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NOTA BREVE / SHORT NOTE

DETECCION POR PCR DE Haemoproteus archilochus EN
Amazilia tzacatl (Trochilidae) EN COLOMBIA.

PCR detection of Haemoproteus archilochus in Rufous-tailed
Hummingbird Amazilia tzacatl (Trochilidae) in Colombia.
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RESUMEN

La infeccién causada por haemosporidios en colibries no ha sido estudiada en zonas agroforestales o urbanas de la vertiente
occidental de la Cordillera Oriental de los Andes en el departamento de Santander, pese a existir evidencia de esta en otros grupos de
aves. Con el fin de detectar e identificar los pardasitos causales de infecciones por haemosporidios, se tomaron muestras de sangre de
la vena yugular de colibries en seis localidades. La presencia de infeccién se llevé a cabo por PCRy la identificacién de los parasitos
se hizo a partir de secuencias del gen mitocondrial Citocromo b (Cyt b). Se obtuvieron 86 muestras de sangre de 20 especies de
colibries. La prevalencia de infeccién en general fue del 43 % y en el 18 % de las muestras infectadas del colibri Amazilia colirufa
(Amazilia tzacatl) se identificaron secuencias de Haemoproteus archilochus correspondientes al linaje HUMHA4. Se reporta por primera
vez para Colombia la presencia de H. archilochus en A. tzacatl, por medio de técnicas de biologia molecular. Este pardsito podria estar
implicado en la haemoproteosis de colibries en el pais.
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ABSTRACT

Haemosporidian infection in hummingbirds has not been studied in agroforestry or urban areas of the Eastern Andes’ western slope,
in the department of Santander, despite the existence of evidence of this in other groups of birds. To detect and identify the causative
parasites of haemosporidium infections, we took blood samples from the jugular vein of hummingbirds in six locations. PCR carried
out the diagnosis of the infection, and the identification of the parasites was made from sequences of the mitochondrial gene
Cytochrome b (Cyt b). 86 blood samples were obtained from 20 species of hummingbirds. The prevalence of infection, in general,
was 43 %, and in 18 % of the infected samples of Rufous-tailed Hummingbird (Amazilia tzacatl), sequences of HUMHAA4 lineage from
Haemoproteus archilochus were identified. The presence of H. archilochus in A. tzacatl is reported for the first time in Colombia using
molecular biology techniques. This parasite could be implicated in the haemoproteosis of hummingbirds in the country.
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Haemoproteus archilochus infecta la Amazilia colirufa

Las infecciones producidas por pardsitos del orden
Haemosporida (Valkiunas, 2005), setransmitena unaamplia
gama de aves Bradshaw et al., (2017) afectando tanto la
sangre como los érganos de su hospedero (Pérez-Tris et al.,
2015). En colibries (Familia: Trochilidae), aves endémicas
del continente americano, se han reportado pardsitos de los
géneros Haemoproteus (Valkiunas et al., 2004), Leucocytozoon
(Matta et al., 2014) y Plasmodium (Marzal et al., 2015),
como causantes de infecciones en poblaciones silvestres.
Los estudios de Mijares et al. (2012), Harrigan et al. (2014),
Marzal et al. (2015) y Moens et al. (2016), evidencian
que las poblaciones de colibries se encuentran infectadas
frecuentemente y los pardsitos que las afectan representan,
por lo general, nuevos reportes en la literatura, tal es el caso
de los cuatro linajes moleculares de Haemoproteus archilochus
identificados en el norte de California en las especies
colibri de Ana (Calypte anna) y colibri gorginegro (Archilochus
alexandri) (Bradshaw et al., 2017).

En Colombia, los estudios orientados a identificar
pardsitos haemosporidios en colibries han usado métodos
de microscopfa (Rodriguez et al., 2009; Gonzilez, et al.,
2014), herramientas moleculares (Gonzalez-Quevedo et al.,
2016), o ambas técnicas (Mantilla et al., 2013; Gonzalez et
al., 2015; Lotta et al., 2016). Todas estas investigaciones no
se enfocaron exclusivamente en muestras de colibries y la
mayorfa se realizaron en areas protegidas (Gonzalez et al.,
2015;Lottaetal.,2015; Lottaetal.,2016;Gonzalez-Quevedo
et al., 2016). Villamizar-Escalante (2017), caracterizé con
métodos moleculares pardsitos haemosporidios en 110
especies de aves en el departamento de Santander; sin
embargo, no incluyé muestras de colibries.

La presente contribucién se enfoca en estimar la
prevalencia deinfeccién, asicomo reportarla presencia delos
pardsitos haemosporidios cuyas secuencias del gen Cyt b se
identificaron en poblaciones de colibrfes en el departamento
de Santander. Para esto, se muestrearon seis localidades del
departamento ubicadas sobre la vertiente occidental de la
Cordillera Oriental de los Andes (Fig. 1), caracterizadas por
ser zonas agroforestales o urbanas. El esfuerzo de muestreo
se estimé en 170 horas-red por localidad (sensu Villarreal
et al., 2004). Un total de 86 individuos de 20 especies de
colibries fueron capturados (rango = 1 hasta 24 individuos
por especie) y después de la toma de muestras sanguineas
fueron liberados. De cada individuo se extrajo entre 10 y 50
pL de sangre por puncién de la vena yugular, acorde a lo
indicado por Owen (2011). La sangre se almacend en tubos
estériles con 50 pL de etanol absoluto y para la extraccién
de ADN se procedié segtin lo descrito en el protocolo de
Green y Sambrook (2012). El diagnéstico de la infeccién se
llevé a cabo empleando PCR con los cebadores 343F y 496R
descritos por Fallon et al. (2003). Posteriormente, con el
objetivo de amplificar un fragmento de 478 pb del gen Cyt
b de los parasitos, se hizo PCR anidada con las muestras
diagnosticadas como positivas seglin se encuentra descrito

en Hellgren et al. (2004). Los productos de PCR anidada
fueron visualizados en geles de poliacrilamida al 6 % tefiidos
con AgNO, (Santos et al., 1993) y luego fueron purificados
y secuenciados mediante la técnica Sanger en un ABI
3500 en el Servicio de Secuenciacién y Andlisis Molecular
de la Universidad Nacional de Colombia (SSiGMol). Las
secuencias obtenidas se editaron con CodonCode Aligner
v. 8.0.1 (CodonCode Corporation, 2018) y la identificacién
se realiz6 mediante el uso de BLAST (Altschul et al., 1990),
comparando con secuencias depositadas en GenBank.

Figura 1. Localidades donde se muestrearon colibries en el presente
estudio. 1. Campo Duro, Municipio de Puerto Wilches (65 ms. n. m.);
2. San Benito, Municipio de Rionegro (902 m s. n. m.); 3. Campus
Central de la Universidad Industrial de Santander - UIS, Municipio
de Bucaramanga (959 m s. n. m.); 4. Hacienda El Roble, Municipio
de Los Santos (1650 m s. n. m.); 5. La Esparta, Municipio de Santa
Barbara (1900 m s. n. m.); 6. La Laguna, Municipio de Vetas (3417
ms.n.m.).

Los resultados aqui reportados, no se corroboraron
con técnicas de microscopia, pero los métodos basados en
PCR se han considerado como adecuados para este tipo de
identificaciones (Fallon y Rickfles, 2008). La infeccién se
presentd en 37 muestras de 12 especies de colibries (Tabla 1),
siendo la prevalencia del 43 %. La Amazilia colirufa (Amazilia
tzacatl), especie de colibri de amplia distribucién que en
Colombia se encuentra hasta 2000 m s. n. m. (McMullan,
2018), mostré infeccién en el 45,8 % de los individuos
capturados (n = 24). El 18 % de estos presentaron identidad
del 100 % con la secuencia del gen Cyt b de Haemoproteus
archilochus KY560447, reportada previamente en GenBank
por Bradshaw et al. (2017). Las secuencias aisladas en este
estudio corresponden a muestras tomadas en la Vereda
San Benito, Municipio de Rionegro, Santander (Fig. 1) y
se encuentran depositadas en GenBank con nidmero de
acceso MW548593 y MW548594; estas presentan 478
pb idénticos, su contenido nucleotidico es 73,2 % de AT
y 26,8 % de CG y se corresponden con el linaje HUMHA4
identificado por Bradshaw et al. (2017).
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Tabla 1. Especies y nimero de individuos de colibries
diagnosticados con infeccién por haemosporidios siguiendo el
método sugerido por Fallon et al. (2003).

No. de No. de
Especies muestras muestras
analizadas infectadas

Florisuga mellivora 3 2
Glaucis hirsutus 7 6
Phaethornis anthophilus 3 2
Phaethornis guy 3 1
Colibri cyanotus 3 1
Colibri coruscans 6 3
Anthracothorax nigricollis 4 4
Adelomyia melanogenys 1 0
Lesbia victoriae 7 0
Ramphomicron microrhynchum 2 0
Chalcostigma heteropogon 1 0
Aglaeactis cupripennis 1 0
Coeligena coeligena 1 0
Coeligena torquata 1 0
Boissonneaua flavescens 1 1
Campylopterus falcatus 1 1
Saucerottia castaneiventris 5 3
Saucerottia cyanifrons 11 2
Amatzilia tzacat! 24 11
Uranomitra franciae 1 0
Total 86 37
Prevalencia (%) 43,0

Este es el primer reporte de secuencias del gen
mitocondrial Cyt b de H. archilochus infectando a la especie
Amazilia colirufa (A. tzacatl) en Colombia. El hemopardsito
H. archilochus ha sido reportado en aves de la familia
Trochilidae (Valkiunas, 2005). La descripcién de este
haemosporidio por Coatney y West (1938), se realizé en
un colibri gorgirrubi (Archilochus colubris) muestreado en
Nebraska, U.S.A. A nivel del Neotrépico, Bennett y Borrero
(1976), usando métodos de microscopia, lo reportaron
infectando un individuo del Pico de Hoz Comun (Eutoxeres
aquila)
La presencia de H. archilochus en diferentes regiones de
Colombia, puede tener implicaciones en la conservacién de
las especies silvestres de colibries, debido a que esta infeccién
afecta el desempefio reproductivo y la supervivencia de sus
hospederos (Godoy et al., 2014).

La identidad del 100 % entre la secuencia KY560447
con las aqui reportadas, sugiere la versatilidad que tiene
este haemosporidio para infectar distintas especies dentro
de la familia Trochilidae presentes en diferentes regiones
zoogeograficas dentro de su distribucién. A partir de los
hallazgos obtenidos con evidencias de biologfa molecular

muestreado en el sur occidente colombiano.
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se concluye que, H. archilochus infecta a Amazilia colirufa
(A. tzacatl), hospedero no reportado en estudios anteriores.
Adicionalmente, este haemosporidio se
infectando colibries en el departamento de Santander,
lo cual sugiere la presencia de este en diferentes regiones
de Colombia.
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