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RESUMEN

Introducción: Toxoplasma gondii es un parásito intracelular con distribución mundial causante de la Toxoplas-
mosis. Análisis moleculares han revelado que posee clonalidad marcada en Norte Amérca y Europa donde predo-
minan los linajes  tipo I, II y III. en contraste, un patrón diferente ha sido encontrado en Sur América. La secuencia
B1 de Toxoplasma gondii ha sido utilizado para la detección de ADN del parásito. El objetivo del presente trabajo
fue hacer un análisis fi logenético a partir de secuencias B1 obtenidas por PCR anidada en muestras de heces de
gatos.

Materiales y Métodos: Se recolectaron 21 muestras fecales de gatos domésticos. Se  realizó extracción de ADN
y se amplifi có la secuencia B1 PCR anidada. Los productos fueron secuenciados y se alinearon con secuencias del
GenBank utilizando la rutina einsi en MAFFT. Se eligió el modelo de acuerdo al Criterio de Información Bayesia-
no (BIC)  y la reconstrucción fi logenética se realizó con inferencia bayesiana utilizando MrBayes 3.

Resultados: 7 muestras positivas y secuenciadas fueron alineadas junto a 76 secuencias obtenidas del GenBank.
Luego, el modelo de sustitución elegido por el BIC fue HKY+G, a partir del cual se obtuvo un árbol y.- 3 grupos
fueron obtenidos que se soportan con valores estadísticos totales (PP: 1)
.
Discusión: Nuestros resultados revelaron la existencia de clados con distancias genéticas intraespecífi cas ba-
jas y la ausencia de una estructura geográfi ca. Mientras que las secuencias suramericanas formaron una región
geográfi ca aislada. Sin embargo, para obtener la circulación de genotipos específi cos, se necesitaría de análisis
multilocus.

Palabras claves: Toxoplasma, fi logenia, B1, gatos domésticos, PCR anidada, Colombia.
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ABSTRACT

Introduction: Toxoplasma gondii is an intracellular parasite with global distribution, responsible of Toxoplasmo-
sis. Molecular analyses have revealed that it possess remarkable clonality in North America and Europe, where
the predominant lineages are type I, II and III. In contrast, a different pattern has been found in South America.
The B1 sequence of Toxoplasma gondii has been used for DNA parasite detection. The objective of this work is to
analyze phylogenetic relationships based on B1 sequences obtained by nested PCR in cat feces samples.

Materials and Methods: Materials and Methods: 21 feces samples from domestic cats were collected. From
these we extracted DNA and amplifi ed B1 sequence by nested PCR. Products were sequences and we obtained
sequences from GenBank and were aligned using the einsi routine in MAFFT. Bayesian information criterion
(BIC) was used to fi nd the best substitution model and phylogenetic analysis was carried out in MrBayes 3.

Results: we obtained 7 positive and sequenced samples, which were aligned together with76 sequences from
GenBank. Then,  the best substitution model chosen by BIC was HKY+G, from which a tree was obtained and
three groups were retained and supported by total statistical values (PP=1).

Discussion: our results revealed the existence of clades with low genetic intraspecifi c distances and the absence
of geographic structure. Meanwhile, South American sequences formed an isolated geographic region. However,
to fi nd the fl ow of specifi c genotypes, a multilocus analysis would be needed.

Keywords: Toxoplasma, phylogeny, B1, domestic cats, nested PCR, Colombia.
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INTRODUCCIÓN

Toxoplasma gondii es un parásito intracelular obligado
con distribución mundial causante de la Toxoplasmosis
infectando la mayoría, de especies de aves y mamíferos,
siendo los félidos los únicos hospedadores defi nitivos,
hasta ahora conocidos, que excretan ooquistes resisten-
tes al ambiente (1). Entre las vías de transmisión más
comunes se encuentran la ingestión de ooquistes (agua,
suelo o alimentos), el consumo de un hospedador in-
termediario infectado con quistes en su tejido y trans-
misión congénita (1, 2, 3, 4). Aunque los aislamientos
de T. gondii han sido considerados históricamente si-
milares, análisis moleculares revelaron que ellos se en-
cuentran con clonalidad marcada en Norte América y
Europa, en donde los linajes predominantes son conoci-
dos como tipo I, II y III, constituyendo la gran mayoría
de aislados (5). Sin embargo, Dubey y colaboradores
(6) encontraron el cuarto linaje clonal denominado el
tipo XII  en felinos de vida silvestre en Norte Améri-
ca (4). En contraste, un patrón enteramente distinto ha
sido evidenciado en Sur América, en la cual se pueden
encontrar diferentes linajes mostrando una gran diversi-
dad dentro y entre grupos (7, 8).

Análisis moleculares para la detección de T. gondii han

sido utilizados debido a que son específi cos, sensibles
y rápidos y podría proveer información de genotipos
de ooquistes aislados (9). Usualmente ha sido utiliza-
da la amplifi cación de la secuencia repetitiva B1 de T.
gondii por medio de PCR anidada descrita por Burg y
colaboradores (10). Así, en nuestra región, la detección
de  este parásito en tejido animal y muestras ambien-
tales han utilizado esta secuencia (11,  12, 13, 14, 15,
16). Grigg y Boothroyd (17) exploraron la posibilidad
de que este locus pudiera ser usado para genotipifi car
cepas, encontrando que la secuencia B1 podría permitir
la diferenciación de la cepa tipo I. Mientras que Tri-
viño-Valencia y colaboradores (15) utilizaron este lo-
cus para encontrar similaridad o divergencias entre las
secuencias, agrupando fi nalmente las secuencias según
su fuente. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
fue hacer un análisis fi logenético a partir de secuencias
obtenidas como producto de la amplifi cación de la se-
cuencia B1 de T. gondii por PCR anidada en muestras
de heces de gatos.

Materiales y Métodos

Se recolectaron muestras fecales de 21 gatos domésti-
cos (Felis catus) en domicilios de la ciudad de Arme-
nia, Quindío, Colombia, las cuales fueron almacenadas
a 4°C para su posterior análisis.
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Extracción de ADN y Amplifi cación

Para la extracción de ADN de heces de gatos domésticos
se siguió el protocolo descrito por Triviño y colabora-
dores (15) mediante el cual se tomaron los pellets  resul-
tantes del método formalina/éter y se lavó por 4 repeti-
ciones en tubos eppendorf de 2ml con 300 µl de tampón
fosfato salino al 1X con centrifugaciones a 4500g por
10 minutos y vortex por 30 segundos. Se descartó el so-
brenadante y se dejó aproximadamente 300 µl de mues-
tra a la cual se agregó 600 µl de DNAzol (Invitrogen),
10 µl de alcohol isoamílico (Fisher Scientifi c), 0,3g
de perlas de silicato de zirconio  con un diámetro de
0,5mm (BiosPec). Las muestras fueron agitadas en 5 re-
peticiones en un Mini-BeadBeater (BioSpec) a máxima
velocidad por 1 minuto y se intercaló con 1 minuto en
hielo. Se utilizó el kit de extracción de Wizard Genomic
Promega para la lisis nuclear y purifi cación de acuerdo
al protocolo del fabricante. Para la detección de ADN
se aplicó como estrategia la amplifi cación de la secuen-
cia B1, la cual es específi ca de T. gondii y se encuentra
repetido (10) en el genoma del parásito,  a través de la
técnica PCR anidada (18). Los productos amplifi cados
fueron observados en gel de agarosa al 1,5% y electro-
foresis. Los productos que resultaron positivos fueron
secuenciados bajo las condiciones de un termociclador
BigDye® usando el servicio automático normal de de
Macrogen (Corea) en el secuenciador de ADN 3730XL
utilizando los mismos primers de amplifi cación.

Análisis Filogenético

Se descargaron secuencias de la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) correspondientes a am-
plifi caciones de la secuencia B1 de T. gondii.  Estas y
las secuencias producidas fueron alineadas utilizando la
rutina einsi en MAFFT (19). Este método utiliza tres
diferentes tipos de algoritmos para alinear secuencias
con elementos no alineables (N) y gaps largos. El ali-
neamiento obtenido tenía 812 pb  y se redujo a 551 pb
luego de una depuración manual (Figura 1). El Criterio
de Información Bayesiano (BIC) en el software jModel-
Test 2.1.10 (20) se utilizó para elegir el modelo de susti-
tución nucleotídica que mejor se ajustara a los datos. La
reconstrucción fi logenética se realizó por medio de in-

ferencia bayesiana (21) en el software MrBayes 3 (22),
ejecutando dos análisis independientes con 4 cadenas
de Markov de diferente temperatura. Intervalos unifor-
mes se asumieron para todos los parámetros. Los aná-
lisis se ejecutaron durante 10 millones de generaciones
y se registraron árboles cada 500 árboles por análisis.
Se verifi có el tamaño efectivo de la muestra (effective
sample size, ESS). El 30% inicial de árboles se descartó
como burn-in. Adicionalmente, se estimó una matriz de
distancias genéticas utilizando el método de p-distance
en el software MEGA7 (23).

Resultados

Se obtuvo 7 muestras para ADN de T. gondii, de las
21 muestras de heces recolectadas, las cuales fueron se-
cuenciadas. 76 secuencias fueron obtenidas del NCBI,
entre estas 1 tenía origen en Brasil, 8 en EE.UU., 13 en
Irán, 12 en India, 1 en Eslovaquia, 16 en Corea, 13 en
Australia, 7 en Polonia y 5 en Tailandia (Tabla 1). Lue-
go de realizar el alineamiento, el modelo de sustitución
elegido por el Criterio de Información Bayesiano fue
HKY+G, a partir del cual se obtuvo un árbol bayesiano
(Figura 2): en la base del árbol se encuentra el primer
grupo, que incluyó secuencias provenientes de Irán y
una secuencia (KC607827) proveniente de la India; el
segundo grupo incluyó las secuencias obtenidas en el
presente estudio para Colombia y  una secuencia prove-
niente de Brasil y Eslovaquia. El tercer grupo se encon-
tró conformado por secuencias provenientes de Polonia,
India, Corea, Australia, USA y Tailandia, y una secuen-
cia de Irán que no se ubicó en el grupo 1 (LC057654).
Pese al bajo soporte estadístico obtenido para algunos
de los nodos más recientes, los tres grupos obtenidos se
soportan con valores estadísticos totales (PP: 1)

Ninguno de los países en el grupo 3 se recuperó como
clado monofi lético, y las distancias genéticas (Tabla 2)
entre los países del clado (Tailandia/Australia/Corea/
Polonia/USA: <0.1) son menores a las distancias gené-
ticas promedio encontradas entre los países del grupo 2
y grupo 1(≈0.5-0.6). Las distancias genéticas observa-
das entre los países del grupo 2 (Colombia/Brasil/Eslo-
vaquia) son menores a 0.19, mientras que en el grupo 1
se mantienen altas (0.574).

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2016; 28: 8-15.
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Figura 1.Perfi l del alineamiento obtenido en MAFFT (19) de 83 secuencias de la secuencia B1 para Toxo-
plasma gondii.

Filogenia de T. gondii Barrera et al.
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Ninguno de los países en el grupo 3 se recuperó como
clado monofi lético, y las distancias genéticas (Tabla 2)
entre los países del clado (Tailandia/Australia/Corea/
Polonia/USA: <0.1) son menores a las distancias gené-
ticas promedio encontradas entre los países del grupo 2
y grupo 1(≈0.5-0.6). Las distancias genéticas observa-
das entre los países del grupo 2 (Colombia/Brasil/Eslo-
vaquia) son menores a 0.19, mientras que en el grupo 1
se mantienen altas (0.574).

Discusión

El presente trabajo representa una aproximación inicial
a las relaciones fi logenéticas de T. gondii, incluyendo
secuencias provenientes de organismos infectados en 10
países y 4 continentes. Nuestros resultados revelaron la
existencia de clados con distancias genéticas intraespe-
cífi cas bajas y la ausencia de una estructura geográfi ca:
el grupo 2 posee representantes de dos continentes y el
grupo 3 consiste en un agrupamiento de secuencias pro-
venientes de 4 continentes entremezclados entre ellos.
Las secuencias suramericanas representan en el árbol
la única región geográfi ca que parece presentar aisla-

miento geográfi co; pese a ello, los resultados deben ser
interpretados con cautela debido a la inclusión de una
secuencia proveniente de Eslovaquia, aunque la misma
se ubique en la zona basal del árbol. Esta diferenciación
de los parásitos de T. gondii suramericano se ha encon-
trado previamente en análisis con SNPs (7) y multilocus
nucleares (24), quienes encontraron que la mayoría de
haplotipos presentes en Sur América son endémicos.

La mezcla de individuos provenientes de Norte Amé-
rica, Europa y Asia sugiere la presencia de entrecruza-
miento entre cepas  y la ausencia de Sur América en
dichos eventos, pese a que T. gondii infecte vertebrados
de sangre caliente que se encuentran distribuidos a lo
largo del continente. Esto sugiere la presencia de aisla-
miento geográfi co entre poblaciones de Norte América
y Sur América para hospederos vertebrados, como se ha
evidenciado para Puma concolor (25), notable hospede-
ro de T. gondii en el medio silvestre. Así, las cepas de
T. gondii en Norte América y Sur América comparten
un ancestro común que bajo este aislamiento pudieron
haber acumulado polimorfi smos (SNPs) por mutación
y deriva (26).



12

Revista de la Asociación Colombiana de Ciencias Biológicas

Figura 2. Árbol consenso del análisis bayesiano basado en el análisis de 551 pb de la seuencia B1 de Toxoplasma
gondii. Las etiquetas terminales hacen referencia al número de acceso de GenBank y el país de proveniencia.

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2016; 28: 8-15.

Tabla 1. País, número de acceso y referencia de las secuencias del gen B1 de Toxoplasma gondii descargadas de la base de
datos NCBI.

País Números de acceso Referencia

Australia

KT881382,  KT881381, KT881371,
KT881353, KT881351, KT881345,
KT881319, KT881314

29

KT777436, KT777454 30
KM246845, KM583871, KM583881 31

Brasil KU288755 Silva e tal. Sin publicar

India
KC607827 Kumar et al. Sin publicar
EU340871 - EU340881 Mahalakshmi et al. Sin publicar

Irán
AB703300 - AB703302 Khademvatan y Saki, sin publicar
LC05745 - LC05754 Saki y Shafi eenia, sin publicar
DQ1789361 32

Corea KF038116 - KF038129, KF413761,
KF413760

33

Polonia KT266790 - KT266796 Adamska, sin publicar
Eslovaquia KR559682 34
Tailandia KF425004 - KF425008 Buddjirongawatr et al. Sin publicar
USA KT26690 - KT26696 35
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No. País 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 Colombia
2 Brasil 0,177
3 Eslovaquia 0,183 0,165
4 Irán 0,596 0,580 0,608
5 India 0,601 0,592 0,570 0,574
6 Tailandia 0,598 0,597 0,566 0,603 0,062
7 Australia 0,605 0,597 0,562 0,608 0,059 0,006
8 Corea 0,606 0,599 0,567 0,612 0,060 0,011 0,003
9 Polonia 0,603 0,599 0,564 0,610 0,060 0,008 0,001 0,004

10 USA 0,606 0,597 0,564 0,611 0,061 0,009 0,001 0,005 0,003

Filogenia de T. gondii Barrera et al.

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2016; 28: 8-15.

Tabla 2. Distancias genéticas promedio (p-distance) entre secuencias del gen B1 de Toxoplasma gondii para 10 paíse

Existen algunas explicaciones de la existencia de es-
tructuras poblacionales clonales en T. gondii. Primero,
este parásito es capaz de transmitirse entre hospeda-
dores intermediarios a través de carnivorismo sin que
ocurran eventos de recombinación. Segundo, muchos
macrogametos del parásito quedan sin fertilizar pero
son capaces de formar ooquistes en el intestino del gato
por partenogénesis. Tercero, que gatos se infecten si-
multáneamente con diferentes cepas de T. gondii es un
evento raro en la naturaleza, por lo que hay una barre-
ra temporal para que la recombinación ocurra. Aunque
una amplia estructura clonal poblacional predomina, la
diversidad genética existe en T. gondii (27, 24, 28).

Los resultados obtenidos en el presente estudio no son
concluyentes y deben ser analizados con prudencia: el
set de datos construido y analizado carece de estructura
fi logenética a nivel geográfi co (a pesar del clado confor-
mado por las secuencias provenientes de muestras sura-
mericanas), la cual ha sido sugerida en investigaciones
previas que utilizan diferentes blancos al utilizado en
el presente trabajo (24, 27, 28).  Inicialmente diseñado
para la identifi cación de cepas, nuestros resultados su-

gieren la inefi cacia del gen B1 para evaluar  relaciones
fi logenéticas dentro de T. gondii (10), al carecer de la
resolución que otras regiones demuestran, como mul-
tilocus de RFLP, intrones y microsatélites (24). Para
que este blanco pueda ser utilizado en investigaciones
de este tipo, debe estandarizarse una región polimórfi -
ca de B1 que pueda ser amplifi cado en todos los aisla-
dos. Es probable que el análisis fi logenético podría solo
afectar el locus amplifi cado por PCR; para reconstruir
la circulación de genotipos específi cos, se necesitaría
de análisis multilocus con una buena cantidad y cali-
dad de ADN. Esto ayudaría a defi nir las fuentes y rutas
de transmisión (15). En la actualidad existen métodos
de genotipifi cación como marcadores microsatélites,
amplifi caciones de regiones polimórfi cas al azar, frag-
mentos de restricción de longitud polimórfi ca (RFLP),
multilocus de RFLP, directa secuenciación de regiones
genómicas como SAG2 y GRA6 para identifi car poli-
morfi smo de nucleótido único (SNP) y pequeñas inte-
racciones y deleciones (26).
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