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por secuenciación de tercera generación a partir de vectores 4 
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Resumen: La babesiosis bovina es una enfermedad provocada por protozoarios intra-eritrocitarios del género Babesia 13 

que son transmitidos por garrapatas, está clasificada como un problema de economía y salud pública no atendido, ya 14 

que la infección de este parásito causa pérdidas en el sector pecuario, a nivel internacional. En el Ecuador se ha detectado 15 

B. bigemina y B. bovis, mas no existe información acerca de la variabilidad genotípica. En este territorio se han realizado 16 

únicamente 5 estudios que emplean técnicas moleculares a partir del ADN del vector para la detección de Babesia. Por 17 

ello, el objetivo de este trabajo fue determinar la variabilidad genotípica de Babesia spp. empleando una plataforma de 18 

tercera generación (STG). A partir de 66 pools de ADN de garrapata provenientes de Napo, Orellana y Sucumbíos, 48 19 

muestras se determinaron como positivas por PCR para Babesia bovina; para ello se amplificaron dos regiones para diag- 20 

nóstico de cada especie, SPE1-AVA1 para B. bigemina y RAP-1a para B. bovis. Estas muestras se normalizaron e identifi- 21 

caron por provincia con códigos de barra (BC) y se procedió a realizar la secuenciación por nanoporos de ONT por 48h, 22 

un algoritmo de basecalling de alta precisión y un Qscore = 9. El manejo de datos se procesó de manera in silico, se realizó 23 

un filtrado por tamaño, se alinearon las secuencias a los genomas de referencia de cada especie y dos bases de datos 24 

personalizadas (CDB y NDB) compuestas por secuencias de las regiones de interés obtenidas de Genbank, posterior- 25 

mente se realizó la contabilización de secuencias alineadas y se hizo un análisis filogenético para determinar la variabi- 26 

lidad de la región conservada RAP-1a de B. bovis. La secuenciación generó 6.19 M de lecturas teniendo mayor cantidad 27 

de bases que pasaron el filtro de calidad que las fallidas. La cantidad de secuencias alineadas a los genomas indicaron 28 

que existe mayor frecuencia de detección de B. bigemina y los alineamientos con las CDB mostraron que las regiones 29 

secuenciadas son altamente conservadas. Por otro lado, con los árboles filogenéticos preliminares se pudo determinar 30 

que existe una variabilidad genotípica entre las secuencias de B. bovis en las diferentes regiones. Esta variación debe 31 

estudiarse en profundidad para buscar asociaciones con factores fenotípicos, los cuales se deben analizar en nuevas in- 32 

vestigaciones. Para este fin se recomienda amplificar regiones más informativas que permitan establecer la causa de la 33 

diferenciación genotípica existente. 34 

Palabras clave: B.bovis; B. bigemina; RAP-1a; Spe1-Ava1; variabilidad genotípica; secuenciación por nanoporos. 35 

Abstract: Bovine babesiosis is a disease caused by intra-erythrocytic protozoa of the genus Babesia that are transmitted 36 

by ticks. It is classified as an overlooked issue in terms of economy and public health, as infection by this parasite causes 37 

losses in the livestock sector internationally. In Ecuador, B. bigemina and B. bovis have been detected, but there is no 38 

information about their genotypic variability. In this territory, only 5 studies have been conducted using molecular tech- 39 

niques based on tick DNA for Babesia detection. Therefore, the objective of this study was to determine the genotypic 40 
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variability of Babesia spp. using a third-generation platform (STG). Out of 66 DNA pools from ticks collected in Napo, 41 

Orellana, and Sucumbíos, 48 samples were determined to be positive for Babesia bovina by PCR. Two regions, SPE1- 42 

AVA1 for B. bigemina and RAP-1a for B. bovis, were amplified for species diagnosis. These samples were normalized and 43 

identified by province with barcodes (BC), and nanopore sequencing using ONT was performed for 48 hours, with high- 44 

precision basecalling algorithm and Qscore = 9. Data processing was performed in silico, including size filtering, align- 45 

ment of sequences to reference genomes of each species, and two custom databases (CDB and NDB) composed of se- 46 

quences from the obtained regions of interest from Genbank. Subsequently, the aligned sequence counts were tallied, 47 

and a phylogenetic analysis was conducted to determine the variability of the conserved RAP-1a region of B. bovis. Se- 48 

quencing generated 6.19 M reads, with a higher number of bases passing the quality filter compared to failed reads. The 49 

counts of aligned sequences to the genomes indicated higher frequency of B. bigemina detection, and alignments with 50 

CDB showed that the sequenced regions are highly conserved. On the other hand, preliminary phylogenetic trees re- 51 

vealed genotypic variability among B. bovis sequences from different regions. This variability should be further investi- 52 

gated to explore associations with phenotypic factors, which should be analyzed in future research. For this purpose, it 53 

is recommended to amplify more informative regions that can help establish the cause of the existing genotypic differ- 54 

entiation. 55 

Keywords: B.bovis; B. bigemina; RAP-1a; Spe1-Ava1; genotypic variability; nanopore sequencing. 56 

 57 

1. Introducción 58 

La babesiosis o piroplasmosis bovina en una enfermedad causada por parásitos del género Babesia 59 

transmitidos principalmente a través de la mordedura de garrapatas (Krause, 2019). Los organismos del 60 

género Babesia son protozoarios intraerocitarios, suelen tener una forma redonda u ovalada y miden entre 61 

1 – 5 µm (Krause, 2019). Las especies más comunes que afectan al ganado vacuno son B. bigemina, B. bovis 62 

y B. divergens (Gohil, et al., 2013). La epidemiología de estas tres especies sugiere que las dos primeras 63 

circulan en las zonas subtropicales mientras que la última se distribuye en Europa y África del Norte (Spi- 64 

ckler, 2018). Las garrapatas son ectoparásitos artrópodos que se alimentan de sangre de sus hospedadores 65 

y son considerados el segundo vector más importante transmisor de patógenos (Parola, Raoult, 2001). En 66 

zonas tropicales se ha reportado únicamente el género Rhipicephalus como vector portador de Babesia spp. 67 

(Alvarez, Rojas, Figueroa, 2019).  68 

La patogénesis de la piroplasmosis bovina inicia por la infección de los eritrocitos, seguida de la mul- 69 

tiplicación y liberación intermitente de merozoitos causando la lisis de glóbulos rojos (Krause, 2019). El 70 

cuadro clínico de vacunos asociado a infección de Babesia se caracteriza por presentar anemia hemolítica, 71 

fiebre sobre los 41°C, depresión, anorexia, deshidratación y en casos severos, síntomas respiratorios y neu- 72 

rológicos por secuestro de glóbulos rojos infectados en lechos capilares y hemoglobinuria, conduciendo a 73 

la muerte del animal (Alvarez, et al., 2019). 74 

La babesiosis bovina representa un problema económico y de salud pública, dada la morbilidad y 75 

mortalidad de ganado que genera pérdidas importantes (Splickler, 2018). En países sudamericanos las pér- 76 

didas económicas que se deben al mal control del vector Rhipicephalus microplus, han superado los $2 billo- 77 

nes de USD anuales (Aguayo, 2018). En Ecuador la ganadería es una de las actividades económicas pro- 78 

ductivas más importantes (Ministerio del Ambiente, Agua y Transición Ecológica, s.f.). El precio referencial 79 

de ganado bovino que produce leche o carne en Ecuador se encuentra en rangos promedio de $324 - $1136 80 

y $361 - $871 USD correspondientemente (Ministerio de Agricultura y Ganadería, 2022). La piroplasmosis 81 

en ganado incide directamente en este tipo de pérdidas ya que la enfermedad causa mortalidad, abortos, 82 

reducción en producción de leche y carne, además de un aumento en el costo de manutención de animales 83 

enfermos (Laha, et al., 2015). Actualmente en Ecuador no se conocen datos de pérdida económica por la 84 

enfermedad babesiosis bovina ya que son pocos los estudios de la misma para poder determinar su estatus 85 

(Vasco, 2013 citado de Aguayo, 2018). 86 

Las especies de Babesia bovina que han sido reportadas en Ecuador son B. bovis y B. bigemina (Chávez- 87 

Larrea, et al., 2021; Aguayo, 2018). En el presente trabajo se detectó inicialmente el parásito mediante PCR 88 

en la cual, para la identificación de la especie B. bovis, se amplifica la región del gen Rap-1a que es especie 89 
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específico, es una región altamente conservada, se ha empleado como blanco para vacunas y se ha obser- 90 

vado que las proteínas de este gen participan en la invasión de eritrocitos (Niu, et al., 2013; Lira-Amaya, et 91 

al., 2022), con ello se obtiene un producto de 290 pb; por otro lado para la identificación de la especie B. 92 

bigemina se amplifica un producto de 170 pb, esta región de interés está delimitada por las enzimas de 93 

restricción Spe-1 Ava-1, la secuencia obtenida es altamente conservada y no se la ha detectado en otras 94 

especies (Souza, 2015; Lira-Amaya et al., 2022).  95 

Para la detección de Babesia existen técnicas directas e indirectas dentro de las cuales las más comunes 96 

son las técnicas moleculares y serológicas como PCR, ELISA y frotis sanguíneo con tinción Giemsa; a pesar 97 

de que estas son efectivas, específicas y poseen una alta sensibilidad para diagnóstico clínico, detección de 98 

patógenos, monitoreo y manejo de enfermedades, la limitación que se presenta con estas técnicas es que no 99 

poseen la capacidad para detectar una gran variedad de genotipos de agentes infecciosos (Kiselev, et al., 100 

2020). La STG (secuenciación de tercera generación) es una tecnología emergente que tiene como finalidad 101 

analizar la información genética de forma masiva y paralela con tiempos y costos reducidos (Rubio, et al., 102 

2019), con ella es posible la lectura de fragmentos largos de ADN que han ayudado en la el alineamiento y 103 

construcción de regiones repetitivas en las secuencias (Kiselev, et al., 2020). Este tipo de secuenciación se 104 

ha empleado para la identificación y caracterización de nuevos organismos, detección de variantes en la 105 

información genética, para la prevención, diagnóstico, tratamiento, y seguimiento de enfermedades del 106 

exoma y del genoma (Rubio,et al., 2020; Wang, et al., 2021; Petersen, et al., 2019). Específicamente la secuen- 107 

ciación por nanoporos (ONT) fue desarrollada por Oxford Nanopore Technologies en el año 2014 y perte- 108 

nece a la tercera generación de esta tecnología (Wang, et al., 2021). Este tipo de secuenciación puede realizar 109 

lecturas de fragmentos cortos (<300pb) que permiten la detección de variaciones de un solo nucleótido o 110 

mutaciones en baja abundancia y la identificación de variantes, estimación y corrección de errores empíri- 111 

cos (Lefterova, et al., 2015; van Dijk, et al., 2018); también se pueden ejecutar lecturas de fragmentos largos 112 

las cuales tienen la ventaja de abarcar regiones genómicas repetitivas, facilitar el ensamblaje de la informa- 113 

ción genética e identificar variaciones estructurales largas para la determinación de especies, subespecies 114 

o mutaciones importantes (Oxford Nanopore Technologies, 2017). 115 

En Ecuador los estudios referentes a Babesia spp. han sido para detección y prevalencia con las técnicas 116 

mencionadas anteriormente, en 13 provincias diferentes (Aguayo, 2018; Chávez-Larrea et al., 2021) de los 117 

cuales 5 han empleado ADN de vectores (Herrera, 2017; Vasco, 2013; Maya-Delgado, 2020; Insuaste, 2020). 118 

Sin embargo, no se ha llevado a cabo ningún estudio que emplee STG para determinación de variabilidad 119 

genotípica por lo que en la presente investigación se desea determinar si existe una variabilidad y diferen- 120 

ciación genética entre Babesia spp. presentes en el territorio ecuatoriano. Con base en esto, el objetivo de 121 

este trabajo fue detectar y genotipificar Babesia spp. circulantes en la región norte amazónica ecuatoriana 122 

mediante STG empleando la plataforma de ONT para determinar si la variabilidad y diferenciación geno- 123 

típica existente se encuentra asociada al piso climático y localidades geográficas de la Amazonía ecuato- 124 

riana. 125 

2. Materiales and Métodos 126 

2.1. Área de Estudio 127 

Las muestras de ADN que se emplearon en esta investigación se obtuvieron de garrapatas Rhipicephalus 128 

microplus encontradas en ganado bovino en 3 provincias de la Amazonía ecuatoriana. De cada bovino de 129 

recolectaron de 1 a 5 artrópodos, se extrajo el ADN de las garrapatas según el procedimiento descrito por 130 

Insuaste (2020) y se hizo un total de 66 pools que corresponde a la cantidad de mamíferos del estudio. En la 131 

provincia de Napo, cantón El Chaco, parroquia Gonzalo Díaz de Pineda en las localidades El Vergel, Vía 132 

Moradillas, Rio Negro, La Nueva Esperanza, Pan de Azúcar, Moradillas, Las Balsas, Rio Blanco, Centro y 133 

S/N, se recolectaron garrapatas de 31 vacas. En Orellana, cantón Francisco de Orellana, parroquia García 134 

Moreno en las localidades de García Moreno, La Magdalena y S/N se tomaron garrapatas de 9 bovinos. En 135 

Sucumbíos, en el cantón Cuyabeno, en la parroquia Aguas Negras en las localidades de Aguas Negras, Dos 136 

de Diciembre, Comunidad IWIA, Rey de los Andes, Las Palmas, 26 de Junio, San Vicente y S/N se obtuvo 137 

vectores de 26 animales.  138 

2.2. Preparación de muestras de ADN de productos de Babesia spp. 139 

2.2.1. Detección molecular de Babesia spp. a partir de ADN de garrapatas de bovinos 140 

En el estudio previo (Insuaste, 2020) se realizó una PCR a las 66 pools de ADN de garrapata 141 

para amplificar regiones específicas de B. bigemina y B. bovis de 170 pb y 290 pb de las regiones 142 
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Spe1-Ava1 y Rap1a respectivamente (Figueroa, et al., 1993; Souza, et al., 2014; Niu, et al., 2013). 143 

De esta PCR se obtuvieron un total de 48 muestras positivas para una o ambas especies de Ba- 144 

besia, las cuales se emplearon en la presente investigación.   145 

2.3. Preparación de la librería 146 

2.3.1. Ligación de adaptadores 147 

A las 48 muestras positivas para Babesia spp. se les añadió adaptadores específicos (OXO) de 148 

Oxford Nanopore de 22 pb por PCR, siguiendo el protocolo SQK-LSK109. Las condiciones de 149 

la PCR para agregar los adaptadores fueron 3 minutos a 95°C, 30 segundos a 95°C, 45 segundos 150 

a 56°C, 40 segundos a 72°C por 25 ciclos y 10 minutos a 72°C. Para comprobar la existencia de 151 

ADN se corrieron las muestras en geles de agarosa al 2% por 1h. 152 

Se purificaron las muestras con adaptadores OXO con el Kit PureLink PCR Purification Kit 153 

de Invitrogen según las instrucciones del proveedor y se determinó la concentración de ADN 154 

por Qubit, se normalizó cada muestra de manera que se encuentren en concentraciones de 1 155 

ng/µl. Esto se realizó con el objetivo de poder realizar pools de muestras para poder añadir los 156 

códigos de barra. 157 

2.3.2. Adaptación de códigos de barra (BC01-BC09) para clasificación de 48 muestras positivas para Babesia 158 

spp. 159 

Se clasificaron las muestras según cada provincia (Tabla 1) de manera que la cantidad de 160 

fmoles por código de barra (BC) fuera entre 100fmol -200fmol según instrucciones de proveedor. 161 

Para añadir los BC se siguieron las instrucciones del proveedor utilizando el Kit PCR Barcoding 162 

1-12 (EXP-PBC001), lo cual permitió la clasificación de muestras por piso climático. Los resulta- 163 

dos obtenidos en el output del secuenciador (MinION Mk1C) se distribuyeron en carpetas per- 164 

tenecientes a cada BC. Las condiciones para la adición de los BC vía PCR fueron las siguientes: 165 

1 µl de cada BC, 24 µl de pool de muestra que tenga de 100fmol -200fmol del producto de PCR, 25 166 

µl de DreamTaq Green PCR Master Mix, teniendo un volumen total de 50 µl. Las condiciones 167 

de la PCR se ajustaron de la siguiente manera: 3 minutos a 95°C, 15 segundos a 95°C, 15 segun- 168 

dos a 62°C, 1:45 minutos a 72°C por 15 ciclos y 2 minutos a 72°C. 169 

2.3.3. Reparación de extremos, ligación de adaptadores y limpieza 170 

Posterior a PCR en la cual se añadieron lo BC se cuantificó la concentración de ADN de las 171 

muestras por el Qubit. Se realizó un pool único de las muestras con los 9 códigos de barra de 172 

manera que se tuviera 1µg de librería. La reparación de extremos se realizó con NEBNext Com- 173 

panion Module de New Englnd BioLabs y se procedió a la ligación de adaptadores compatibles 174 

con el equipo con el Kit de ligación de ONT SQK-LSK109.  175 

2.3.4. Carga de pool en celda de flujo y secuenciación por nanoporos con equipo ON MinION Mk1C  176 

Se cargó la celda de flujo según instrucciones de Kit SQK-LSK109, se configuró el tiempo de 177 

corrido por 48h, con las siguientes condiciones: -180 mV Bias Voltage, 1.5h entre MUX scans, 178 

HAC (High-Accuracy) Basecalling, enabled barcoding, disabled alignment, FAST5 y FASTQ 179 

formatos de output, Qscore de 9 para el filtrado de lecturas por calidad y no se filtró lecturas 180 

por tamaño.  181 

 182 

Tabla 1. Clasificación de muestras con códigos de barra por provincia 183 

 184 

Clasificación de lecturas por provincia con códigos de barra del kit EXP-PBC001 de ONT. Cada 185 
código de barras debe colocarse a un pool de muestras con 100-200fmol. Las 21 muestras de Napo 186 
se las clasificó en 3 BC, del 1-3. Había menor cantidad de muestras de la provincia Orellana por lo 187 
que solo se empleó el BC 4 y la provincia de Sucumbíos se detectó mayor cantidad de muestras con 188 
confección del protozoario por lo que se las clasificó en 4 BC que van del 5-8. Autoría propia. 189 
 190 

2.4. Manejo in silico de lecturas secuenciadas  191 

Se siguió el flujo de manejo de información in silico “NanoRTax” propuesto por Rodríguez-Pérez, 192 

et al. (2022) con ciertas modificaciones para el presente estudio. El pipeline implementado inició por 193 

Provincia Napo Orellana Sucumbíos 

No. de muestras 21 6 21 

Código de barras (BC) 1-3 4  5-8 
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la agrupación de todas las secuencias según provincia eliminando los BC de las lecturas y se aplicó 194 

el script Fastp para clasificarlas según calidad con un tamaño entre 150 pb y 330 pb.  195 

2.4.1. Obtención de genomas y bases de datos 196 

Para el alineamiento y comparación de las secuencias obtenidas se descargó el genoma de B. 197 

bovis en la base de datos PiroplasmaDB y el genoma de B. bigemina se lo obtuvo de NCBI, este 198 

último era un genoma de referencia no curado en el momento de la investigación está com- 199 

puesto por 5 cromosomas. Además de los genomas se realizó una base de datos propia de las 200 

regiones de interés de cada especie, RAP-1a para B. bovis y Spe1-Ava1 para B. bigemina; para 201 

estas bases de datos de ingresaron las secuencias de los primers empleados para la detección de 202 

Babesia spp. en Blastn delimitando el alineamiento para el organismo Babesia (taxid: 5864); se 203 

descargó las secuencias de cada región armando dos bases de datos propias (Custom Data Base: 204 

CDB) teniendo un total de 93 y 192 secuencias respectivamente.  205 

2.4.2. Alineamiento y contabilización de lecturas secuenciadas 206 

Las lecturas obtenidas se alinearon a las dos CDB y a cada genoma respectivo. Este proceso 207 

se lo realizó con el programa minimap2. Posteriormente con la herramienta bioinformática, 208 

Samtools, se realizó el conteo de alineamientos de las lecturas secuenciadas con los genomas y 209 

las bases de datos.  210 

El conteo de alineamientos con los genomas se realizó de dos maneras; un conteo general en 211 

el cual se obtuvo la cantidad de veces que se alineaban las lecturas en el genoma sin importar 212 

las diferentes regiones ni la rigurosidad de los alineamientos; y por otro lado un alineamiento 213 

de cada lectura una única vez en donde se presentaba mejor alineamiento con mayor rigurosi- 214 

dad predeterminado por el programa. En el caso del conteo de alineamientos de las lecturas con 215 

las CDB se realizó bajo la modalidad de alineamientos una única vez. 216 

 217 

2.5. Árboles filogenéticos 218 

Se armó una segunda base de datos (NDB) con mayor rigurosidad en tamaño de secuencias, por- 219 

centajes de identidad y cobertura. Para la nueva base de datos las secuencias seleccionadas tenían 220 

un rango de cobertura entre 75% y 100%, mientras que el porcentaje de identidad se encontraba 221 

entre 95% y 100%. Se escogió la región RAP-1a de B. bovis para el análisis filogenético dado que es 222 

la región más conservada y hubo mayor alineamiento con las bases de datos. La NDB de B. bovis se 223 

compone de 19 secuencias que se alinearon con las lecturas secuenciadas de este estudio con la 224 

herramienta minimap2, se realizó la contabilización de las secuencias alineadas una sola vez con la 225 

herramienta Samtools y se usó el programa Seqkit para extraer secuencias únicas con un tamaño 226 

determinado entre 280 y 300 pares de bases. 227 

Se construyeron cuatro árboles filogenéticos con dos metodologías diferentes (Tabla 2) que per- 228 

miten observar las relaciones de similitud entre las secuencias de la región RAP-1a de B. bovis en 229 

las tres provincias de estudio. Estos se realizaron a partir de 228 secuencias de B. bovis de las tres 230 

provincias alineadas con la NDB (Tabla 5). Para el primer árbol filogenético (Figura 3) se subieron 231 

las secuencias al programa en línea Clustal Omega con metodología NJ, para el segundo árbol (Fi- 232 

gura 4) se empleó la misma metodología, pero tiene un enraizamiento en el punto medio, en el caso 233 

del tercer árbol (Figura 5) se usó la metodología NJ pero con secuencias de B. bigemina como 234 

outgroup y por último para armar el árbol de la Figura 6 se empleó el método MP teniendo como 235 

outgroup secuencias de B. bigemina.  236 

  237 

Tabla 2. Condiciones para árboles filogenéticos. 238 

Figura Método Secuencias Outgroup 

Figura 3 NJ B. bovis No 

Figura 4 NJ B. bovis No 

Figura 5 NJ B. bovis Si - B. bigemina 

Figura 6 MP B. bovis Si - B. bigemina 
*Autoría propia 239 
 240 

 241 
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  242 
Figura 1. Pipeline in situ e in silico de estudio. Autoría propia. La metodología de este estudio se realizó de 243 

manera in situ para la obtención de datos, y el manejo de los mismos fue in silico. En la experimentación en 244 

laboratorio se detectó B. bigemina y B. bovis mediante una PCR en la cual se amplificaron dos regiones altamente 245 

conservadas. Posterior a la detección se realizó pools de muestras por cada provincia y se purificaron los mismos. 246 

Para añadir los BC se realizó una nueva PCR en la cual se empleó el kit de ONT EXP-PBC001. Para la secuen- 247 

ciación se siguió el protocolo del kit SQK-LSK109 y se establecieron las condiciones experimentales. Para el 248 

manejo de datos in silico se emplearon las herramientas bioinformáticas FASTp para depurar las lecturas por 249 

tamaño, se alineó las mismas con el programa Minimap2 contra genomas de referencia, y dos bases de datos 250 

propias (CDB y NDB) con secuencias de las regiones de interés. Se usó Samtools para la cuantificación de lec- 251 

turas alineadas y a partir del alineamiento con NDB, se extrajo las lecturas de interés con tamaños específicos 252 

con las cuales se armó un árbol filogenético con el programa MEGA. 253 

3. Resultados  254 

3.1. Output de secuenciación 255 

Durante las 48 horas de secuenciación se generaron 6.19 M de lecturas y un estimado de 2.37 Gb 256 

de pares de bases. La cantidad de bases que pasaron los filtros de calidad pesaron 1.05 Gb, lo que 257 

supera a las fallidas que fueron 833.59 Mb. A las veintiún horas de secuenciación ya se obtuvieron la 258 

mayor cantidad de lecturas y a partir de este tiempo ya no se mostraba una generación exponencial 259 

de lecturas. Los tamaños de las secuencias leídas obtenidas tenían un tamaño cercano a los productos 260 

esperados para ambas especies. 261 

3.2. Alineamiento de lecturas obtenidas con genoma de B. bovis y B. bigemina 262 

La contabilización de las lecturas alineadas muestra una mayor abundancia de B. bigemina lo cual 263 

coincide con los resultados obtenidos en detección por PCR. En la detección del protozoario por PCR, 264 

de 66 muestras, el 81,82% pertenecía a B. bigemina, y entre las 48 muestras positivas para Babesia spp. 265 

la frecuencia de B. bigemina fue del 100% (Tabla 3). Las muestras que dieron positivas para B. bovis 266 

presentaban coinfección con la otra especie, entre las 48 muestras positivas para Babesia spp., 18 resul- 267 

taron positivas para B. bovis lo que equivale al 37,5%. Estas se encontraban distribuidas como se ob- 268 

serva en la Tabla 3. 269 

 270 
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Tabla 3. Frecuencia de detección por especie de Babesia en cada provincia 271 

Especie / 

Provincia 

Napo Orellana Sucumbíos Totales 

B. bigemina 21/31 6/9 21/26 48/66 

B. bovis 6/31 1/9 11/26 18/66 

Totales 21/31 6/9 21/26  
*Muestras positivas para B. bovis mostraban coinfección 272 

 273 

Con la herramienta bioinformática Samtools se calcularon todos los alineamientos posibles de las 274 

lecturas con los genomas correspondientes para cada especie. Al realizar un alineamiento de lecturas 275 

frente a un genoma, el número de alineamientos posibles es mayor que el conteo de alineamientos 276 

únicos, ya que no se está determinado y filtrando los alineamientos por calidad, si no solo por proba- 277 

bilidad, lo que ocasiona que una lectura puede pegarse en varias regiones del genoma (Figura 2. 1a, 278 

2a y 3a).  279 

Tras el alineamiento de lecturas con el genoma se puede evidenciar que existe una mayor cantidad 280 

de secuencias de Babesia spp. alineadas en Sucumbíos, seguido de Napo y teniendo la menor cantidad 281 

de alineamientos en Orellana (Tabla 4). En cuanto a la prevalencia de ambas especies, obtenida por los 282 

alineamientos en genoma, los resultados del porcentaje de prevalencia mostraron que Orellana tiene 283 

mayor prevalencia de B. bigemina, seguido por Napo y después Sucumbíos. De esta manera se sabe 284 

que la prevalencia de B. bovis es inversamente proporcional al porcentaje de prevalencia de B. bigemina 285 

en cada piso climático (Figura 2. 1a, 1b y 1c).  286 

 287 

3.3. Alineamiento único de lecturas obtenidas genoma y base de datos de región de interés 288 

La cantidad de alineamientos únicos de las lecturas a los genomas o las bases de datos correspon- 289 

dientes es más baja dado que se delimita la cantidad de alineamientos por lectura según condiciones. 290 

El número de alineamientos únicos de lecturas contra el genoma de referencia y con la base de datos 291 

no presenta una diferencia muy alta (Tabla 4). Como se observa en la figura 1, comparando las partes 292 

b y c de cada provincia, el porcentaje de alineamientos únicos es muy similar entre aquellos realizados 293 

contra el genoma y la base de datos de cada especie. Estas similitudes en porcentaje de alineamientos 294 

únicos indica que las regiones estudiadas, Spe1-Ava1 para B. bigemina y RAP1 para B. bovis, son muy 295 

conservadas.  296 

 297 

3.4. Variabilidad genotípica de regiones conservadas 298 

Al comparar los alineamientos únicos que hubo en los genomas y en las CDB específicas para 299 

cada región se observa una diferencia del 2% en el número de alineamientos de las secuencias de B. 300 

bigemina en Sucumbíos y Orellana (Figura 2. 1b y 2b); asi mismo se observa este mismo porcentaje de 301 

diferencia entre los alineamientos únicos de las secuencias obtenidas con el genoma de referencia 302 

versus región en Napo solo que con la especie B. bovis (Figura 2. 3c).  303 

 304 

Tabla 4. Conteo de lecturas alineadas a genomas y regiones específicas. 305 

Especie Provincia 
Alineamientos 

en genoma 

Alineamientos 

únicos en genoma 

Alineamientos únicos 

en CDB con región  

Spe1- Ava1 / RAP1 

B. bigemina 

Napo 1 837 973 286 541       283 404 

Orellana 780 262 137 202    130 885 

Sucumbíos 2 046 366 292 542 279 843 

B. bovis 

Napo 834 686 48 996 47 963 

Orellana 296 713 13 307 13 234 

Sucumbíos 1 018 441 89 881 88 308 

  Autoría propia. 306 

 307 
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 309 
Figura 2. Comparación de prevalencia y variabilidad según alineamientos de secuencias de B. bigemina y B. bovis en 310 

Sucumbíos, Orellana y Napo. Autoría propia. Alineamientos de lecturas de B. bigemina y B. bovis con el genoma 311 

de referencia respectivo en las tres provincias ecuatorianas (1a, 2a y 3a). Gráficos b y c de cada provincia 312 

se evidencian los alineamientos únicos de B. bigemina y B. bovis, respectivamente, contra el genoma de 313 

referencia y los alineamientos únicos de la cada especie identificados en la CDB.  314 

Posterior a los alineamientos de las lecturas obtenidas con las NDB se pudo observar que el largo 315 

de las secuencias de B. bigemina de Napo y Orellana eran superiores a 170pb (datos no mostrados), que 316 

es el tamaño del producto amplificado establecido por la literatura. De esta manera para evitar sesgos 317 

en el análisis filogenético por diferencia en los tamaños de las secuencias y cantidad de las mismas, se 318 

los realizó únicamente con las de B. bovis las cuales tienen tamaños entre 280pb y 300pb 319 

En los árboles filogenéticos (figuras 3, 4, 5 y 6) se puede observar que existen ciertas agrupaciones 320 

de secuencias por provincia. En el caso de Sucumbíos se tiene un total de 134 secuencias que se distri- 321 

buyen de manera amplia; se puede diferenciar que en todos los gráficos las ramificaciones más dis- 322 

tantes pertenecen a secuencias de la provincia mencionada y a Napo. En las figuras 4, 5 y 6, en clado 323 

más distante en el cual hay mayor cantidad de secuencias pertenecientes a Sucumbíos, se encuentra 324 

una secuencia de Orellana (B. bovis_Orellana_5cac8afe) y la secuencia más lejana de este mismo clado 325 

es B. bovis_Sucumbios_76c2ae20; se observa además que la ramificación distante en la cual se distribu- 326 

yen secuencias de Napo, la más distante es B. bovis_Napo_e478fef8. A pesar de que hay clados que 327 

pertenecen a una provincia entera y se observa un patrón de divergencia entre las secuencias, no existe 328 

una clara diferenciación de genotipos entre provincias, es decir las secuencias de los tres pisos climá- 329 

ticos se encuentran en diferentes ramificaciones a diferentes distancias y no se distingue una diver- 330 

gencia que sea específica de un solo lugar pero sí entre las secuencias obtenidas.  331 

 332 

  333 
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Tabla 5. Lecturas alineadas con NDB para árbol filogenético.  334 

Especie 
Región de 

interés 
Provincia 

N°. de secuencias de tamaño espe-

cífico que alinearon con NDB 

B. bigemina 

 Napo 67 

Spe1-Ava1 Orellana 23 

 Sucumbíos 55 

B. bovis 

 Napo 67 

RAP-1a Orellana 27 

 Sucumbíos 134 

    *Autoría propia  335 

    336 

  337 
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  338 

Figura 3. Análisis filogenético por método NJ de secuencias de B. bovis de Napo, Sucumbíos y Orellana. Autoría propia. 

ärbol filogenético de secuencias de Napo (rojo), Orellana (verde) y Sucumbíos (azul) obtenido de Clustal Omega. 
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 339 

Figura 4. Árbol filogenético por método NJ de secuencias de B. bovis de Napo (rojo), Orellana (verde) y Sucumbios (azul). Autoría propia. 340 

  341 
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  342 

Figura 5. Árbol filogenético por método NJ de secuencias de B. bovis de Napo (rojo), Orellana (verde) y Sucumbios (azul) con B. 

bigemina como outgroup (naranja). Autoría propia. 
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 343 

Figure 6. Árbol filogenético por método MP de secuencias de B. bovis de Napo (rojo), Orellana (verde) y Sucumbios (azul) con B. bigemina como 344 

outgroup (naranja). Autoría propia. 345 

  346 
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4.  Discusión 347 

Los resultados indican que en las tres provincias estudiadas hay presencia de Babesia spp. El output de 348 

la secuenciación muestra que, para detección de las especies, 24 horas de secuenciación serían suficientes, 349 

a pesar de esto, para estudios con objetivo de determinación y análisis de variabilidad genotípica, de ha- 350 

plotipos o mutaciones son necesarias 48 horas mínimo para obtención de todas las secuencias que puedan 351 

ser de interés. Como se observan en las gráficas, existe una mayor frecuencia de B. bigemina que coincide 352 

con los estudios de Vasco (2013) y Herrera (2017); esto además se le puede atribuir a la persistencia de la 353 

infección de este parásito en los hospedadores. Se conoce que los bovinos infectados con B. bigemina pueden 354 

ser portadores de este protozoario hasta por 22 meses y según la alteración parasitaria los vectores pueden 355 

volver a infectar a los mamíferos (Alvarez, et al., 2019). Por otro lado, la infección de B. bovis puede persistir 356 

de manera indefinida en el ganado (Alvarez, et al., 2019). De esta manera, en el caso de B. bigemina, la 357 

característica de ciclo viral más corto podría estar asociada a su mayor prevalencia de infección.  358 

Al comparar el número de alineamientos que tuvieron las lecturas secuenciadas con los genomas de 359 

referencia y las CDB se observa que las regiones alineadas son bastante conservadas y por esa razón han 360 

sido blancos para detectar ambas especies (Herrera, 2017), esta similitud en número de alineamientos tam- 361 

bién se da ya que no se limitaron los tamaños, porcentaje de identidad ni porcentaje de cobertura de se- 362 

cuencias para el proceso, en las CDB se incluyeron secuencias cromosómicas y fueron obtenidas sin ningún 363 

filtro para porcentajes de identidad y cobertura.  364 

Tanto en Sucumbíos como Orellana, la cantidad de secuencias alineadas de B. bigemina es mayor que la 365 

de B. bovis. Las muestras de Orellana se encuentran en menor proporción que las de Napo y Sucumbíos, de 366 

las cuales en ambas provincias se estudiaron 21 muestras, por lo que una comparación con esas 6 muestras 367 

podría interferir con las conclusiones. A pesar de esto, si se compara la cantidad de alineamientos y mues- 368 

tras de las provincias de Napo y Sucumbíos se puede inferir que existe una mayor variabilidad de B. bovis 369 

en Napo. Esta variabilidad entre las secuencias puede deberse a las distintas condiciones que se presentan 370 

en cada provincia. Según los datos del GAD de la parroquia Aguas Negras en Sucumbíos, esta localidad 371 

presenta un rango altitudinal entre 200 msnm – 300 msnm y una temperatura promedio de 24°C (GAD 372 

Parroquial Aguas Negras, 2015); el GAD de la parroquia García Moreno de Orellana una temperatura pro- 373 

medio de 24°C y el rango de altitudes de la provincia diverge entre 100 msnm y 3900 msnm (Endavant, 374 

2015); mientras que en la parroquia Gonzalo Díaz de Pineda en Napo el rango altitudinal va desde los 600 375 

msnm – 3000 msnm presentando una temperatura promedio de 16°C (Itecpro Consulting, 2014). La locali- 376 

dad de estudio en Napo tiene condiciones altitudinales más variables que en Sucumbíos y la temperatura 377 

promedio anual es más baja por lo que podrían estas condiciones ser factores importantes para la variabi- 378 

lidad o prevalencia de B. bovis, con los resultados obtenidos y una comparación con las condiciones de los 379 

pisos climáticos se podría suponer que B. bigemina tiende a tener una mayor variabilidad con temperaturas 380 

más altas, para ello se requeriría mayor estudio de localidades con esta variable; la altitud de las regiones 381 

podría influir de igual manera pero la falta de datos acerca de la parroquia García Moreno dificulta esta 382 

hipótesis. 383 

El número de muestras secuenciadas en ambos pisos climáticos fue de 21 pools donde el 100% eran 384 

positivos para B. bigemina pero difieren en la cantidad de muestras positivas para B. bovis. En el caso de 385 

Napo, 6 muestras de las 21 (28,57%), se detectaron positivas para B. bovis mientras que en Sucumbíos fueron 386 

11 de 21 (52,38%). No obstante, los resultados muestran que, en Napo, a pesar de haber menor cantidad de 387 

detección de B. bovis, existe una diferencia del 2% cuando se compara la cantidad de alineamientos de las 388 

lecturas secuenciadas con el genoma de referencia y la CDB lo que sugiere que existe una mínima variabi- 389 

liad en las lecturas obtenidas, esto se puede deber de igual manera a sesgos en la CDB o la similitud de las 390 

secuencias obtenidas frente a otras cepas genotipificadas en diferentes localidades del mundo. 391 

Como se ha mencionado existe un menor alineamiento de las secuencias obtenidas con el genoma que 392 

con la CDB, esto puede representar la explicada variabilidad de la especie B. bigemina en Sucumbíos y 393 

Orellana o puede deberse de igual manera a que para el alineamiento con genoma se está empleando un 394 

genoma de referencia no curado de la especie obtenido del NCBI; esto podría ser razón para una menor 395 

cantidad de alineamientos. A este resultado se lo compara de igual manera con el porcentaje de alinea- 396 

mientos de la especie en Napo, pero no se observa este patrón, es decir la cantidad de alineamientos con el 397 

genoma representativo y la base de datos con las lecturas de B. bigemina es muy similar y en porcentaje 398 

ambas son el 50% en Napo. 399 
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Los estudios en Ecuador de Chávez-Larrea, et al (2021), Vasco (2013), Vera (2018) y Herrera (2017) em- 400 

plean el gen RAP-1a para determinar la similitud nucleotídica de secuencias de B. bovis con secuencias 401 

reportadas en otros países determinando que esta región es altamente conservada, estos estudios incluyen 402 

secuenciación de muestras en Institutos del exterior pero son por metodología Sanger y son comparadas 403 

con secuencias globales de manera que se pueda determinar la especie más no la variabilidad; en nuestro 404 

país no existen estudios de variabilidad genotípica de Babesia spp. mediante secuenciación de tercera gene- 405 

ración. A nivel global no se ha realizado el estudio de variabilidad genotípica del protozoario de interés de 406 

manera puntual, se han obtenido árboles filogenéticos para la identificación de diferentes parásitos a partir 407 

del ADN de vectores en donde se encontró Babesia spp. (Brinkmann, et al., 2019 & Bonnet, et al., 2014). 408 

Únicamente en el estudio de Ghafar, et al. (2020), se emplea SNG de Illumina para establecer la composición 409 

de poblaciones de piroplasma (Babesia spp. y Theileria spp.) en Pakistán.  410 

El presente estudio emplea el gen RAP-1a de B. bovis para determinar la variabilidad de secuencias entre 411 

las tres provincias de la Amazonía del norte de Ecuador de manera que se pueda establecer si existe una 412 

diferenciación o divergencia entre las mismas según la locación geográfica de cada provincia y sus condi- 413 

ciones climáticas. En los árboles filogenéticos obtenidos no se observa una divergencia específica por pro- 414 

vincia, pero si secuencias muy similares entre sí que se agrupan y un patrón entre clados es visible lo que 415 

demuestra variabilidad entre las secuencias. Esta variabilidad entre las secuencias se puede deber a dife- 416 

rentes factores fenotípicos como mutaciones mínimas, mezclas de haplotipos, raza de bovinos, tiempo al 417 

tomar las muestras de garrapatas, aspectos clínicos asociados a la virulencia, e incluso movilidad de ganado 418 

que casa introducción de enfermedades a nuevas localidades. De esta manera se observa una estructura en 419 

los arboles que indica variabilidad genotípica en las diferentes zonas estudiadas. 420 

Los resultados de este trabajo se deben complementar con el estudio de las variaciones nucleotídicas en 421 

las lecturas secuenciadas, comparándolas contra las bases de datos donde se incluyen secuencias externas 422 

al territorio con una identidad y cobertura superiores al 95% y amplificar otras regiones más informativas, 423 

como lo es el 18S del protozoario que se ha empleado en estudios en otros países (Bonnet, et al., 2014; 424 

Ghafar, et al., 2020 & Brinkmann, et al., 2019).  En un futuro es necesario llevar a cabo una investigación 425 

que tenga por objetivo la determinación de una variabilidad genotípica de este parásito dado por los dife- 426 

rentes factores fenotípicos mencionados que permita establecer la razón de diferenciación de Babesia spp. 427 

en el Ecuador. 428 

5. Conclusiones 429 

Al alinear las lecturas secuenciadas detectadas para B. bigemina y B. bovis, se determina que los produc- 430 

tos amplificados pertenecen a las regiones de interés perteneciente a Babesia spp. Los alineamientos con 431 

estos dos blancos se encuentran en proporciones similares lo que indica que las regiones, Spe1-Ava1 para 432 

B. bigemina y RAP1a en B. bovis, son muy conservadas. 433 

Los datos obtenidos por la secuenciación de los amplicones de las regiones conservadas indican que las 434 

muestras detectadas por PCR pertenecen a Babesia spp, el flujo de trabajo permitió la extracción de 7 se- 435 

cuencias de B. bigemina y 228 de B. bovis que pertenecen al número de genotipos circulantes entre Sucum- 436 

bíos, Napo y Orellana. Para la determinación de este protozoario en el Ecuador se ha mandado a secuenciar 437 

las muestras al exterior, pero no se lo ha hecho en nuestro territorio.   438 

En el Ecuador existe una variabilidad genotípica propia de los diferentes pisos climáticos, aunque esta 439 

variabilidad permite generar una estructura a nivel de análisis filogenéticos. Otros factores fenotípicos 440 

como la raza de los hospedadores, la temporalidad en la toma de muestras, aspectos clínicos o la movilidad 441 

de ganado, podrían también influir a nivel de la presencia de genotipos detectados.  442 

6. Recomendaciones 443 

Se recomienda la amplificación de regiones más informativas, como el 18S, que permita determinar las 444 

variaciones genotípicas y otras especies, además correlacionar los genotipos circulantes con factores feno- 445 

típicos que permitan establecer la causa de divergencia de Babesia spp. en las regiones estudiadas. Para ello 446 

es importante familiarizarse con la plataforma de ONT y mejorar parámetros de calidad para el filtrado y 447 

extracción de secuencias únicas. 448 

7. Reconocimientos 449 
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