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Resumen: La malaria aviar es una enfermedad frecuente entre las aves y representa una amenaza para la avifauna global. Es causada
por un grupo diverso de parasitos hemosporidios, entre ellos, Plasmodium relictum, especie altamente invasiva por su diversidad
genética y distribucién cosmopolita. Aln no estd exactamente dilucidado si existe correlacion entre la estructura filogeografica de
Plasmodium relictum con los fenotipos diferenciales de virulencia en la malaria aviar, por lo que se correlacion6 dicha estructura con
los fenotipos diferenciales de virulencia expresados por las aves infectadas. Mediante Parsimonia Maxima, hicimos una
reconstruccion filogenética del parasito a partir de secuencias parciales del gen del Citocromo b. Para el analisis filogeogréfico,
generamos redes de haplotipos con el algoritmo TCS Network. El linaje genético SGS1 resulté el mas cosmopolita, prevalente entre
los hospedadores y el mas virulento. El orden Passeriformes incluy6 la mayor diversidad de aves afectadas. La dindmica de la
parasitemia ocasionada por Plasmodium relictum esté en correspondencia con el estado de infeccidn de las aves y con los fenotipos
diferenciales de virulencia y es una variable que se infiere en el patrén de la estructura genética-poblacional del parasito y por el
gradiente altitudinal. La estructura filogeografica de Plasmodium relictum demuestra que el estado de infeccion de las aves ha
seleccionado fenotipos diferenciales de virulencia en la malaria aviar.

Palabras clave: Malaria, Aves, Plasmodium, Filogenética, Parasitemia, Gradiente altitudinal

Abstract: Avian malaria is a common disease among birds and represents a threat to the global avifauna. It’s caused by a diverse
group of hemosporidian parasites, including Plasmodium relictum, a highly invasive species due to it’s genetic plasticity and
cosmopolitan distribution. The genetic-spatial structure of this group of hemoparasites has been related to the infection status of
birds, however, it is still not exactly elucidated how the phylogenetic and phylogeographic differences of Plasmodium relictum
intervenes in the differential virulence phenotypes of avian malaria. The phylogeographic structure of this morphospecies was
correlated with the virulence phenotypes expressed by the infected birds. Using Maximum Parsimony, we made a phylogenetic
reconstruction of the population-genetic structure of the parasite from partial sequences of the Cytochrome b gene. For the
phylogeographic analysis, we generated haplotype networks with the TCS Network algorithm. The SGS1 genetic lineage was the
most cosmopolitan, prevalent and virulent. The order Passeriformes included the greatest diversity of affected birds. Plasmodium
relictum showed versatility in the dynamics of parasitemia, that was in correspondence with the state of infection of the birds. In
addition, it was a variable dependent on the genetic-population structure of the parasite and the altitudinal gradient. The
phylogeographic structure of Plasmodium relictum influences the infection status of birds and predisposes to differential virulence
phenotypes in avian malaria.

Keywords: Malaria, Birds, Plasmodium, Phylogenetics, Parasitemia, Altitudinal gradient
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1. Introduccion

La malaria aviar es una enfermedad infecciosa que ha provocado la extincidn de numerosas especies de aves en
distintas areas geograficas (Harvey-Samuel et al., 2021). Es causada por paréasitos eucariotas unicelulares, entre ellos,
los hemosporidios, propagados por vectores dipteros hematdfagos (Nourani et al., 2020). Aunque han transcurrido
més de 130 afios de su descubrimiento, ha trascendido como el sistema modelo de estudio experimental que ha
permitido comprender mejor la ecologia y la evolucion de los parasitos Plasmodium de la malaria humana (Ishtiag,
2021).

Las aves infectadas experimentan anemia por hemodlisis, fiebre, anorexia, pérdida de peso, complicaciones
respiratorias, trastornos neuroldgicos y debilidad extrema, lo cual se refleja en un aumento del estrés, en la reduccion
de su éxito reproductivo, dificultad para alimentarse y la muerte, en los casos mas graves (Atkinson, 2009; Grilo et
al., 2016). Las lesiones organicas mas importantes se observan en higado, bazo, pulmones y cerebro debido a zonas
isquémicas, provocadas por los embolismos derivados de las formas extra eritrocitarias del parasito (Ferrel et al.,
2007). El periodo de mayor parasitemia (porcentaje de glébulos rojos infectados) define la fase aguda de la infeccion,
donde el fallo multiorganico es frecuente y da lugar a elevadas tasas de mortalidad; las aves que sobreviven progresan
a la fase cronica, con efectos subclinicos sobre la reproduccion, la aptitud del hospedador (susceptibilidad o tolerancia)
y la supervivencia; en esta fase, el nivel de parasitemia es muy bajo y el debilitamiento inmunitario puede provocar
exacerbaciones de la enfermedad (Valkiunas, 2005).

Los hemosporidios aviares presentan una amplia diversidad genética que se expresa a través de los haplotipos
mitocondriales que circulan entre las poblaciones de aves; cada haplotipo exhibe un comportamiento virulento
diferente (Hellgren et al., 2021), en consecuencia, podrian presentarse distintos efectos nocivos en las aves, con
variaciones en su estado de infeccion y cuya expresion individual en la malaria aviar podria ser subclinica, leve o
grave (fenotipos diferenciales de virulencia) y dependera de la respuesta a la interaccion entre la susceptibilidad o
tolerancia del sistema inmunitario del anfitrion y la virulencia del haplotipo (Garcia-Longoria et al., 2019).

Durante los brotes de paludismo aviar, se ha observado una prevalencia y mortalidad mayor en aves jovenes; en
contraste, en aves adultas, las tasas de mortalidad suelen ser bajas y los individuos son generalmente asintomaticos
(Atkinson & La Pointe, 2009). Recientemente, se descubrid que esta enfermedad acelera la senescencia de las aves
debido a la degradacion de los telémeros (Bohme et al., 2018). Algunas especies, como Quiscalus mexicanus y Sula
nebouxii, parecen ser mas tolerantes a la malaria aviar, tal vez, porque se infectaron con los linajes especificos de los
parasitos locales y se convirtieron en reservorios con baja parasitemia; porque las condiciones medioambientales de
su hébitat propiciaron la ausencia de vectores competentes o por una respuesta genética de resistencia mediada por el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (HMC) (Pacheco et al., 2022; Rold&n-Zurabién et al., 2022).

La malaria aviar puede invadir los ecosistemas mediante la introduccién de aves no paseriformes migratorias
infectadas y por la liberacién de paseriformes no autdctonos infectados (Chalkowski et al., 2018). Todas las aves son
proclives a padecer la enfermedad, exhibiendo altos niveles de mortalidad o invalidez, hecho que representa una
amenaza para la avifauna global, sin embargo, los estudios relacionados con el paludismo aviar se han centrado
mayoritariamente en las aves paseriformes (Marzal et al., 2011).

Plasmodium relictum es un parésito protozoario del orden Haemosporida, phylum Apicomplexa, que posee un
ciclo de vida heteroxeno, donde los hospederos definitivos son los mosquitos (familia Culicidae), especialmente los
del género Culex como Culex pipiens L. y Culex quinquefasciatus Wiedemann, catalogados como sus vectores de
transmisidn mas comunes, aunque se han identificado especies de los géneros Aedes, Lutzia, Culiseta y Anopheles
como otros vectores potenciales (La Puente et al., 2012; Gutiérrez-Lépez et al., 2020), mientras que los hospedadores
intermediarios son las aves. Su ciclo de vida (Fig. 1) incluye la reproduccién sexual en vectores dipteros y la

reproduccion asexual en las aves mediante dos etapas: eritrocitica y exoeritrocitica (Valkitnas et al., 2005).

Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium relictum en hospedadores vertebrados e invertebrados.
(Tomado de: Martinez-de la Puente et al., 2021)
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El ciclo se inicia cuando un mosquito (hembra hematdfaga) adquiere el protozoario presente en la sangre de un
ave infectada y se convierte en su vector propagando la enfermedad a través de la saliva (Ishtiag, 2021). Los
esporozoitos se convierten en merontes exoeritrociticos (criptozoitos) en las células reticuloendoteliales, seguido por
el desarrollo de los merozoitos en la segunda etapa exoeritritica preeritrocitica generando los metacriptozoitos
(Valkiunas et al., 2005). Alternativamente, los merozoitos de los metacriptozoitos ingresan al torrente sanguineo para
infectar a los eritrocitos y convertirse en merontes; también, pueden dar lugar a una forma exoeritrocitica, donde los
fanerozoitos poseritriticos desarrollan generaciones adicionales de fanerozoitos o se convierten en merozoitos
(Valkitnas et al., 2005; Grilo et al., 2016). A partir de los merozoitos, el ciclo eritrocitario continda con el desarrollo
de micro/macrogametocitos masculinos y femeninos, los cuales son capaces de infectar a otro mosquito para comenzar
el proceso de esporogonia en el préximo hospedero (Grilo et al., 2016, Valkilinas & Iezhova, 2017). Una vez dentro
del mosquito, los gametocitos se convierten en gametos en el intestino medio y se unen para formar un cigoto;
posteriormente, se desarrollan los oocinetos, que viajan desde el intestino medio hasta el epitelio, lo cual promueve
su desarrollo en ooquistes. Dentro de los ooquistes, se forman esporozoitos haploides infecciosos que estallan a través
de la pared del ooquiste una vez que alcanzan la madurez. Estos esporozoitos haploides invaden las glandulas salivales
del mosquito y pueden transferirse a otra ave cuando el vector se alimenta de su sangre (Grilo et al., 2016).

La existencia de gametocitos en las aves corrobora la etapa de infectividad ocasionada por el parésito, en tanto,
la definicion de vector competente para el mosquito esta determinada por la presencia de esporozoitos en sus glandulas
salivales (Ishtiag, 2021).

A pesar de que los hemosporidios son uno de los grupos de parasitos de aves mejor estudiados, contindan
realizandose investigaciones encaminadas a discernir su especializacion entre las aves hospedadoras y la variacion en
la prevalencia entre areas geograficas y entre taxones de hospedadores (Rivero & Gandon, 2018).

La base de datos MalAvi (A database for avian haemosporidian parasites) ha reportado la existencia hasta la
fecha de mas de 3500 de linajes genéticos de hemosporidios que infectan alrededor de 1700 especies de aves (Bensch
et al., 2009). La especie Plasmodium relictum Grassi & Feletti definida morfologicamente, consta de varios linajes
genéticos cripticos del gen mitocondrial citocromo b, de ellos, los mas extendidos son SGS1, GRW11 y GRWO04 (Ellis
& Bensch, 2018); también se le atribuyen los haplotipos LZFUS01, PHCOLO1, entre otros, lo cual, revela una
diversidad genética intraespecifica significativa (Valkitnas et al., 2018).

Las diferencias filogenéticas intraespecificas de Plasmodium relictum reveladas por estudios moleculares,
superan el nimero de morfoespecies sugeridas por la taxonomia tradicional, hecho que ha generado dudas sobre la
veracidad de la sistematica clasica de los hemosporidios y del conocimiento establecido sobre la especificidad del
hospedador (Dimitrov et al., 2015).

El Citocromo b (ctyb), es considerado la base de la mayor parte del conocimiento de la historia evolutiva de los
parasitos hemosporidios aviares. Este gen codifica proteinas involucradas en el metabolismo energético del parésito
que tiene lugar en el vector (Pacheco et al., 2018). Por lo tanto, es méas probable que las inferencias filogenéticas
basadas en el gen cyt-b reflejen la evolucién del desarrollo hemosporidiano en los vectores en lugar del vertebrado
anfitrién. Estudios recientes han demostrado que esta hipétesis es acertada, tanto para los vectores, como para los
patrones de desarrollo reflejados en las inferencias filogenéticas reconstruidas a partir de este gen (Fecchio et al.,
2020.

Los linajes genéticos de Plasmodium relictum, tienen la capacidad de infectar a una amplia gama de familias de
aves de distintos 6rdenes taxonémicos en diversas areas geograficas; su comportamiento varia desde la infeccion
altamente especifica de una especie hospedadora hasta la infeccion de numerosas especies hospedadoras de aves
lejanamente emparentadas. Su nivel de especializacion puede cambiar en respuesta al medio ambiente y a la diversidad
de los anfitriones (Valkitnas et al., 2018).

Los patrones de distancia geogréafica también estan relacionados con la filogenética de este parasito; algunos
haplotipos mitocondriales prevalecen en zonas tropicales y templadas del Viejo Mundo, mientras que otros se
distribuyen globalmente, aunque su transmisién se limita a areas con climas calidos (Hellgrin et al., 2014; Nourani et
al., 2020).

Plasmodium relictum es catalogado como una de las especies invasoras mas importantes. Ha infectados a mas
de 300 especies diferentes de aves en todos los continentes, excepto en la Antértida, debido a sus condiciones
ambientales. Su prevalencia y diversidad genética rivaliza con cualquier otro tipo de parésito que cause malaria en
vertebrados (Rivero & Gandon, 2018).

Su propagacion hacia nuevas regiones geograficas plantea un riesgo potencial para las poblaciones de aves
autoctonas y de areas protegidas y/o patrimoniales, pues podria ser muy virulento para los anfitriones locales ante la
falta de adaptacién evolutiva en respuesta a la introduccion previa del parasito (Sorci et al., 1997; Videvall et al.,
2020). Adicionalmente, Plasmodium relictum GRWO04 fue el responsable de los efectos catastréficos que sufrio la
avifauna nativa de Hawai tras la introduccidn accidental del mosquito Culex quiquefasciatus en una carga maritima,
ocasionando altos niveles de mortalidad en los mieleros hawaianos, cuya poblacion actualmente se encuentra en
declive (Warner, 1968; La Puente et al., 2005).

Durante los Gltimos 15 afios se han recopilado datos sobre los hospedadores, la distribucion geogréfica, los
vectores, la virulencia y otras caracteristicas bioldgicas de Plasmodium relictum, lo cual, ha posibilitado examinar
algunos mecanismos que influyen en la epidemiologia de la malaria aviar (Hellgren et al., 2015; Nourani et al, 2020).
Algunos estudios, han revelado que la prevalencia del parésito en los hospedadores y su diversidad genética son
atributos relacionados con su virulencia (Bensch et al., 2009).
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La probabilidad de que la malaria aviar afecte negativamente a las aves a medida que se propaga a nuevas areas
geogréficas es muy alta; se ha constatado un incremento en el nimero de especies de aves extintas en los ecosistemas
recién invadidos por los hemosporidios (Miranda et al., 2022; Fecchio et al., 2020). Plasmodium relictum es
considerado una especie sui géneris entre el gran grupo de hemoparasitos aviares; su extensa ubicuidad geografica,
su amplia frecuencia de distribucidon entre aves y mosquitos y su diversidad genética le han conferido un gran éxito
en su comportamiento generalista (Valkitnas et al., 2018).

Estudios puntuales (Gil-Vargas & Sedano-Cruz, 2019), han relacionado de manera general, la estructura
genética-espacial de los hemosporidios aviares con el estado de infeccion de las aves; sin embargo, ain se desconoce
si existe correspondencia entre la estructura filogeografica de Plasmodium relictum con los fenotipos diferenciales de
virulencia de la malaria aviar, lo cual, brinda la oportunidad de desarrollar nuevas investigaciones que permitan
comprender con mayor precision la biologia invasiva del parasito a través de dicha estructura.

La diversidad genética de Plasmodium relictum podria promover la aparicion de nuevos haplotipos
mitocondriales resistentes a los medicamentos que tradicionalmente son utilizados en el tratamiento de la malaria
aviar; este es un aspecto que se debe tener en cuenta al momento de desarrollar futuras estrategias para el manejo de
la enfermedad. Es necesario comprender a profundidad la evolucién molecular de este hemoparasito, asi, se podran
fomentar programas de contencién de sus haplotipos que puedan considerarse como los mas virulentos. Por otra parte,
se requiere invertir recursos y esfuerzo para que la malaria aviar deje de representar una amenaza para la avifauna.
Las poblaciones de aves constituyen un patrimonio genético para la biodiversidad y conforman la riqueza biolégica
de cada area geografica en particular. Por ello, mantenerlas con una buena salud permitird que formen parte de
programas de reproduccion, reintroduccion o de incremento de especies in situ (Miranda et al, 2022).

Para comprender exactamente la intervencion de las diferencias filogenéticas y filogeograficas del paréasito en la
virulencia de la malaria aviar, este estudio se enfoco en correlacionar la estructura filogeografica de Plasmodium
relictum con los fenotipos diferenciales de virulencia que expresan las aves infectadas y planteamos la hipétesis de
que la estructura filogeografica de Plasmodium relictum esta correlacionada con el estado de infeccion de las aves
en la predisposicion de fenotipos diferenciales de virulencia en la malaria aviar.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Seleccion del gen citocromo b como marcador para el analisis e identificacion de los linajes genéticos de
Plasmodium relictum

Se selecciond el gen cty-b del DNA mitocondrial (mtDNA) para la identificacion molecular de los linajes
genéticos de Plasmodium relictum, por considerarse la region de cédigo de barras para los hemosporidios aviares
(Valkitnas et al., 2018). Las variaciones en este gen, han permitido clasificar a los haplotipos mitocondriales en los
paréasitos protozoarios del phylum Apicomplexa (Bensch et al., 2000). Estudios moleculares efectuados a partir de un
segmento del gen cyt-b, han revelado una gran diversidad genética de los parasitos Plasmodium que infectan a las
aves, entre ellos, Plasmodium relictum (Clark et al., 2014; Videvall, 2019). Esta identificacion molecular ha sido
validada con técnicas como la secuenciacion de transcriptomas, la amplificacion selectiva del genoma completo del
hemoparasito, la reaccién en cadena de la polimerasa multiplex (mPCR) y recientemente, por captura de secuencias
mediante sondas de hibridacion en aves infectadas experimentalmente con Plasmodium relictum (Videvall, 2021,
2019; Meister et al., 2022; Ellis et al., 2022).

2.2 Muestreo de secuencias en GenBank y MaL Avi

Se incluyeron 49 secuencias nucleotidicas de Plasmodium relictum disponibles en la base de datos de National
Center for Bioinformatic Information (NCBI), GenBank. Se integraron secuencias/haplotipos mitocondriales
procedentes de distintas regiones geograficas en el mundo. Para identificar los linajes genéticos no etiquetados en el
GenBank, (DQ451403.1, EF011193.1, DQ451407.1, KT363870.1, DQ659555.1, DQ659556.1), las secuencias se
alinearon con secuencias de referencia depositadas en la base de datos MalAvi, usando el algoritmo BLASTn (Zheng
et al., 2000). Se describio una coincidencia al existir un 100 % de similitud entre las identidades de los pares de bases
compatibles con linajes etiquetados para Plasmodium relictum, de acuerdo con el protocolo de nomenclatura de
MalAvi (Bensch et al., 2009).

2.3 Alineamiento de secuencias y construccién de la matriz

Las secuencias genéticas se alinearon para construir una matriz de homologia de secuencias empleando el
alineamiento multiple, con el algoritmo MUSCLE del software MEGA 11 (Tamura et al, 2021). Como resultado, se
obtuvo una matriz de 51 secuencias parciales x 269 pares de bases (pb) del gen cty-b del mtDNA. El grupo externo
estuvo determinado por secuencias parciales cty-b de Plasmodium cathemerium y Plasmodium gallinaceum, por ser
especies evolutivamente cercanas al compartir la misma categoria taxondémica.

2.4 Andlisis filogenético

El anélisis filogenético molecular fue realizado a partir de la matriz generada previamente. Se construyeron
arboles filogenéticos (Bootstrap consensus tree, Phylogram) con el software MEGA 11 empleando el método de
Parsimonia Maxima (PM). Para la obtencion del filograma PM se utilizo el algoritmo de corte y reconexién de ramas
(Tree-Bisection-Reconnection-TBR) con nivel de busqueda 1, en el cual, los &rboles iniciales se obtuvieron a través
de la adicién aleatoria de secuencias por medio de 100 repeticiones (Nei & Kumar, 2000). Las posiciones de coddn
incluidas fueron 18+23+32%+Sin codificacion.

En la presentacion final del filograma, fueron colocados el nimero de acceso a GenBank, la nomenclatura de los
haplotipos en correspondencia con los protocolos de la base de datos MalAvi, ademas de la simbologia asignada por
los autores para identificar el orden taxonémico de los hospedadores y las regiones geograficas en que se muestrearon
los haplotipos (Anexo 1). Los paises fueron designados a las regiones geograficas de acuerdo con el gecesquema de
las Naciones Unidas (Division de Estadistica de las Naciones Unidas 2020), pero se realiz6 una variacion al unificar
las regiones de Europa Septentrional y Meridional con Europa Occidental. Los clados se definieron con letras
mayusculas. El soporte de nodos se evalué utilizando 1000 pseudorréplicas de arranque, con valores de corte
superiores al 50 % para el arbol final; los caracteres no informativos fueron excluidos. La versién final del arbol se
dibujé a escala, con longitudes de rama calculadas utilizando el método de ruta promedio; las longitudes de las ramas
fueron medidas en base al nimero de sustituciones por sitio.

Para mostrar la distribucién de los linajes genéticos entre las familias taxondémicas de especies hospedadoras
(Anexo 1), se generd la red de haplotipos con el algoritmo TCS Network mediante el software PopArt 1.7, a partir del
conjunto de secuencias empleadas para el analisis filogenético, exportadas en una matriz Nexus. Se calcul6 el
estadistico D de la prueba de neutralidad de Tajima (Tajima, 1989).

2.5 Analisis filogeogréafico

En la matriz Nexus se incorporaron clustering Geotags, con la nomenclatura de los haplotipos, la latitud y la
longitud geogréfica de los paises donde fueron muestreados y el nimero de veces de muestreo por pais. El mapa
geografico con la distribucién mundial de los haplotipos se cre6 a través del algoritmo TCS Network con el software
PopArt 1.7.
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3. Resultados

El &rbol més parsimonioso (Fig. 2) tuvo una longitud total igual a 31. El indice de consistencia (CI) fue de 0,97
(0,92), el indice de retencién (RI) mostré un valor de 0,99 (0,99) y el indice compuesto (RCI) fue igual a 0.96 (0.91)
para todos los sitios y sitios informativos de parsimonia (entre paréntesis), exponiendo una matriz de alta homologia
y baja homoplasia (eventos paralelos o convergentes). El porcentaje de pseudorréplicas agrupados en la prueba de
arranque (1000 repeticiones de bootstrap) aparece junto a las ramas (Felsenstein, 1985). El conjunto de datos finales
tuvo un total de 269 posiciones.

Figura 2. Filograma de Parsimonia Maxima de Plasmodium relictum en el analisis de los linajes genéticos del gen
cty-b (Taxa=51, fragmento de 269 pb). Los valores de soporte nodal (> 50 %) se muestran encima de las ramas. El
arbol se enraiz6 con secuencias parciales del gen cty-b de Plasmodium cathemerium y Plasmodium gallinaceum, que
determinan el grupo externo en la base del arbol. Las letras A, B, C y D identifican los clados que definen los linajes
genéticos de Plasmodium relictum, su relacion con el orden taxonémico de especies hospedadoras y con la ubicacion
de los haplotipos por muestreo geogréfico. La barra vertical correlaciona la frecuencia de distribucion de los haplotipos
por clado y la barra horizontal con el orden taxonémico de las especies anfitrionas.
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La reconstruccion filogenética de Plasmodium relictum mediante PM expuso cuatro clados monofiléticos bien
respaldados por los valores de bootstrap, formados por los haplotipos mitocondriales LINOLIO1 (A), GRWO04 (B),
GRW11 (C) y SGS1 (D). De acuerdo con la topologia del &rbol, los linajes SGS1 y GRW11 se presentaron como
grupos hermanos, el haplotipo LINOLIO1 como el linaje mas ancestral y el haplotipo GRW04 como una variante
evolutiva no lejana del anterior.

Plasmodium relictum SGS1 expuso la mayor prevalencia entre todos los registros de hospedadores,
relacionandose con especies de distintos drdenes taxonomicos, que comprenden Passeriformes, Diptera,
Sphenisciformes, Strigiformes y Charadriiformes, conformando el mayor clado (D); fue relevante su presencia en los
pingiinos Spheniscus humboldti (OP208043.1) y Antipodas megadyptes (LC230046.1), estas aves, por lo general son
especies cautivas. Adicionalmente, una secuencia de este linaje fue compartida por un hospedador aviar y un mosquito
(JQ778276.1), hecho que expuso claramente el ciclo de vida heteroxeno del parasito. En términos de rango geografico,
su distribucién fue la mas extensa, que, junto a su presencia en una amplia gama de hospedadores, son razones para
considerarlo un parasito muy exitoso. Plasmodium relictum GRWO04 constituyo el segundo grupo mas extenso en
relacion con sus hospedadores (clado B), sin embargo, solo fue muestreado en aves paseriformes y vectores dipteros,
al igual que su homdlogo Plasmodium relictum GRW11. De acuerdo con la ubicacion geogréfica, ambos linajes
resultaron comunes en el Viejo Mundo, sin embargo, Plasmodium relictum GRWO04 expuso mayor ubicuidad con su
introduccion en el Nuevo Mundo. Al igual que los anteriores, Plasmodium relictum LINOLIO1 fue muestreado en el
orden Passeriforme, ademas, en un ave suliforme que habita en humedales costeros (DQ659556.1). La ubicacion
geografica de este linaje quedo restringida a Africa Meridional.

Los mosquitos (familia Culicidae) Culex pipiens (secuencias JQ778276.1, KF723315.1, MF347697.1,
KF723317.1, KR139677.1); Aedes (Ochlerotatus) cantans (secuencias KR049253.1, KR049254.1, KR049255.1) y
Culex quinquefasciatus (KR139678.1) fueron identificados como los vectores potenciales para la transmision de
Plasmodium relictum SGS1, GRW11 y GRWO04 en regiones geograficas con condiciones climaticas variables.

Las aves paseriformes mostraron la mayor prevalencia como anfitriones de la morfoespecie Plasmodium relictum
a través de su estructura genética-poblacional. Los gorriones (Passer domesticus y Passer montanus) fueron los
hospedadores mas comunes.

Lared de haplotipos (Fig. 3) incluy6 49 secuencias de nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones con menos
del 95 % de cobertura del sitio, permitiéndose menos del 5 % de brechas de alineacion, datos faltantes y bases
ambiguas en cualquier posicion (Tajima, 1989). Hubo un total de 269 posiciones en el conjunto de datos finales. El
valor del estadistico D de la prueba de neutralidad de Tajima fue de 1.98.

Figura 3. Red de haplotipos mitocondriales del gen cty-b de Plasmodium relictum (Taxa=49, fragmento de 269 pb).
Los circulos representan a los haplotipos y el tamafio de los mismos es proporcional al nimero de hospedadores que
fueron muestreados para cada haplotipo. Las lineas cortas transversales corresponden al nimero de mutaciones que
diferencian a los linajes genéticos. Los nombres de los haplotipos aparecen en los circulos asociados. Las familias
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La topologia de la red, expuso a los haplotipos SGS1 y GRWO04 como los de mas reciente evolucion y al haplotipo
LINOLI01 como el més antiguo; probablemente, los haplotipos GRW04, GRW11 y SGS1 sean sus descendientes, sin
embargo, la ubicacién del haplotipo GRWO04 lo distinguié como un linaje evolutivamente independiente de los linajes
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GRW11 y SGS1. Los haplotipos LINOLIO1 y GRWO04, al igual que los haplotipos SGS1 y GRW11, estan
diferenciados por una mutacion, mientras que a los haplotipos LINOLIOL y GRW11 los separaron seis pasos
mutacionales, hecho que refleja una alta divergencia genética.

De acuerdo con el valor positivo del estadistico D de la prueba de neutralidad de Tajima, los niveles de
polimorfismos de alta frecuencia resultaron bajos en la estructura genética-poblacional de la morfoespecie
Plasmodium relictum. Pudo existir una seleccién a través de mutaciones que ha mantenido baja la variedad
intraespecifica, o, es evidencia de una contraccion poblacional por un cuello de botella por deriva génica.

Lared de haplotipos también revelé que los linajes genéticos analizados no se distribuyeron uniformemente entre
las aves hospedantes. El linaje SGS1 exhibid la mayor heterogeneidad de hospedadores, con la mas alta frecuencia de
distribucion entre especies de distintas familias taxonémicas, lo cual, determind que resultara el haplotipo prevalente.
Fue muestreado en varias especies pertenecientes a 10 de las 15 familias identificadas, resaltando en Passeridae,
Fringillidae, Spheniscidae, Strigidae y Muscicapidae, y menos relevante resulté para Corvidae, Emberizidae, Cettiidae
y Laridae. El haplotipo GRW11 también tuvo una frecuencia de distribucion significativa, pero asociado a especies
lejanamente emparentadas, hecho que se manifiesto al ser muestreado en tan solo un hospedador para Passeridae,
Corvidae, Muscicapidae, Sylviidae, Paridae y Picnonotidae; en tanto, el haplotipo GRWO04 se concentré en un menor
espectro de familias, pero resultd muestreado en varias especies de Passeridae y Frigillidae; no asi para Sylviidae. En
contraste, el haplotipo LINOLI01 tuvo la mas baja frecuencia de distribucidn, probada en una especie de las familias
Sulidae y Ploceidae respectivamente. Culicidae, reafirmo su papel esencial en el ciclo de transmision de la malaria
aviar. Plasmodium relictum SGS1 se registr6 en el mayor nimero de vectores.

La figura 4, exhibe la distribucion mundial de Plasmodium relictum a través de sus linajes genéticos.

Figura 4. Mapa con la distribucion mundial de los linajes genéticos de Plasmodium relictum SGS1, GRW04, GRW11
y LINOLIO1. Los circulos representan a los haplotipos y el tamafio de los mismos es proporcional al nimero de
hospedadores que fueron muestreados con el haplotipo. Cada haplotipo esta representado por un color.
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Al observar de manera individual la filogeografia de los linajes SGS1, GRW11, GRWO04 y LINOLIO01 resalté un
patrén de distribucion espacial mas diferenciado. El haplotipo SGS1 no se present6 en el Nuevo Mundo, sin embargo,
se ubico en Africa Occidental y en el resto de las regiones europeas y asiaticas, adicionalmente, se muestred en aves
residentes en Japdn y Nueva Zelanda. La extensa distribucion de Plasmodium relictum SGS1 sugiere que presenta
una transmisién activa en regiones con climas tropicales y templados, al igual que Plasmodium relictum GRWO04, que
se relaciond con hospedadores que habitan en Norteamérica y Suramérica, ademas, en aves migratorias de corta
distancia en Europa Oriental y Asia Occidental. En contraste, el linaje GRW11 parecid estar limitado a Europa
Oriental y Occidental, donde el clima es templado. Plasmodium relictum LINOLIO1 se adjudico la mayor restriccion
geogréfica, para un clima tropical; estuvo vinculado con dos aves endémicas de Africa meridional.
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4. Discusién

Con mas de cien afios de investigacion y de esfuerzos para su contencidn, la malaria aviar continGa extirpando
aves de la naturaleza. Los diferentes fenotipos de virulencia que expresan las aves infectadas, parecen ser el resultado
de una compleja interaccion entre los hospedadores y la estructura filogeogréafica de hemoparéasitos como Plasmodium
relictum.

Los haplotipos mitocondriales examinados en este estudio constituyen los representantes caracteristicos de la
morfoespecie Plasmodium relictum (Valkitnas et al., 2018), excepto el linaje LINOLI04, que no ha sido de los mas
estudiados (Ishtiaq et al., 2012). Los haplotipos SGS1 y GRW11 solo difieren genéticamente en un 0.2 % (Valkiiinas
et al., 2018), mientras que las diferencias genéticas entre los haplotipos SGS1 y GRWO04 varian en un 1.8 % de
nucledtidos en el gen cty-b (Valkitnas et al., 2018; Bensch et al. 2009), por lo que pudieran considerarse especies
cripticas debido a las divergencias en sus genes nucleares (Hellgren et al., 2015; Garcia-Longoria et al., 2014), de otra
parte, la similitud moderada de la secuencia de mtDNA sugiere una division evolutiva reciente entre estos dos linajes
(Hellgren et al., 2015). Estas descripciones moleculares coinciden con los hallazgos encontrados a través de la
reconstruccion filogenética de Plasmodium relictum desarrollada por nosotros.

Wiersch et al. (2005) compararon los valores de distancias genéticas para el gen cty-b entre las especies
Plasmodium relictum, Plasmodium cathemerium y Plasmodium gallinaceum, los resultados obtenidos corroboraron
similitudes de secuencias superiores a un 90 y hasta un 95 %, esto apoya las cercanas relaciones filogenéticas entre
estas especies, adicionalmente, respalda al Citocromo b como un excelente marcador molecular para la identificacion
de los hemosporidios aviares (Dimitrov et al., 2015). Estudios fundamentados en los andlisis de las tasas de
divergencia, han propuesto que Plasmodium gallinaceum y Plasmodium relictum se separaron evolutivamente desde
hace 4 millones de afios (Béhme et al., 2018). Inicialmente, algunas investigaciones consideraron erréneamente a
Plasmodium cathemerium (linaje PADOMO2) como un linaje genético de la morfoespecie Plasmodium relictum, sin
embargo, estudios moleculares demostraron que se trataba de dos morfoespecies distintas, cuyas distancias evolutivas
resaltan estrechos vinculos filogenéticos (Aly et al., 2020). Estos argumentos, estan en correspondencia con la
filogenia robusta que proporciond el grupo externo en el analisis filogenético que realizamos.

De los haplotipos mitocondriales atribuidos a la morfoespecie Plasmodium relictum, el linaje SGS1 es el méas
comun entre los hospedadores (Valkitnas et al., 2018); ha infectado a 129 especies de aves que comprenden 11
6rdenes (Bensch et al. 2009). El linaje GRW11 es relativamente frecuente, confirmandose en aproximadamente 46
especies de aves de 15 familias y 4 6rdenes (Thorel et al., 2021); en tanto, el linaje GRWO04 ha sido informado en 59
especies de 18 familias (Hellgren et al., 2014). La presencia del linaje LINOLI01 en aves silvestres se ha documentado
en muy pocos estudios y su presencia solo se ha descrito en aves paseriformes (Obor et al., nd; Baillie, 2011).

Los resultados que obtuvimos a través del muestreo de las secuencias genéticas estan en correspondencia con lo
referido por otros autores, en consideracion a la baja especificidad de Plasmodium relictum para infectar a una gama
méas amplia de aves de distintas familias y 6rdenes taxonémicos (Dimitrov et al., 2015), y con ello, reafirmamos el
caracter generalista del parasito por medio de sus haplotipos SGS1, GRW11 y GRWO04. Es conocido que los parasitos
con la capacidad de infectar con éxito una amplia variedad de especies hospedantes tambien pueden ser los mas
prevalentes en una sola especie anfitriona (lezhova et al., 2005). A diferencia de los estudios donde el haplotipo
LINOLIO1 estuvo involucrado, informamaos la presencia de este linaje en dos ordenes: Passeriformes y Suliformes,
sin embargo, no aseveramos que Plasmodium relictum LINOLIO1 sea méas especialista que generalista, en relacion
con su especificidad para infectar a las aves. Por medio de analisis filogenéticos y de reconstruccion ancestral, se ha
identificado una tendencia evolutiva de los parasitos que ocasionan malaria aviar a transmutar de generalistas a
especialistas y viceversa (Garcia-Longoria et al., 2019).

Este estudio identifico a distintas especies de aves del orden Passeriformes como hospedantes mayoritarias para
Plasmodium relictum, hecho que coincide con los resultados de algunas investigaciones referentes a las infecciones
causadas por hemosporidios aviares (Himmel et al., 2020, 2021; Harl et al., 2020; Theodosopoulos et al., 2020;
Schumm et al., 2019). Tradicionalmente, la mayoria de los estudios que abordan esta tematica se han enfocado
especificamente en anfitriones paseriformes, que abarcan méas de la mitad de las especies de aves en la naturaleza y
actlian como reservorios del paréasito, con lo cual, las aves no paseriformes han quedado subrepresentadas (Santiago-
Alarcon et al., 2010; Clark et al., 2014). Asi mismo, las especies pertenecientes a este orden muy facilmente quedan
atrapadas en los métodos predominantes de muestreo de aves silvestres, ya sean redes de niebla o trampas, hecho que
también ha influido en el mayor estudio de este orden taxondmico (Valkitinas, 2005). Estas, son razones que pudieran
explicar la mayor prevalencia encontrada para las aves paseriformes en este estudio. No obstante, en los Ultimos afios,
es notable el incremento de investigaciones relacionadas con la presencia de malaria aviar en pinglinos
(Sphenisciformes) cautivos en zooldgicos y acuarios (Hernandez-Colina et al., 2021; Inumaru et al., 2021; Gonzalez-
Olvera., 2022). Es conocido que los pingliinos cuando son trasladados a regiones endémicas de malaria aviar para
permanecer cautivos en estas instalaciones, se convierten en aves muy susceptibles debido a la ausencia de presiones
selectivas por parte del parasito en sus habitats no endémicos, por lo que exponen una mortalidad aguda tras ser
infectados (Grilo et al., 2016). Hasta el momento, conocemos que Plasmodium relictum SGS1 estuvo asociado a un
evento de mortalidad de pingliinos en un zooldgico (Spottiswoode et al., 2020). Pudimos comprobar en el presente
trabajo, el vinculo de este linaje con aves esfenisciformes, pues fue muestreado en dos secuencias genéticas cuyos
hospedadores eran pinglinos.

Los mosquitos de la familia Culicidae desempefian un papel crucial en la propagacion exitosa de Plasmodium
relictum, siempre que estén disponibles en el area geogréafica (Thorel et al., 2021). Culex pipiens y Culex
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quinquefasciatus se han identificado como especies que intervienen en la transmision activa de este parasito
(Martinez-de la Puente et al., 2021), hecho que corroboramos a través de las secuencias muestreadas. Un hallazgo
significativo para nosotros fue el registro del haplotipo GRWO04 en ambas especies de mosquitos. Valkitinas et al.
(2015) demostraron con la ayuda de la PCR, que Plasmodium relictum GRWO04 completd sus etapas esporogoénicas
en hembras de Culex pipiens que fueron infectadas en condicones de laboratorio a bajas temperaturas; a partir de este
descubrimiento, comenzd a considerarse a esta especie como otro vector efectivo para la transmisién de Plasmodium
relictum GRWO04 ademés de Culex quinquefasciatus, lo cual, ha trascendido en la epidemiologia de la malaria aviar.
Adicionalmente, los resultados que obtuvimos, mostraron que Plasmodium relictum SGS1 y GRW11 pueden infectar
a mosquitos del género Culex y Aedes, de acuerdo con lo manifestado por otros autores (Gutiérrez-Lépez et al., 2020;
Nourani et al., 2020; Martinez-de la Puente et al., 2021). No encontramos informacién disponible sobre los posibles
vectores efectivos para el linaje LINOLIOL.

Las aves migratorias de larga distancia realizan extensos recorridos entre las areas geogréaficas de reproduccion
e invernada, asi, quedan expuestas a ecosistemas variados y a los vectores que habitan en ellos, por tanto, la
probabilidad de que sean infectadas por hemosporidios aviares es muy alta, del mismo modo, contribuyen a la
diseminacion intercontinental de estos parasitos (Nourani et al., 2020). En correspondencia con otros estudios,
(Valkitnas et al., 2018; Hellgren et al., 2014) comprobamos que la mayor frecuencia de distribucion geogréafica para
los haplotipos SGS1, GRW11 y GRWO04 tuvo lugar en las regiones euroasiaticas, donde prevalecio el linaje SGS1,
que ademas de transmitirse entre especies migratorias de Africa Occidental, Japon y Nueva Zelanda, otros autores lo
han relacionado con pinglinos cautivos en Norteamérica y en aves silvestres de Suramérica (Spottiswoode et al.,
2020; Marzal et al., 2015), lo que demuestra su extensa transmisién en regiones con climas tropicales y templados.
Los registros del linaje GRW4 en Europa corresponden solamente a aves adultas migratorias que han regresado de
areas de invernada en Africa Occidental y Asia (Valkitnas et al., 2018), sin embargo, pudimos vincularlo con aves
paseriformes migrantes de corta distancia de regiones euroasiaticas y con otras aves en Norteamérica, en contraste, en
nuestro estudio no existio conexion alguna entre el haplotipo GRWO04 y Africa, que es reconocida como su principal
area de transmision junto a Norteamérica y distintas islas oceanicas, incluida Hawai (Beadel et al., 2006). Referimos
la presencia del linaje GRW11 en las regiones de Asia Oriental, Europa Oriental y Occidental, en cambio,
recientemente se demostrd su asociacién con hospedadores de Australasia (Amaya-Mejia et al., 2022). A pesar de la
restringida ubicacion geogréafica que describimos para el linaje LINOLIO1, hace algunos afios se documentd que
Plasmodium relictum LINOLIO1 infect6 a un ave endémica de Nueva Zelanda y a otras en Europa Oriental (Baillie et
al., 2012; Obor et al., nd). Los resultados mostrados, confirman que las aves por medio de la migracion conectan
comunidades constituidas por varias especies, de este modo, han contribuido a diseminar los haplotipos mitocondriales
de Plasmodium relictum a lo largo de sus rutas migratorias, al mismo tiempo, la inclusién del parésito en nuevos
ecosistemas, requiere un mosquito competente que sustente su ciclo de transmision (Miranda-Péez et al., 2022).

De acuerdo con algunos estudios, Plasmodium relictum SGS1 no solo es el mas frecuente en términos
filogeogréaficos y rango de hospedadores, también es considerado como el més virulento, pues suele desarrollar una
elevada parasitemia durante la fase aguda de la malaria aviar, ya sea en infeccién Unica o en coinfeccién con otro
haplotipo de su misma morfoespecie, ocasionando una morbimortalidad significativa, especialmente, en aves ingenuas
(Palinauskas et al., 2008; Cellier-Holzen et al., 2010; Ellis et al., 2015).

Palinauskas et al. (2008) infectaron experimentalmente a cuatro especies de aves paseriformes con Plasmodium
relictum SGS1; la parasitemia result6 considerablemente alta en algunas especies (Loxia curvirrostra y Spinus spinus)
con valores de hematocrito significativamente menores, ademas, el higado y el bazo mostraron una hipertrofia
marcada. En estas aves, el estado de infeccién ocasionado por este linaje expreso un fenotipo de virulencia grave, sin
embargo, no se registré mortalidad. En otras aves (Fringilla coelebs y Passer domesticus), la parasitemia fue baja y
no existio repercusion en los érganos internos, con lo cual, el fenotipo de virulencia expresado pudo ser leve o
subclinico.

Otro estudio, también desarrollado experimentalmente, evalué el impacto en el estado de salud de los canarios
domeésticos (Serinus canaria domestica) durante infecciones Unicas con los linajes SGS1 y GRW11 de Plasmodium
relictum y en coinfeccion (Palinauskas et al., 2022). La dindmica de la parasitemia fue mas intensa para algunos
canarios infectados con Plasmodium relictum SGSL1; se registraron dos incrementos bruscos de parasitemia en el
transcurso de la infeccién aguda, finalmente, las aves murieron. En cambio, la parasitemia de los canarios infectados
con Plasmodium relictum GRW11, no reflejaron diferencias significativas en comparacion con las aves del grupo
SGS1, tampoco existié mortalidad en el grupo de canarios GRW11. El porcentaje de glébulos rojos infectados en los
canarios coinfectados, no difiri6 de manera significativa de la parasitemia de las aves en los grupos individuales y
tampoco fue afectada por la interaccion de estos dos linajes genéticos.

Por otra parte, Azelyté et al. (2022), disefiaron un protocolo para cuantificar la parasitemia en las aves
paseriformes Spinus spinus tras ser infectadas en el laboratorio con el linaje GRWO04 (infeccion individual) y en
coinfeccion con el linaje SGS1. Los resultados revelaron que durante la coinfeccion, Plasmodium relictum GRWO04
desarrollé una parasitemia transitoria leve, que desaparecio de la sangre periférica de los hospedadores a medida que
se incrementaba la parasitemia desarrollada por Plasmodium relictum SGS1, adicionalmente, el estado de infeccidn
que indujo el linaje GRWO04 no influyé significativamente en la salud de las aves durante la infeccion individual ni en
coinfeccion, en cambio, el linaje SGS1 mostré un comportamiento mas virulento al superar el estado de infeccién
generado por el otro linaje (Fig. 5).
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Figura 5. Representacion gréafica de la coinfeccion de dos linajes de Plasmodium relictum: GRW04 y SGS1
(Tomado de: Azelyté et al., 2022).

Time

Videvall et al. (2020) investigaron la respuesta transcripcional en las aves Spinus spinus luego de su infeccion
experimental con los linajes SGS1 y GRWO04. Comprobaron que las aves infectadas por Plasmodium relictum SGS1
expusieron valores de parasitemia superiores a un 80 %, con cambios relevantes en el transcriptoma aviar que
involucro a varios genes durante el desarrollo de la infeccion, sin embargo, para las aves infectadas por Plasmodium
relictum GRWO04, la parasitemia fue marcadamente baja (0,7 %) y la respuesta transcripcional de los hospedadores
mucho menor.

No obstante, Plasmodium relictum GRWO04 fue el responsable de las fatidicas consecuencias que padecieron las
comunidades de aves insulares tras su introduccion en Hawai (Valkiiinas et al., 2005). En este contexto, su virulencia
estuvo favorecida por la geografia a través del gradiente altitudinal. EI aumento de la temperatura ambiental posibilitd
la diseminacién del mosquito Culex quinquefasciatus por todas las tierras bajas, himedas y calidas de las islas, en
consecuencia, este haplotipo se volvié muy prevalente entre las aves y exacerb6 su virulencia (Beadell et al., 2006).
La temperatura del ambiente es una variable que controla la distribucién altitudinal en un rango taxonémico y
ecolégico diverso de especies, por tanto, puede influir en la prevalencia de los hemosporidios en sus hospedadores y
en la dindmica de la parasitemia (Gramszegi, 2011).

Los linajes mas virulentos, desarrollan parasitemias significativamente altas que conducen a una mayor hemolisis
eritrocitaria, cuyo resultado es una anemia aguda severa que compromete el transporte de oxigeno a los tejidos y
6rganos. El desequilibrio de la homeostasis y la hipoxia tisular, desencadenaran una cascada de eventos metab6licos
implicados en la liberacion de radicales libres; el incremento del estrés oxidativo en el hospedador y las lesiones en
sus 6rganos diana seran irremediables, en consecuencia, el estado de infeccidn serd mas extremo, con un desenlace
fatal para el ave en la mayoria de los casos, especialmente, si no ha coevolucionado con el parasito, a diferencia de lo
que sucederia ante una baja parasitemia, donde el estado de infeccion resultaria menos agresivo con el hospedador
(Muriel, 2020).

Algunas investigaciones (Zamora-Vilchis et al., 2012), hallaron una fuerte relacion entre los gradientes
altitudinales y la prevalencia de hemosporidios en la sangre de las aves infectadas. Las que habitaban en zonas bajas
(aproximadamente a 400 m) con temperaturas altas, mostraron una prevalencia de hemoparasitos elevada, en cambio,
las bajas temperaturas de las regiones montafiosas (1200 m), determinaron un predominio menor de parasitos en la
sangre de las aves estudiadas.

La abundancia de vectores competentes esta directamente relacionada con la temperatura del ambiente, esto
determina en parte la preponderancia del parasito en los hospedadores aviares, en distintas zonas geograficas (Gupta
et al., 2020).

Zamora-Vilchis et al. (2012) documentaron que con cada grado Celsius que aumente la temperatura ambiental,
se incrementa la prevalencia de los hemosporidios aviares en la sangre hasta en un 10 %.

Otro estudio de la parasitemia en aves infectadas por especies de Plasmodium, desarrollado en la isla de Sao
Tomé, identificd la mayor parasitemia en las aves que habitaban en zonas con temperatura ambiental mas elevada
(tierras bajas) respecto a la parasitemia desarrollada en las aves con habitats en regiones montafiosas, en éstas, el
porcentaje de glébulos rojos infectados fue menor del 1 % (Gual Romero, 2021), hecho que propici6 un fenotipo de
virulencia leve en las aves enfermas.

Los resultados exhibidos por las investigaciones anteriores, confirman que el gradiente altitudinal influye en la
dindmica de la parasitemia mediante la temperatura ambiental; de esta manera, la geografia contribuye con la
expresion de fenotipos diferenciales de virulencia en la malaria aviar.

Los individuos con mejor condicién fisica y mejor estado nutricional, inmunolégicamente resultaran mas
resistentes y competentes para enfrentar con mayor éxito la enfermedad, al igual que aquellos que estuvieron expuestos
a las presiones selectivas del parésito en algin momento de su vida (Muriel, 2020).

De acuerdo con los andlisis realizados en este estudio, Plasmodium relictum muestra una dindmica de parasitemia
variable, en correspondencia con el estado de infeccion de las aves; la misma, resulta una variable condicionada por
la estructura filogeografica del parasito, por los vectores dipteros competentes en el area y por los hospedadores.
Finalmente, afirmamos que la estructura filogeogréfica de Plasmodium relictum esta correlacionada con el estado de



Estructura Filogeogrifica, hospedadores y virulencia de Plasmodium relictum, 2023, Rubal & Navarro 12 of 17

infeccion de las aves y predispone a la expresidon de fenotipos diferenciales de virulencia en la malaria aviar. Ademas,
resaltamos que la parasitemia es una variable dependiente de factores medioambientales, hecho que debe considerarse
en los estudios de campo con aves silvestres y en las investigaciones experimentales.

5. Conclusiones

Plasmodium relictum es un parasito generalista que infecta a especies de aves de distintos drdenes taxondmicos,
especialmente a las del orden Passeriformes. El linaje SGS1 se ha identificado como el mas cosmopolita, prevalente
y virulento entre los hospedadores. La alta capacidad de dispersion geogréafica del parasito y su adaptacion a diferentes
condiciones climaticas, esta favorecida por su variada estructura genética-poblacional; por su rango mas extenso de
vectores competentes, entre ellos, especies del género Culex y Aedes y por las aves migrantes de larga distancia.

La dindmica de la parasitemia ocasionada por Plasmodium relictum esta en correspondencia con el estado de
infeccién de las aves y con los fenotipos diferenciales de virulencia y es una variable que se infiere en el patron de la
estructura genética-poblacional del parasito y por el gradiente altitudinal.

La estructura filogeografica de Plasmodium relictum demuestra que el estado de infeccion de las aves ha
seleccionado fenotipos diferenciales de virulencia en la malaria aviar.

6. Recomendaciones

Se necesita incrementar el muestreo de aves no paseriformes, pues la diversidad de hospedadores aviares dentro
de los otros drdenes taxondmicos estd subrepresentada. Deben desarrollarse investigaciones que implementen la
secuenciacion genética a partir de muestras de aves infectadas en la naturaleza, lo cual, permitira identificar a los
haplotipos mitocondriales de Plasmodium relictum que circulan entre los hospedadores de las regiones geogréaficas
menos muestreadas, con énfasis en las areas neotropicales. Adicionalmente, proponemos que, una vez obtenidas las
secuencias genéticas de los haplotipos, se incluyan en las bases de datos GenBank y MaLAvi, de esta manera, se
enriqueceran los futuros analisis filogenéticos y filogeograficos vinculados con este hemosporidio aviar.
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Anexo 1. Codigos de adhesion al GenBank, haplotipos mitocondriales, hospedadores, érdenes y familias taxondémicas
y origen geogréfico para los taxones de Plasmodium relictum utilizados en el estudio (Taxa=49, secuencias parciales

del gen cty-b).

Codigo Haplotipos Hospedadores Ordenes Familias Ubicacion
GenBank geografica
AF495571.1 SGS1 Passer luteus Passeriformes Passeridae Nigeria
LC230046.1 SGS1 Spheniscus humboldti Sphenisciformes Spheniscidae Japon
OM311293.1 SGS1 Garrulus glandarius Passeriformes Corvidae Lituania
0P208043.1 SGS1 Antipodas megadyptes Sphenisciformes Spheniscidae Nueva Zelanda
DQ451403.1 SGS1 Passer domesticus Passeriformes Passeridae Israel
EF011193.1 SGS1 Emberiza hortulana Passeriformes Emberizidae
KR049253.1 SGS1 Ochlerotatus cantans Diptera Culicidae Rusia
KR049254.1 SGS1 Ochlerotatus cantans Diptera Culicidae
JQ778276.1 SGS1 Culex pipiens Diptera Culicidae Suiza
Passer domesticus Passeriformes Passeridae
KC787080.1 SGS1 Spinus spinus Passeriformes Fringillidae Rusia
KF723315.1 SGS1 Culex pipiens Diptera Culicidae Suiza
KM361491.2 SGS1 Carduelis spinus Passeriformes Fringillidae Rusia
KU752590.1 SGS1 Carduelis chloris Passeriformes Fringillidae
KX831064.1 SGS1 Parus montanus Passeriformes Passeridae Turquia
MF101826.1 SGS1 Passer montanus Passeriformes Passeridae
MF101828.1 SGS1 Passer domesticus Passeriformes Passeridae
MF347697.1 SGS1 Culex pipiens Diptera Culicidae Austria
MF928792.1 SGS1 Larus michahellis Charadriiformes Laridae Turquia
MF928797.1 SGS1 Strix aluco Strigiformes Strigidae
MK652231.1 SGS1 Serinus canaria Passeriformes Fringillidae Lituania
MK652232.1 SGS1 Parus major Passeriformes Paridae Austria
MK652233.1 SGS1 Athene noctua Strigiformes Strigidae
MW523356.1 SGS1 Passer hispaniolensis Passeriformes Passeridae
MW523357.1 SGS1 Cettia cetti Passeriformes Cettiidae
MW523359.1 SGS1 Curruca melanocephala Passeriformes Sylviidae Italia
MW523361.1 SGS1 Erithacus rubecula Passeriformes Muscicapidae
MT925890.1 SGS1 Cercotrichas galactotes Passeriformes Muscicapidae Iran
MZ465355.1 SGS1 Parus major Passeriformes Paridae Austria
MT925891.1 SGS1 Passer domesticus Passeriformes Passeridae Irén
MZ465363.1 | GRW11 Fringilla coelebs Passeriformes Fringillidae Austria
OM311283.1 | GRW11 Periparus ater Passeriformes Paridae Lituania
DQ451407.1 GRWI11 Corvus corone Passeriformes Corvidae Israel
KR049255.1 GRWI11 Ochlerotatus cantans Diptera Culicidae Rusia
KF723317.1 GRWI11 Culex pipiens Diptera Culicidae Suiza
KM361493.2 | GRWI11 Loxia curvirostra Passeriformes Fringillidae Rusia
MF101825.1 GRWI11 Passer montanus Passeriformes Passeridae Turquia
MF101832.1 GRWI11 Saxicola rubetra Passeriformes Muscicapidae
MT925880.1 | GRWO04 Passer domesticus Passeriformes Passeridae Irén
KR139675.1 | GRWO04 Sylvia borin Passeriformes Sylviidae
KR139676.1 | GRWO04 Carduelis spinus Passeriformes Fringillidae Rusia
KR139677.1 | GRWO04 Culex pipiens Diptera Culicidae
KR139678.1 | GRWO04 Culex quinquefasciatus Diptera Culicidae
KT363870.1 GRWO04 Passer domesticus Passeriformes Passeridae Chile
DQ659553.1 | GRWO04 Hemignathus virens Passeriformes Fringillidae EE: UU
MT925877.1 | GRWO04 Sylvia mystacea Passeriformes Sylviidae
MT925879.1 | GRWO04 Pycnonotus leucotis Passeriformes Pycnonotidae Irén
MT925878.1 | GRWO04 Passer domesticus Passeriformes Passeridae
DQ659556.1 | LINOLIO1 Sula capensis Suliformes Sulidae Sudéfrica
DQ659555.1 | LINOLIO1 Ploceus velatus Passeriformes Ploceidae Botsuana
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