion de la riqueza especifica de parasitos en la zona y la
relacion que estos factores tienen con las practicas de modificaciones al habitat en
el area de estudio. Los resultados de este estudio representan los primeros
registros de este tipo de parasitos en poblaciones aviares del Altiplano Mexicano,
y por lo tanto pueden servir como base para futuros estudios parasitoldgicos en

aves de la region.
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Métodos

Area de estudio

La zona de estudio se encuentra localizada entre los municipios de Charcas y
Catorce, San Luis Potosi. Incluye tres localidades (UTM: E271793.37
N2610708.64, E278059.47 N2599525.12, E276057.75 N2582923.98 Zona 14N)
pertenecientes a un area conocida como la zona ixtlera (Figura 1). La vegetacién
del area se caracteriza por la presencia de matorral microfilo-rosetofilo subinerme
dominado por Yucca spp. en el estrato arbéreo y Larrea tridentata y Flourensia
cernua en el arbustivo [17] ademas de una gran diversidad de especies dentro de
la familia Cactaceae. El area estd conformada por zonas de lomerio suave y
montafias de poca altura que permiten el escurrimiento de agua pluvial hacia las
zonas bajas; con una altitud que va desde los 2000 a 2300 m, la precipitacion
promedio anual es de alrededor de 350 mm y con una temperatura promedio
anual que oscila de 10°C a 20°C [18,19]. En cada una de las localidades se
establecieron tres sitios de muestreo con diferente grado de perturbacion
siguiendo las categorias de calidad de habitat establecidas por Garza-Hurtado [20]
en las que los sitios se diferencian principalmente por la variacion que presentan
en parametros como cobertura, diversidad, rigueza y estructura vegetal, y
densidad de Yucca spp. Los sitios con mala calidad de habitat corresponden a
pueblos pequefios donde la vegetacion natural ha sido completamente removida;
los sitios con calidad moderada de hébitat son areas dominadas por arbustos de la
especie L. tridentata, e incluye pequefios parches agricolas localizados a una

distancia aproximada de dos kilbmetros de los pueblos que son cominmente
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utilizados para el pastoreo de cabras. Los sitios con buena calidad de habitat son
areas de izotal, dominadas por Yucca spp. donde la densidad promedio es de 35
yucas por Ha vy los disturbios debido a la presencia del ganado bovino y caprino

son menores [20].

Colecta de muestras

Utilizando 20 redes ornitoldgicas (2.5x12m) distribuidas al azar dentro de cada uno
de los sitios de muestreo, se colectaron individuos de tres especies de aves
(Haemorhous mexicanus, Melozone fusca y Campylorrhynchus brunneicapillus).
Las redes permanecieron abiertas por 12 horas (desde el amanecer hasta la
puesta del sol) durante tres dias en cada sitio. Las aves se capturaron en tres
periodos, el primero en la época no reproductiva (agosto-noviembre) del 2012, el
segundo Y el tercero en las épocas reproductiva (marzo-mayo) y no reproductiva
(septiembre-noviembre) del 2013. De cada individuo capturado se tomd una
muestra de sangre de aproximadamente 200 pl por medio de puncién de la vena
yugular [21]. Estas muestras fueron colocadas en tubos eppendorf preparados con
1 ml de buffer de preservacion Longmire (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM EDTA,
10 mM NacCl, 0.5% SDS) que permite el almacenaje de muestras de sangre a
temperatura ambiente sin que la integridad del ADN se vea comprometida [22].
Adicionalmente se tomaron medidas biométricas de todos los individuos

capturados de acuerdo con Ralph et al. [23].
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Microscopiay frotis sanguineos

Se utilizé una gota de sangre de cada muestra para preparar frotis sanguineos.
Los frotis fueron secados al aire y fijados con metanol en el sitio de colecta. En el
laboratorio, se tifieron por inmersién en una solucibn compuesta por 10 ml de
tincion de Giemsa diluidos en 100 ml de buffer de fosfatos pH 7.2; después de 60
minutos, los frotis se retiraron de la solucion y se lavaron con agua corriente para
eliminar el exceso de tincion [1]. Las laminillas fueron examinadas con un
microscopio Optico Motic BA400 con el objetivo de 100x. La densidad parasitaria
fue cuantificada después de la observacién de 100 campos al azar en cada frotis
(aproximadamente 150 eritrocitos / campo = 15 000 eritrocitos totales) en los
cuales se registrdo el numero de células infectadas identificandolas segun las
caracteristicas descritas por Valkilinas [1] especificamente examinando el estado
de desarrollo de micro y macrogametocitos y la presencia de granulos de

pigmento.

Extraccion de ADN

De cada una de las muestras colectadas se extrajo ADN gendmico utilizando el kit
de extraccion DNeasy blood & tissue (Qiagen, Venlo Netherlands) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Para comprobar la integridad del ADN, se corrié una
electroforesis en gel de agarosa al 1% de cada extraccion y se cuantifico la
concentracion y pureza de cada muestra con un espectrofotometro NanoDrop

2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.).
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Diagnostico Molecular por medio de PCR

La determinacion de presencia/ausencia de haemosporidios se llevé a cabo a
través de la amplificacion de fragmentos de aproximadamente 480 pb del
citocromo-b de los parasitos utilizando los oligonucleétidos HaemF (5°-
ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3") y HaemR2 (5°-
GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3") [4]. Se llevaron a cabo reacciones PCR
en un volumen de 25 pl; cada reaccion contenia 20-50 ng de DNA total, 1x PCR
buffer 1l (100mM Tris-HCL, pH8.3, 500 mM KCI), 1.5 mM MgClz, 0.125 mM de
cada dNTP, 0.6 uM de cada oligonucleétido y 0.6 U de AmpliTag (Applied
Biosystems, Foster City, California). Siguiendo el protocolo desarrollado por
Bensch et al. [4], las reacciones fueron hechas de la siguiente forma:
desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 mins, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
por 30 seg, renaturalizacion a 50°C por 30 seg y extension a 72°C por 45 seg, y un
paso de extension final de 72°C por 10 mins. Todas las reacciones se llevaron a
cabo en un termociclador 2720 (ABI, Foster, California) o en uno MJMini (BioRad,
Hercules, California). Los productos de PCR se examinaron por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% y los productos de PCR con el tamafio
esperado fueron purificados para secuenciacion. La prevalencia de parasitos
haemosporidios se estim¢ utilizando el paquete de R “Prevalence” [24] que utiliza
parametros como la sensibilidad (probabilidad de que un individuo
verdaderamente infectado dé resultado positivo) y especificidad (probabilidad de
que un individuo verdaderamente no infectado dé resultado negativo) de la prueba
de diagndstico, lo que permite corregir el sesgo producido por posibles falsos

positivos y falsos negativos [25], obteniendo una mejor estimacion de los niveles
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reales de prevalencia de la infeccion a través de inferencia bayesiana utilizando la
siguiente ecuacion:

m=P(D=1)=(TP +FN)/ (TP + FP + FN + TN)

donde: T es la prevalencia verdadera, D es el estatus de infeccion, TP es
verdadero positivo, FN es falso negativo, FP es falso positivo, TN es verdadero

negativo.

Anélisis de secuencias

La secuenciacion se llevd a cabo en un secuenciador Genetic Analyzer 3130
(Applied Biosystems, Foster City, California) en el Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA-IPICYT). Las secuencias
obtenidas se compararon con secuencias depositadas en bases de datos publicas
como NCBI y MalAvi [7] a fin de identificar las especies o géneros de los
organismos causantes de la infeccion en las muestras. Siguiendo los criterios de
trabajos anteriores [15], los linajes se diferenciaron cuando entre las secuencias
se encontraron 2 o mas nucleétidos de diferencia. Las relaciones filogenéticas
entre las secuencias obtenidas y secuencias previamente conocidas se
determinaron a través de un analisis por Neighbor Joining (NJ). Las distancias
evolutivas entre secuencias se calcularon utilizando el modelo de tres pardmetros
de Tamura, especificando una tasa de variacion entre sitios con distribucion
y=0.263. Para construir el cladograma se utilizaron 1000 réplicas en una prueba
de bootstrap para calcular el porcentaje de asociacion entre los taxa. Todos estos

analisis se llevaron a cabo en MEGA version 6 [26].
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Analisis hidrolégico

A través del andlisis de una imagen satelital de la zona, se ubicaron y geo-
referenciaron cada uno de los cuerpos de agua presentes en el area de estudio
tanto permanentes como temporales. Utilizando el software QGIS 2.0.1 Dufour
[27] se digitalizaron para calcular la superficie total cubierta por agua. Para evaluar
el area de influencia de los vectores en el area, se sobrepusieron areas circulares
concéntricas a cada uno de los cuerpos de agua detectados con radios de uno,
dos y tres Km de acuerdo al ambito hogarefio reportado para los vectores [28].
Para conocer el nimero de cuerpos de agua en cada una de las localidades de
muestreo, se sobrepuso un area circular con un radio de seis km a partir de las
zonas pobladas el cual incluyé cada uno de los tres sitios de muestreo ubicados

en cada localidad.

Anélisis estadistico

Para determinar si existe diferencia estadistica en la prevalencia estimada entre
las especies de aves se utilizd una prueba de Chi cuadrada. La intensidad de
parasitemia se examiné a través de una prueba de t para muestras independientes
para conocer si este parametro difiere entre los taxa.

Se determind si hay una diferencia estadistica en la carga parasitaria entre los
individuos de cada especie en los tres diferentes sitos de colecta por medio de un
analisis de varianza (ANOVA) de un factor. Para determinar si existe alguna
relacion entre la intensidad de infeccion y las condiciones ambientales y/o la
condicion corporal de las aves se utlizaron modelos lineales generalizados

(MLG’s) con distribucion binomial negativa. Las variables ambientales incluyeron
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las categorias de calidad de habitat para la zona de acuerdo a Garza-Hurtado [20],
ademas de la distancia de los sitios de captura al cuerpo de agua mas cercano.
Las distancias se determinaron a través de un analisis de proximidad llevado a
cabo en QGIS 2.0.1 Dufour [27]. La condicion corporal de los individuos se
determind a través de un indice escalado de masa de acuerdo a Peig y Green
[29], que se basa en la relacidon que existe entre el peso corporal y una medida
lineal de longitud (por ejemplo, la longitud del ala) de cada individuo. Los modelos

fueron corridos y analizados en R-3.0.2 [30].
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Resultados

Al final del periodo de muestreo se colectaron 106 muestras de H. mexicanus, 40

de M. fusca y 16 de C. brunneicapillus.

Pruebas de diagnéstico

El analisis de microscopia reveld la presencia de parésitos haemosporidios en dos
de las tres especies estudiadas (H. mexicanus y M. fusca), mientras que en C.
brunneicapillus soélo se observaron eritrocitos normales. Como es caracteristico del
ciclo de vida de los haemosporidios, se observaron los estadios asexuales de
estos parasitos (gametocitos) dentro de los eritrocitos de las aves infectadas
(Figura 2). La carga parasitaria fue alta [1] para las dos especies con casos
positivos (Tabla 1).

En general, los resultados del diagnostico molecular coincidieron con los
resultados de microscopia; sin embargo, el método de amplificacién por PCR dio
algunos falsos negativos debido a la baja carga parasitaria de esas muestras.
Adicionalmente, con la amplificacién y secuenciacion de los fragmentos de ADN
de los parésitos no se detectaron casos de co-infeccion, pero éstos fueron
evidentes durante el analisis de microscopia. La prevalencia estimada de infeccién
no varié entre las especies con casos positivos (x2 = 0.001, df = 1, P = 0.974).
Aunque la intensidad de parasitemia tampoco varid significativamente entre
especies, se detectd una tendencia en H. mexicanus a presentar una mayor carga
parasitaria (t = 1.915, df = 55.408, P = 0.0606, Figura 3). Los valores estimados de

estos parametros se muestran en la tabla 1.
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Analisis de secuencias

La secuenciacion de los amplicones reveld6 que en el area de estudio H.
mexicanus y M. fusca son infectados por al menos tres linajes diferentes del
género Haemoproteus, ademas de un linaje del género Plasmodium que sélo fue
detectado en una muestra de cada especie. A partir de dos muestras de M. fusca
se obtuvieron secuencias de haemosporidios, que por el nimero de diferencias en
las bases con respecto a las secuencias de referencia (ocho nucleétidos) y
siguiendo el criterio de delimitacion de linajes de Bensch et al. [4,15], representan
un linaje no reportado hasta ahora y se encuentran en un clado independiente en

base a la similitud entre secuencias (Figura 4).

Andlisis hidrolégico

El andlisis de la imagen satelital del area revelé que existe un total de 54 depdsitos
de agua con una superficie promedio de 1.2 + 1.5 Ha. La superficie cubierta por
agua cuando todos los depdsitos estan llenos es de alrededor de 0.55 km?. El
namero de cuerpos de agua registrados dentro de un radio de seis km para la
localidad de Guadalupe Victoria fue de 20 (18.77 Ha), para Presa de Santa
Gertrudis fue de cinco (8.36 Ha) y para La Cardoncita se registraron cuatro (8.55

Ha).

Efecto de las variables ambientales en la carga parasitaria
A pesar de que no se encontr6 diferencia estadistica en la carga parasitaria entre
sitios con diferente calidad de habitat en H. mexicanus (Fz2= 1.17, P = 0.31) y M.

fusca (F2 = 1.3, P = 0.30) (Figura 5), al analizar los efectos de variables
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ambientales y la condicion corporal de las aves, se encontr0 que conforme la
calidad de habitat es menor, la intensidad de parasitemia aumenta (GLM
Parasitemia ~ H gL F = -4.272; P = 0.04) y que a medida que la condicion
corporal de las aves disminuye, la carga parasitaria es mayor (GLM Parasitemia ~
SMI F = -0.174; p < 0.001) . De forma similar la interaccion entre la calidad del
habitat y la condicidén corporal de las aves mostré un efecto altamente significativo
(GLM Parasitemia ~H_g : SMI F =0.166, 0.146; P = 0.006, 0.04; para calidad de
habitat baja y moderada respectivamente). La desviacion residual de este modelo

no fue significativa a nivel de 0.05 (dr = 126.48, df = 138, P = 0.749).
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Discusiodn

Los resultados muestran niveles de prevalencia de parasitos haemosporidios en
dos especies de aves residentes del Altiplano Potosino, que son equiparables con
los detectados en estudios realizados en zonas tropicales asi como los que se
reportan por Belo et al. en zonas aridas de Venezuela [10]. En estudios llevados a
cabo en Arizona, Deviche et al. [16], hacen énfasis en la ausencia del género
Plasmodium en las muestras que analizaron lo que representa una diferencia
importante con los resultados del presente estudio. Los autores atribuyen la
ausencia de este parasito a la falta de condiciones, especificamente la
disponibilidad de agua para el establecimiento de poblaciones de los vectores
particulares de este género de parasitos haemosporidios. Aungue no hay estudios
especificos para el Altiplano Potosino sobre la diversidad o presencia de dipteros,
se tienen registros para México de las tres familias (Ceratopogonidae,
Hippobosidae y Culicidae) de vectores de parasitos del género Haemoproteus y
Plasmodium [31-33] y la deteccidn de estos parasitos en la zona hace evidente la
presencia de los vectores en la zona. Algunos autores han enfatizado el papel que
juega la interaccion de los factores bioticos y abioticos, asi como los cambios
ambientales naturales o inducidos, en la composicion especifica de la comunidad
de vectores y parasitos asi como en su distribucién [9-13]. Por ejemplo, el cambio
de uso de suelo; los asentamientos humanos, el desarrollo comercial, la
construccion de caminos, sistemas de control de agua (presas, canales,
reservorios, sistemas de irrigacion) y el clima, genera habitats adecuados para los

pardsitos y sus vectores, lo que se acompafia de un incremento global en la
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morbilidad y mortalidad de enfermedades causadas por organismos como los
hamosporidios [12]. Se ha demostrado que en los humanos, el riesgo de contraer
malaria incrementa a medida que la distancia de residencia de los habitantes de
un lugar a un cuerpo de agua es menor [34], mecanismo que podria estar
actuando de forma similar en otros vertebrados como son las aves, ya que los
reservorios de agua proveen las condiciones adecuadas para la reproduccion de
los vectores de parasitos.

En el Altiplano Potosino existen dos factores que pueden promover una diversidad
especifica mayor de estos parasitos; por un lado, es un area en la que prevalecen
los climas éaridos y esta considerado dentro de la region xerdéfila mexicana que
forma parte del Desierto Chihuahuense, el cual se caracteriza por escasas
precipitaciones (<350 mm anuales) lo que obliga a los habitantes a modificar el
habitat para satisfacer necesidades basicas. Estas modificaciones incluyen la
construccion de bordos para la captacion y almacenamiento de agua pluvial que
se utiliza principalmente para ganaderia y agricultura de temporal (obs. no
publicadas). De acuerdo a los registros publicados por el INEGI [18,19] en la zona
de estudio existen nueve cuerpos de agua permanentes pero no existe un registro
acerca del numero de bordos que almacenan agua de forma temporal ni de sus
dimensiones. Los datos que recabamos muestran que existe un total de 29
depdsitos de agua dentro de un radio de seis kildmetros teniendo como centro
cada una de las localidades. Por otro lado, el andlisis del area completa revel6 que
en total existen 54 depdsitos de agua, la mayoria de los cuales son efimeros pero
con la capacidad de retener el agua de uno a tres meses (obs. no publicadas),

tiempo suficiente para el desarrollo de dos a seis generaciones tanto de parasitos
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como de vectores [1,28]. La superficie total del estos cuerpos de agua es de 0.55
Km?, un valor que resulta muy alto en comparaciéon con la superficie de agua
reportada para todo el municipio de Charcas que es de 0.84 Km? [35] lo que
representa, al menos potencialmente, un nicho disponible para los parasitos y sus
vectores. Ademas se ha reportado que el incremento de la temperatura global en
el orden de 1°C aumenta la tasa de incidencia de infeccion por parasitos
haemosporidios en aves ya que se acelera la tasa de reproduccion de los vectores
y se prolonga la estacion reproductiva de los parasitos [36]. De acuerdo a la
Estrategia Nacional de Cambio Climéatico (NCCS por sus siglas en inglés) [37],
México ha sufrido un incremento de temperatura del orden de 0.5°C a 1°C en el
periodo de 1981 a 2012 lo que significa que en muchas zonas del pais podrian
estar presentandose las condiciones adecuadas para el establecimiento de
poblaciones de haemosporidios y sus vectores. Por otro lado, el Altiplano Potosino
es un area que recibe un numero importante de especies migratorias provenientes
de diferentes latitudes y longitudes geograficas, que involucran no solo otras
zonas aridas, sino también una amplia variedad de hébitats como humedales y
bosques en los que hay una alta incidencia de parasitos haemosporidios
[16,38,39]. Algunos autores han argumentado que el fendbmeno de la migracion ha
contribuido de forma importante a la distribucién y establecimiento de parésitos
haemosporidios en diferentes partes del mundo [1], y su ocurrencia en el Altiplano
Potosino, sumado al cambio climéatico y a las modificaciones al habitat, podrian
favorecer el establecimiento de poblaciones de vectores que dispersan la

enfermedad y que contribuyen a los niveles de prevalencia detectados en este
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estudio. Este es un tema que debe estudiarse a detalle en zonas del Altiplano
Mexicano que reciban frecuentemente poblaciones de aves migratorias.

A pesar de que no se detectd una diferencia estadistica en la carga parasitaria
entre los sitios con diferente calidad de habitat para ninguna de las dos especies
con casos positivos de infeccion (Figura 5), se encontré por medio de MLG’s, que
la calidad de habitat es un factor con un efecto importante sobre la carga
parasitaria de las aves infectadas. Aunque estadisticamente no fue posible
detectar este efecto debido a que los datos presentan una alta variacion por
tratarse de sistemas naturales, la diferencia biolégica que se presenta entre los
sitios con calidad de habitat moderada y baja con respecto a los sitios con calidad
de habitat alta es evidente. En los primeros las aves infectadas presentan en
promedio cargas parasitarias mayores a 25 células infectadas / 100 campos
mientras que en los Ultimos, la carga parasitaria promedio no pasa las 12 células
infectadas / 100 campos en ambas especies. Esta diferencia biolégica debido a la
calidad de habitat puede estar relacionada al hecho de que en los sitios con alta
calidad de habitat son los que presentan menos modificaciones, lo que indica que
al menos en estos sitios existe menor disponibilidad de nicho para los vectores
[9,12] y por lo tanto, las aves en los izotales presentan una menor probabilidad de
interactuar con los vectores y el riesgo de infeccibn se reduce, mecanismo
analogo a lo reportado para otros vertebrados [9,12,34]. Es necesario evaluar
sitios dentro del Altiplano Mexicano en los que no existan cuerpos de agua 0 en
los que su abundancia sea menor.

La diversidad especifica de parasitos encontrada en este estudio es similar a la

reportada en otras zonas aridas [10,16]. La presencia de las diferentes especies
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depende de las necesidades ambientales de cada una de ellas; por ejemplo, el
género Leucocytozoon requiere la existencia de corrientes de agua bien
oxigenadas para el desarrollo exitoso de la fase larval de su vector [40], razén por
la que este género no esta presente en zonas aridas. De acuerdo al diagnostico
molecular, en el sitio de estudio de este trabajo estan presentes los géneros
Plasmodium y Haemoproteus. A pesar de que la técnica molecular es muy
sensible a la presencia de ADN de los parasitos y de que se pudieron identificar
cuatro linajes diferentes, fue necesario complementar estos datos con microscopia
tradicional a fin de corroborar estos resultados por medio de caracteres
morfologicos y para descartar el hecho de pasar por alto infecciones multiples y
casos de falsos negativos. La identificacion taxondmica precisa de las especies
requiere un examen morfolégico minucioso que provee informacion imposible de
obtener a través del método molecular [2,6].

El andlisis de similitud mostré6 que dos de las secuencias obtenidas presentaron
una diferencia de ocho nucleétidos con respecto a la secuencia de linaje mas
similar (Parahaemoproteus ICTLEUOQ1), y diferencias mayores con respecto a los
linajes de Plasmodium y Haemoproteus. Esto sugiere la presencia de un linaje que
no ha sido reportado hasta ahora de acuerdo al criterio de delimitacién de linajes
de Bensch et al. [4,15], lo que contribuye al conocimiento de la diversidad
intraespecifica de estos parasitos.

La ausencia de casos positivos de infeccion para C. brunneicapillus podria estar
relacionado a sus patrones de comportamiento y uso del habitat como ha sido
observado en otras especies [16]. Por un lado, es una especie menos antropica

que otras especies presentes en la zona, que aunque tolera cierto grado de
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perturbacion, tiende a establecerse lejos de asentamientos humanos y es menos
dependiente de sitios con agua disponible que especies como H. mexicanus [38].
Se ha comprobado que los habitos de comportamiento de algunas especies de
aves de zonas templadas son importantes en la proteccion de las crias contra
insectos hematofagos. Por ejemplo, Parus caeruleus utiliza diferentes especies de
plantas arométicas como repelente contra mosquitos del género Culex para
proteger el nido [41]. EI comportamiento de C. brunneicapillus incluye estrategias
de uso de habitat para evitar el estrés térmico, especificamente la busqueda de
microhdabitats con temperaturas inferiores respecto a la temperatura ambiente del
sitio y el decremento de su actividad conforme la temperatura ambiente alcanza
niveles criticos de estrés. Por otro lado, sus adaptaciones fisioldgicas le permiten
obtener agua del alimento que ingiere para mantener el balance hidrico aun en
condiciones de temperaturas extremas [42]. Esto podria representar factores
importantes en la posible resistencia de esta especie a la infeccion por
haemosporidios, aunque esta hipétesis debe ser probada experimentalmente
incluyendo estudios fisiolégicos en esta especie que podrian estar involucrados si
es que se determina esa resistencia a fin de comprender tal adaptacion de esta

especie de ave contra este tipo de parasitos.
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Conclusion

Este estudio es el primero en reportar presencia de parasitos haemosporidios
aviares en la region del Altiplano Potosino. Existen las condiciones para la
presencia de parasitos haemosporidios en la zona, y estdn dadas por las
modificaciones al habitat que proveen el nicho idéneo para el establecimiento de
poblaciones de vectores y el aumento en la temperatura registrado en México en
el periodo de 1981-2012 que pudiera estar acelerando las tasa de reproduccién
tanto de los parasitos como de los vectores. Es necesario llevar a cabo estudios
sobre la abundancia y la densidad de vectores en la zona para establecer si los
niveles de prevalencia encontrados pueden ser debidos a las practicas
agropecuarias, especificamente a la construccién de depédsitos de agua, ademas
de realizar pruebas de diagndstico en especies de aves migratorias para conocer
si estas especies contribuyen a incrementar los niveles de transmisién de
parasitos haemosporidios en la zona.

En el Altiplano Potosino, la diversidad observada de parasitos haemosporidios
incluye cuatro linajes pertenecientes a dos géneros, ademas de dos secuencias
que representan un linaje de haemosporidios no reportado hasta ahora, lo que
contribuye al conocimiento de la diversidad y biogeografia de estos parasitos. Al
parecer, la presencia/ausencia de parasitos haemosporidios esta relacionada a los
patrones de comportamiento de las aves expuestas a los vectores de estos
organismos y es necesario hacer estudios especificos sobre el comportamiento de
las especies que presentan prevalencias bajas o nulas para conocer los

mecanismos que usan contra las infecciones.
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El conocimiento y monitoreo de patdégenos de vida silvestre es relevante para la
conservacion de especies de importancia ecoldgica, especialmente en una region
como el Altiplano Potosino que funciona como sitio de paso de invierno para
numerosas especies migratorias y que ademas alberga especies endémicas. La
generacion de este tipo de conocimiento es esencial para la prevencion de brotes

epidémicos que puedan afectar ademas especies de importancia econémica.
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Figuras y tablas
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Fig. 1. Mapa de la zona de estudio.

[Localidades de muestreo en la zona ixtlera de San Luis Potosi.]
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Fig. 2. Eritrocitos infectados por Haemoproteus y Plasmodium.

[Frotis sanguineos de A) M. fusca y C) H. mexicanus, con células infectadas por
Haemoproteus y Plasmodium respectivamente. Las flechas sefialan células
infectadas por parasitos hemosporidios en la etapa de gametocito. Aumento 100Xx].
Foto MTR-P
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Fig. 3. Carga parasitaria por especie.

[Se muestra la distribucién del nimero de parasitos/100 campos en cada especie.
Los puntos negros representan individuos que registraron mas de 100 células
infectadas por parasitos haemosporidios. t = 1.915, df = 55.408, P = 0.0606]
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Haemoproteus sp SISKIN1
32 Hofi$108

Parahaemoproteus sp ICTLEU01

38 CaloF00414

Plasmodium relictum
Plasmodium sp MOLATED1
77 HofiS116

Leucoz AYT62076

99 Leucoz DO 77252
Plasmodium sp HM000105
00 Plasmodium sp HM234988

Fig. 4. Diversidad especifica e intraespecifica de los parésitos
haemosporidios detectados en el Altiplano

[Se muestra el cladograma NJ de las secuencias obtenidas a partir de muestras
positivas para H. mexicanus (Hofi) y M.fusca (Cato). Las secuencias muestran
similitudes con el género Plasmodium y los subgéneros Haemoproteus y
Parahaemoproteus. CatoC00400 y CatoC00443 corresponden a secuencias que
sugieren el descubrimiento de un linaje no reportado hasta ahora. Los valores de

bootstrap se muestran sobre los nodos.]
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Fig. 5. Carga parasitaria en sitios con diferente calidad de habitat.

[Se muestra la carga parasitaria promedio en aves infectadas por haemosporidios
en las tres categorias de calidad de habitat: calidad alta (High_q), calidad media
(Moderate_q) y calidad baja (Low_g). Para ninguna de las dos especies se
encontraron diferencias significativas en la carga parasitaria entre categorias de
habitat. A H. mexicanus F2=1.173, P = 0.316. B M. fusca F2= 1.309, P = 0.303.

Las barras representan los intervalos de confianza al 95%]
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Tabla 1.Diagndéstico y estimacion de prevalencia de haemosporidios en tres
especies de aves. Se presentan los datos obtenidos a través de amplificacién por
PCR, el nimero de falsos negativos detectados, la estimacion de prevalencia y la
cuantificacion de los parasitos observados en 100 campos (100x) a través de

microscopia para cada especie. M: Microscopia.

Especie 0 PC';OSitiVOI\j Prev(a;/loe)ncia X paczélr?]i;(())sslloo
C.brunneicapillus | 16 0 0 NA 0
M. fusca 40 16 18 47.5 23
H. mexicanus 106 43 46 44.3 63
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Material suplementario

Diagnostico molecular de parasitos haemosporidios.

Ejemplo de los geles que se obtuvieron para el diagnostico molecular de parasitos
haemosporidios. Se muestran las amplificaciones de un fragmento del Citocromo b
de los parasitos a partir del ADN de 12 individuos diferentes. Las muestras que
presentan banda corresponden a los individuos parasitados, las muestras que no
presentan banda corresponden a los casos negativos de infeccion. Los carriles 2 y
3 corresponden a los controles positivos y el carril 16 es el control negativo. El
carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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