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1. INTRODUCCIÓN  

 Eimeria  es  un  protozoario  intracelular  obligado  el  cual  provoca  una  grave 

enfermedad  de  importancia  veterinaria  y  de  distribución  mundial  (Zoran   et  al., 

2006).  Infecta  animales  domésticos  y  salvajes,  se  estima  que  las  pérdidas 

económicas son de más de 3 mil millones de dólares  cada año (Dalloul y Lillehoj, 

2006),  asociadas  a  la  disminución  en  el  consumo  de  alimento,  baja  conversión 

alimenticia,  baja  ganancia  de  peso  alta  mortalidad  y  tratamientos  inespecíficos, 

sobre todo en las unidades de producción donde las  medidas de prevención son 

deficientes (Tehrani  et al.,  2013). El género de  Eimeria  forma parte de uno de los 

Phylum más diversos que existen llamado Apicomplexa, la identificación de cepas 

a nivel de especie mediante caracteres morfológicos es difícil y confusa, debido a 

la  similitudes  que  estas  poseen;  el  empleo  de  los  marcadores  moleculares  y  el 

análisis  de  secuencias  nucleotídicas  específicas,  incrementaron  las  facilidades 

para  la  correcta  ubicación  filogenética,  identificación  y  caracterización  de  la 

diversidad de las especies que lo conforman. 

La identificación de las especies de  Eimeria se realiza por métodos basados en la 

descripción  de  características  morfológicas  de  los  ooquistes  esporulados,  tiempo 

de esporulación, período prepatente y lugar de infección, parámetros que algunos 

autores  refieren  como  limitantes  e  inespecíficos  (Long  y  Joyner,  1984).  En  los 

últimos  años  se  han  desarrollado  técnicas  moleculares  que  permiten  la 

diferenciación  entre  especies  (Céré   et  al.,  1995;  Kvicerová   et  al.,  2008),  pero  no 

fue hasta el 2011 en Brasil donde se reportan por primera vez a nivel mundial los 

iniciadores  específicos  para  las  11  especies  que  infectan  al  conejo  doméstico 

(Oliveira   et  al.,  2011).  Las  secuencias  de  la  región  ITS  se  han  utilizado  como 

marcadores  genéticos  para  la  identificación  de  especies  en  diversos  organismos 

incluyendo  Eimeria (Mugridge  et al., 2000). La secuenciación de la región ITS de 

aislados de campo de  Eimeria puede ser útil en la evaluación de la diversidad de 

las  cepas.  No  existe  información  sobre  la  diversidad  genética  de  las  especies 

 Eimeria que infectan a los conejos. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA  

2.1 Diversidad genética  

La  diversidad  genética  se  define  como  las  variaciones  heredables  que  presenta 

cada  organismo,  entre  los  individuos  de  una  población  y  entre  las  poblaciones 

dentro  de  una  especie  cuyo  resultado  de  las  diferencias  que  existen  entre  las 

distintas versiones de alelos de las unidades de herencia (genes) de los individuos 

de una especie (Halffter y Ezcurra. 1992). 

Los  genes  son  segmentos  de  ácido  desoxirribonucleico  ADN  que  se  encuentran 

distribuidos  en  grupos  de  unidades  denominadas  cromosomas,  cuyo  número  y 

forma  varía  entre  especies;  es  en  el  ADN  donde  se  encuentra  codificada  la 

información  a  partir  de  la  cual  se  construyen  los  seres  vivos.  Las  diferencias 

heredables constituyen la materia prima sobre la que actúan las fuerzas evolutivas 

y moldean la variada complejidad de los seres vivos (Piñero  et al., 2008). 

2.1.1 Factores que influyen en la diversidad genética 

La  diversidad  genética  se  origina  por  varios  factores  que  determinan  diferencias 

en  las  frecuencias  alélicas  y  genotípicas  de  una  región  a  otra,  los  procesos 

genéticos  más  comunes  son:  el  flujo  génico  y  migración,  mutación,  deriva 

genética, endogamia y selección natural (Excoffier, 2009). 

2.1.1.1 Flujo génico y migración  

El  flujo  génico  es  el  movimiento  de  alelos  entre  poblaciones,  comprende  la 

inmigración y la emigración (Lowe  et al., 2004). Dichos procesos generan cambios 

en  las  frecuencias  alélicas,  cuya  magnitud  varía  dependiendo  la  proporción  de 

alelos  contribuidos  por  los  migrantes,  y  a  la  diferencia  entre  la  frecuencia  de  los 

inmigrantes y una población original (Nei  et al., 1987). 

Se estima que si el flujo génico entre las subpoblaciones es elevado, la variación 

genética de  las  subpoblaciones  tenderá  a  homogenizarse.  Por el contrario,  si  los 
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niveles  de  flujo  génico  son  bajos,  la  selección  natural,  la  deriva  génica  y  la 

mutación  pueden  originar  una  diferenciación  genética  mayor  entre  las 

subpoblaciones (Nei, 1987). 

La  cuantificación  indirecta  del  flujo  génico  se  basa  principalmente  en  observar  la 

distribución espacial de los alelos en las poblaciones para hacer inferencias de los 

niveles o patrones del mismo (Slatkin, 1985). 

La mayoría de los modelos teóricos surgen de los conceptos de Wright y suponen 

que los  organismos están formando poblaciones discretas  –modelo de islas- que 

se  diferencian  por  mutación  y  por  deriva  genética  ó  están  formando  poblaciones 

con una distribución continua – modelo de aislamiento por distancia- en el cual la 

probabilidad  de  flujo  génico  disminuye  al  incrementarse  la  distancia  espacial 

(Wright, 1951). 

El  modelo  usado  comúnmente  para  estimar  flujo  génico  es  el  modelo  de  islas 

infinitas  (infinite  islands  model) de Wright.  Este modelo  considera condiciones en 

equilibrio entre un número infinito de islas o subpoblaciones de igual tamaño, que 

intercambian migrantes entre cualquiera  de las islas con igual probabilidad a una 

tasa constante. Las poblaciones pueden ser tratadas como replicas y el modelo se 

puede  caracterizar  con  sólo  dos  parámetros:  tamaño  poblacional  (N)  y  tasa  de 

migración (m). (Slatkin, 1985). 

2.1.1.2 Mutación 

La mutación es cualquier cambio en la secuencia de bases de un genoma, dando 

origen de esta manera a la diversidad genética. Se puede manifestar en distintos 

niveles,  cuando  incluyen  cambios  en  los  alelos  de  un  locus  o  en  el  número  de 

repeticiones (microsatélites). La mayoría de estos cambios ocurre por errores de la 

ADN  polimerasa  durante  la  replicación  del  ADN,  principalmente  la  adición, 

deleción o sustitución de las bases nitrogenadas (Frankham  et al., 2002). 
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Los  cambios  en  el  ADN  pueden  ser  de  cuatro  tipos.  En  ellos  pueden  participar 

sustitución de un nucleótido por otro, la deleción o la inserción de una secuencia 

de nucleótidos, y la inversión de nucleótidos (Voss y Thomas, 2001). 

Las  sustituciones  de  nucleótidos  están  dividido  en  dos  clases,  transiciones  y 

transversiones. 

Una transición es la sustitución de un tipo de purina nitrogenada base  (adenina o 

guanina) por otra purina o sustitución de una base de nitrógeno del tipo pirimidina 

(timina y citosina) por otra pirimidina. El otro tipo de sustitución de nucleótidos es 

llamado transversión, cuando una base de pirimidina se sustituye por otro  tipo de 

purina y viceversa (Nei y Kumar, 2000). 

El  tipo  de  sustituciones  de transición  son más frecuentes  que  las  transversiones, 

debido a que necesitan un cambio menor en la estructura de la base nitrogenada 

(Page y Holmes, 2001). 

Existe  una  relación  entre  el  número  de  sustituciones  y  tiempo  divergencia  entre 

dos secuencias. El número de diferencias entre dos secuencias con el aumento de 

estimación  de  tiempo  se  vuelve  cada  vez  menos  precisa  en  relación  con  el 

verdadero número de sustituciones que se han producido desde la divergencia de 

las secuencias de ancestro común (Page y Holmes, 2001). A medida que aumenta 

la divergencia entre las dos especies, los números de transiciones observadas en 

relación con las transversiones disminuye (Schneider, 2003). 

En  el  modelo  de  alelos  infinitos  o  IAM,  cada  mutación  transforma  un  alelo 

existente  en  uno  nuevo  que no estuvo  presente  previamente  en  la  población.  En 

este  modelo,  la  homoplasia  no  es  posible  y  todos  los  alelos  son  idénticos  por 

descendencia  (heredados  por  un  ancestro  en  común).  En  el  modelo  de  un  solo 

paso SMM cada mutación crea un nuevo alelo ya sea por la adición o la deleción 

de una sola unidad de repetición de un microsatélite, con una probabilidad igual en 

ambos  escenarios.  En  consecuencia,  los  alelos  que  difieren en muchos  tamaños 

serán  más  distantes  en  relación  con  los  que  tienen  el  tamaño  similar  (Kimura  y 

Ohta 1973). 
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Las  mutaciones  en  nucleótidos  clave  de  una  secuencia  codificadora  pueden 

alterar  la  composición  de  aminoácidos  de  una  proteína,  y  conducir  a  nuevas 

variantes  funcionales  (Beaumont  y  Balding,  2004).  Las  nuevas  variantes  pueden 

tener  una  mayor  o  menor  eficiencia  metabólica  comparadas  con  el  tipo  original, 

pueden  perder  completamente  su  funcionalidad,  o  incluso  adquirir  una  función 

nueva. Las mutaciones en las regiones reguladoras pueden afectar a los niveles y 

las  pautas  de  expresión  génica;  por  ejemplo,  activar  o  desactivas  genes,  o 

sobreexpresar o infraexpresar proteínas en tejidos concretos en distintos estadios 

del desarrollo o en distintos estados fisiológicos (Black  et al., 2001). 

2.1.1.3 Deriva genética  

Se  define  como  fluctuaciones  debidas  al  azar  en  una  población,  tanto  en  las 

frecuencias  génicas  como  las  genotípicas,  de  generación  en  generación,  las 

variaciones  estocásticas  de  las  frecuencias  alélicas  y  genotípicas  dependen  del 

tamaño  poblacional.  Las  variaciones  esperadas  de  las  frecuencias  en  las 

poblaciones  descendientes  se  incrementan  con  la  disminución  del  tamaño  de  la 

población parental. En poblaciones pequeñas, puede haber fluctuaciones amplias 

e  impredecibles  de  las  frecuencias  génicas  debido  a  eventos  aleatorios,  de  una 

generación  a  otra.  En  la  naturaleza,  la  mayoría  de  las  poblaciones  son 

relativamente  grandes,  por  lo  que  los  efectos  de  la  deriva  pueden  no  ser 

importantes  en  comparación  con  los  efectos  de  la  selección  o  el  flujo  génico 

(Templeton, 2006). 

El  efecto  fundador  es  la  deriva  génica  que  ocurre  cuando  un  grupo  reducido  se 

separa  de  una  población  para  fundar  una  población  nueva.  La  deriva  génica  en 

estos  casos  es  el  resultado  de  muestreo  de  la  población  de  origen,  y  una  cierta 

cantidad  de  generaciones  durante  las  cuales  el  tamaño  de  la  nueva  población 

permanece reducido. En poblaciones que atraviesan una reducción drástica en su 

tamaño  debido  a  una  fragmentación  del  hábitat  (cuello  de  botella),  pueden 

incrementarse las fluctuaciones aleatorias en las frecuencias alélicas. Aun cuando 
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las  poblaciones  pueden  recuperar  su  tamaño  original,  el  efecto  de  la  deriva 

durante el cuello de botella permanece (Freeland, 2005). 


2.1.1.4 Endogamia  

La endogamia se refiere al apareamiento no aleatorio en donde la probabilidad de 

que  un  individuo  sea  autócigo  (con  alelos  idénticos  por  descendencia)  es  mayor 

que para una población panmíctica.  Por lo  tanto,  la  endogamia  no cumple  con el 

supuesto  de  la  panmixia,  y  reduce  el  número  real  de  individuos  con  capacidad 

reproductiva.  Además,  una  endogamia  intensa,  producida  por  ejemplo  por 

autofertilización, también reduce la heterocigosis, y el tamaño poblacional es más 

parecido al de una población haploide (Hedrick, 2005). A mayor endogamia, mayor 

probabilidad hay en una población de hallar individuos homocigotos para un locus 

en  el  cual  ambos  alelos  sean  idénticos  por  ascendencia.  La  identidad  por 

ascendencia  consiste  en  que  dos  copias  de  un  gen  provengan  del  mismo  gen 

antecesor. 

2.1.1.5 Selección natural  

La selección es una fuerza evolutiva importante que puede afectar las frecuencias 

alélicas  y  genotípicas.  En  cada  generación,  los  genotipos  que  promueven  la 

supervivencia  o  la  reproducción  son  los  que  predominarán  entre  los  individuos 

reproductores.  Asimismo,  los  alelos  que  promuevan  dicha  supervivencia  o  éxito 

reproductivo  serán  los  que  se  encuentren  con  mayor  frecuencia  en  la  población. 

Por  tanto,  estos  genotipos  contribuirán  de  manera  desigual  a  la  progenie  de  la 

siguiente generación (Ginnobili, 2009). 

Este  es  el  proceso  de  adaptación  por  selección  natural.  Se  consideran  dos  tipos 

de selección natural: la selección direccional y la selección balanceadora. 

En genética de poblaciones, la selección direccional se refiere a los casos en los 

cuales un alelo (o un genotipo homocigoto) siempre tiene el éxito reproductivo más 

alto. Y la selección balanceadora se refiere a los casos en los cuales:  
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a) la combinación de diferentes alelos (por ejemplo un heterocigoto) tiene el más 

alto éxito reproductivo relativo   

b)  cuando  el  éxito  reproductivo  de  diferentes  alelos  o  genotipos  depende  de  las 

condiciones medio  ambientales  o de la  composición genotípica  de una población 

(Peakall  et al., 2003). 

2.2 Importancia de la diversidad genética en parásitos      

Una  de  las  razones  más  importantes  para  conocer  la  diversidad  genética  es 

conocer el potencial evolutivo de las especies pues dicha diversidad representa el 

reservorio  de  las  posibles  respuestas  al  medio  (físico  y  biológico),  posibilitando 

con  ello  su  adaptación  a  los  cambios  del  mismo;  pero  también  es  importante 

económicamente dado que es el sustrato biológico sobre el que actúa el proceso 

de  selección  que  han  realizado  las  especies  desde  su  etapa  primitiva  en  cada 

organismo  se  encuentra  almacenada  información  genética  la  cual  proporciona 

soluciones a varios intereses los cuales se empiezan a vislumbrar. 

En  los  últimos  años  los  marcadores  moleculares  basados  en  la  Reacción  en 

Cadena  de  la  Polimerasa  (PCR,  por  sus  siglas  en  inglés),  han  permitido  la 

exploración  de  diferentes  regiones  del  genoma  las  cuales  sirven  para  inferir  la 

estructura genética de las poblaciones, generalmente estos se basan en el grado 

de polimorfismo presente naturalmente en el material genético de los organismos 

y se emplean, entre otras, para estudiar la diversidad genética de los  organismos 

intra e interespecífico (Sosa  et al., 2014.) 

El parasitismo es una de las formas de vida más comunes y exitosos en la Tierra y 

ha  evolucionado  de  forma  independiente  al  menos  60  veces  durante  la  historia 

evolutiva de la vida animal. Varios linajes de parásitos se han diversificado mucho 

con el tiempo geológico. Como resultado, los parásitos superan en número a sus 

familiares  que  viven  en  libertad  en  algunos  grupos  taxonómicos  del  reino 

animal (Poulin y Morand, 2000). 
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El  estudio  de  la  diversidad  de  parásitos  es  importante  para  al  menos  3  razones 

principales. 

En  primer  lugar,  los  parásitos  juegan  un  papel  importante  en  la  división  de  los 

ecosistemas,  e  influyen  en  las  poblaciones  y  comunidades  de  sus  anfitriones 

(Korallo  et al., 2007). 

En  segundo  lugar,  muchas  especies  de  parásitos  son  importantes  para  la 

medicina  y  la  agricultura. Sin  embargo  aún  se  sabe  poco  sobre  sus  orígenes 

evolutivos, varios parásitos pueden haber evolucionado en la transición de cambio 

de  los  animales  salvajes  o  domésticos  al  hombre (Combes,  1990).  Además,  las 

interacciones  entre  especies  implican  que  los  parásitos  son  una  clave  para 

entender 

muchas 

invasiones 

biológicas 

y 

enfermedades 

infecciosas 

emergentes (Hatcher, 2011). 

Por último, debido a las muchas transiciones del parasitismo dentro de los grupos 

taxonómicos, los investigadores pueden estudiar los procesos de evolución como 

un  fenómeno  relacionado  con  las  tasas de  especiación  y  diversificación (Poulin  y 

Morand 2000). 

Es necesario conocer como la diversidad genética de los parásitos influye tanto en 

epidemiología,  patogenicidad  y  virulencia  como  su  implicación  en  las  estrategias 

terapéuticas y de vacunación, para el control de enfermedades. Las similitudes en 

la  biología básica  y los patrones de enfermedad o de transmisión entre  parásitos 

puede  provocar  discusiones,  comparación  de  métodos  epidemiológicos  y 

herramientas  metodológicas  fomentando  un  estudio  más  integral  que  permitan 

enriquecer ideas y enfoques técnicos (Pérez-Tris, 2009). 

2.3 Técnicas para análisis de ADN 

La diversidad o variación entre organismos es consecuencia de las diferencias en 

las  secuencias  de  ADN,  se  mide  a  través  de  marcadores  moleculares  que 

corresponden  a  cualquier  gen  cuya  expresión  permite  un  efecto  cuantificable  u 
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observable (características fenotípicas), que además puede detectarse fácilmente 

(Ressom  et al., 2003). 



2.3.1 Enzimas de restricción  

Las  enzimas  de  restricción  son  quizás  la  herramienta  más  poderosa  en 

biotecnología,  debido  a  que  éstas  cortan  el  ADN  en  una  manera  predecible  y 

reproducible.  El  nombre  de  “enzima  de  restricción”  se  originó  cuando  los 

científicos  observaron  que  cepas  de   Escherichia  coli  resistían  el  ataque  de 

algunos bacteriófagos, debido a la  presencia de unas enzimas,  las cuales fueron 

nombradas como enzimas de restricción (Cifuentes  et al., 1996). 

Las  enzimas  de  restricción  tienen  la  habilidad  de  “restringir”  el  crecimiento  y  la 

reproducción  de  estos  fagos.  Estas  enzimas  son  endonucleasas  que  cortan  el 

ADN  del  “fago”  en  lugares  particulares.  A  la  fecha  se  ha  descubierto  un número 

elevado  de  enzimas  de  restricción  que  cortan  el  ADN  en  ciertas  secuencias 

palindrómicas;      es  decir,  secuencias  de  nucleótidos  que  se  leen  de  la  misma 

manera  hacia  adelante  en  una  cadena  de  ADN  que  hacia  atrás  en  la  cadena 

complementaria.  La  frecuencia  de  cortes,  o  el  tamaño  de  fragmentos  de  ADN, 

depende  de  la  longitud  de  las  secuencias  de  reconocimiento  (Markert  y  Moller, 

1959). 

2.3.2 Hibridación de ADN  

Es  la  unión  de  la  sonda  con  su  secuencia  complementaria.  Es  una  unión  muy 

específica, tanto que la diferencia en un solo nucleótido hace que no se produzca. 

Las  sondas  se  marcan  (sustancia  radiactiva,  fluorescente  o  un  enzima)  para 

detectar la producción de la hibridación. En la detección también pueden utilizarse 

anticuerpos marcados frente a la cadena de ADN bicatenario (Graham, 1986). 
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La hibridación puede llevarse a cabo en solución, en soporte sólido o in situ. Las 

técnicas en soporte sólido más usadas son Southem blot, Northem blot y dot blot 

(McDouaaII y GaIIoway, 1982). 

2.3.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El  descubrimiento  de  una  bacteria  ( Thermus  aquaticus)  que  habita  en  las  aguas 

termales, hizo posible el desarrollo de la PCR.  T. aquaticus es una enzima que se 

requieren  para  copiar  el  ADN,  también  se  requieren  iniciadores  sintéticos 

(secuencias cortas de ADN) para iniciar la  réplica del ADN estos son secuencias 

cortas  de  ADN  complementarias  a  las  regiones  flanqueantes  del  ADN  que  se 

pretende  replicar  (White   et  al.,  1996).  Para  la  réplica  de  ADN,  los  iniciadores 

sintéticos se mezclan con una muestra muy pequeña de ADN, nucleótidos libres y 

la Taq polimerasa durante una serie de ciclos de calentamiento y enfriamiento, el 

ADN es desnaturalizado, entonces la estructura helicoidal del ADN se rompe y las 

dos  cadenas  de  ADN  se  separan,  los  iniciadores  se  adjuntan  a  las  regiones 

flanqueantes del ADN de interés y la polimerasa duplica este ADN, la cantidad de 

ADN de interés se duplica con cada ciclo para ello cada  secuencia recién creada 

será duplicada junto con la original (Lagally  et al., 2001). 

La PCR permite que el análisis de ADN se realice en muestras muy pequeñas de 

ADN.  En  la  actualidad  se  pueden  amplificar  secuencias  muy  grandes,  lo  cual  no 

era posible al inicio del desarrollo de la técnica de la PCR (Yuan  et al., 2006). 

2.3.4 Secuenciación de genes 

La secuenciación se puede utilizar para comparar segmentos de ADN homólogos 

entre individuos emparentados, para determinar relaciones filogenéticas. Antes del 

desarrollo  del  proceso  de  la  PCR,  el  mayor  problema  era  el  aislamiento  de 

fragmentos homólogos de ADN para comparación. Ahora se pueden sintetizar los 

iniciadores si se conoce la secuencia de la región flanqueada y se puede producir 
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una  gran  cantidad  del  ADN  de  interés  de  una  forma  rápida  y  sencilla  (Bennet, 

2003). 

El  método  de  secuenciación  de  Sanger  es  el  más  utilizado  esto  se  debe 

principalmente  a  que  se  han  realizado  grandes  avances  en  la  automatización  de 

esta  técnica,  el  método  se  basa  en  el  uso  de  la  ADN  polimerasa  para  sintetizar 

cadenas  de  ADN  con  una  terminación  específica.  Con  este  método  se  generan 

fragmentos de ADN de todos los tamaños posibles que se puedan distinguir entre 

sí,  por  el  tipo  de  marcaje  que  llevan  o  por  la  incorporación  de  un  terminador 

específico. Las enzimás del tipo de la ADN polimerasa requieren de un templado 

de  ADN  de  cadena  sencilla,  y  realizan  la  síntesis  de  la  hebra  complementaria 

extendiéndola a partir de un iniciador en dirección 5’ a 3’. Entre los componentes 

de  la  reacción  se  incluyen  nucleótidos  que  no  tienen  un  grupo  hidroxilo  en  su 

extremo  3’  (ddNTP),  para  poder  obtener  una  terminación  especifica  en  las 

cadenas. Una vez que el ddNTP se incorpora como el residuo terminal, evita que 

la  cadena  de  ADN  sintetizada  continúe  extendiéndose.  La  incorporación  de  los 

ddNTPs es al azar, de tal forma que se obtienen fragmentos de todos los tamaños 

posibles que terminan en un residuo especifico (Evans, 2000). 

En  el  método  de  Sanger  (1977),  la  estrategia  es  hacer  cuatro  reacciones 

diferentes de síntesis de ADN, utilizando un ddNTP distinto en cada tubo. Con la 

mezcla  del  nucleótido  normal  (dNTP)  y  su  21  terminador  (ddNTP),  se  pueden 

generar  fragmentos  complementarios  de  diferentes  tamaños  que  terminan  en  el 

mismo  nucleótido.  Después,  estos  fragmentos  se  pueden  separar  en  un  gel  de 

electroforesis  con  cuatro  carriles  distintos, para  determinar  la  secuencia  (Sanger, 

1988). 

En  1986  se  publica  el  primer  reporte  de  secuenciación  automática  de  ADN  en 

Applied Biosystems (ABI), el cual se realiza con terminadores fluorescentes como 

variantes  del  método  Sanger,  en  esta  variante  utiliza  una  molécula  fluorescente 

diferente  unida  a  cada  dideoxinucleótido  y  permite  la  reacción  en  un  único  tubo 
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(Figura 1). Las secuencias son de entre 500 y 1000 nucleótidos las cuales se leen 

a través de un computador (Shibata  et al., 1988). 



Figura  1.  Ejemplificación  del  método  de  Sanger  automatizado.   El  lugar  de  4 

carriles (uno para cada base), a) Se corren todas las reacciones en un único carril 

del  gel  (cada  color  representa  una  base)  b).  Se  desarrollan  algoritmos  para 

convertir  esas  señales  en  electroferogramas  que  representan  la  secuencia  de 

ADN, c). la flecha a la izquierda indica la dirección de lectura 5´-3´. 


2.4 Marcadores de ADN  

Los marcadores  moleculares  en  la  actualidad poseen un  papel  importante  en  los 

estudios sobre la diversidad genética. 
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2.4.1  Polimorfismos  en  la  longitud  de  los  fragmentos  de  restricción                                                   

(RFLP) 

La  variación  del  tamaño  entre  fragmentos  de  ADN  que  resulta  de  la  incubación 

con enzimas de restricción puede ser vista en los geles como distancias diferentes 

de migración, y se conoce como “polimorfismos en la longitud de los fragmentos 

de restricción” (RFLP por sus siglas en inglés). Comercialmente hay más de 100 

enzimas  de  restricción  disponibles.  Cada  enzima  de  restricción  reconoce  una 

secuencia  distinta  de  ADN,  constituida  por  4,  5,  6  u  8  bases.  Mientras  más 

pequeño  es  el  sitio  de  reconocimiento,  más pequeña  es  la  longitud  promedio  del 

fragmento y mayor el número de fragmentos obtenidos (Frankel  et al., 1995). 

Un  uso  común  de  esta  técnica  es  la  inspección  de  la  diversidad  alélica  y  la 

diferenciación entre poblaciones de animales utilizando el ADN mitocondrial. Este 

ADN  produce  un  número  pequeño  pero  suficientemente  de  fragmentos  que 

pueden ser interpretados. La diversidad se mide como la presencia o ausencia de 

sitios de restricción en el ADN. Si un sitio de restricción está ausente, el fragmento 

esperado  no  se  observa.  Si  todo  el  ADN  nuclear  es  digerido,  producirá  muchos 

RFLP  que  aparecen  como  una  mancha  y  no  se  pueden  distinguir  las  bandas 

individuales, por lo que para el análisis de RFLP, primero deben ser identificados 

los fragmentos de ADN de interés (Frankham  et al., 2002). 

2.4.2 Minisatélites (huella digital de ADN) y microsatélites (SSRs) 

Una cantidad importante del genoma nuclear de muchas especies está constituido 

por secuencias repetidas en tándem. Al ser observados estos segmentos hechos 

de  secuencias  repetidas  como  bandas  obscuras  en  los  tubos  de  centrifuga,  se 

pensó  que  esas  manchas  correspondían  a  ADN  extra  nuclear,  por  lo  que  se  les 

dio  el  nombre  de  “ADN  satélite”.  Actualmente  se  conoce  que  estas  secuencias 

repetidas se esparcen a través del genoma, regularmente dentro de los  intrones. 

El nombre de “satélite” permaneció. Primero se descubrieron los minisatélites, que 

son  secuencias  repetidas  mayores  de  64  pares  de  bases.  Los  microsatélites, 
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conocidos como repeticiones de secuencias cortas (SSR por sus siglas en inglés) 

o  repeticiones  en  tándem  cortas  (STR  por  sus  siglas  en  inglés)  son  secuencias 

repetidas muy cortas, que pueden estar constituidas con un número de bases que 

varía de dos a seis nucleótidos (Chen  et al., 2005). 

Los microsatélites se pueden encontrar a través del genoma. Estos son muy útiles 

en el mapeo genético. Las mutaciones son comunes en los sitios de ADN donde 

se encuentran los microsatélites, debido a que estas secuencias no codifican para 

proteínas  por  lo  que  las  mutaciones  no  tienen  efectos  negativos  sobre  la 

supervivencia de los organismos. Lo anterior hace a los microsatélites útiles como 

marcadores genéticos (Tapia  et al., 2005). 

2.4.3 ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD)  

En esta técnica se usa un iniciador corto de diez bases de una secuencia arbitraria 

en una modificación de la  técnica de PCR. Para permitir la unión del iniciador se 

expone  a  temperaturas  bajas  de  alineación.  El  iniciador  se  une  a  las  secuencias 

del  ADN  al  azar  en  muchos  lugares  en  un  genoma  promedio.  En  algunas 

ocasiones,  los  iniciadores  se  unen  en  secuencias  lo  suficientemente  cercanas 

para  permitir  la  amplificación  por  PCR.  En  genomas  grandes,  el  iniciador  puede 

amplificar varios loci, lo cual origina de tres a 20 bandas identificables en el gel. El 

polimorfismo  entre  los  individuos  se  detecta  como  la  pérdida  o  la  ganancia  de 

secuencias amplificadas como resultado de mutaciones en los sitios iniciadores, o 

de  grandes  inserciones  entre  sitios  haciendo  la  distancia  muy  grande  como  para 

que ocurra la amplificación (Williams  et al., 1990). 

2.4.4 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) 

Este método es una combinación de las técnicas de RFLP y PCR. Una muestra de 

ADN  se  digiere  con  dos  enzimas  de  restricción.  Dos  secuencias  “adaptadoras” 

cortas de doble cadena con bases sobresalientes complementarias a los extremos 

producidos por las enzimas de restricción, se unen a los fragmentos de restricción. 
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Se  agregan  a  la  reacción  los  iniciadores  utilizados  en  PCR,  los  cuales  tienen 

secuencias que se acoplan a los adaptadores. La mezcla antes descrita se sujeta 

a amplificación por PCR. Los iniciadores de PCR están marcados para permitir la 

visualización  de  las  bandas;  en  un  ensayo  se  producen  muchas  bandas  (Vos   et 

 al., 1995). 

2.4.6  Polimorfismo  de  la  amplificación  de  secuencias  específicas  (SSAP), 

polimorfismo  de  nucleótidos  simples  (SNP)  y  polimorfismo  de  marcadores 

de secuencias expresadas (ESTP)  

Los  nuevos  enfoques  para  el  desarrollo  de  marcadores  incluyen  el  uso  de 

secuencias  conservadas  que  pueden  ser  asociadas  a  genes  particulares.  El 

polimorfismo  de  la  amplificación  de  secuencias  específicas  (SSAP)  utiliza  la 

misma  técnica  básica  que  el  AFLP,  pero  con  un  iniciador  específico  basado  en 

una  secuencia  conservada.  La  variación  funcional  se  puede  detectar  si  se  usan 

secuencias  específicas  en  donde  se  conoce  que  afectan  caracteres  específicos 

(Sachinandam   et  al.,  2001).  La  amplificación  por  PCR  se  enfoca  a  familias  de 

genes  conocidos.  El  polimorfismo  de  un  nucleótido  simple  (SNP)  es  un  sitio 

polimórfico  donde  las  variantes  difieren  por  la  eliminación,  inserción  o  sustitución 

de un sólo nucleótido. Para ello, primero se deben determinar las secuencias por 

secuenciación  y  luego  se  incorporan  a  los  iniciadores  de  PCR.  Un  marcador  de 

secuencia  expresada  (EST)  es  una  secuencia  de  ADN  construida  a  partir  de  un 

ARNm. Estos marcadores tienen el potencial de incrementar significativamente la 

capacidad  de  evaluar  la  diversidad  de  genes  que  tienen  significancia  adaptativa 

(Vasemagi y Primmer, 2005). 


2.5 ADN ribosomal  

Los  organismos  eucariontas  presentan  el  ADN  ribosomal  nuclear  organizado  en 

agrupaciones  que  contienen  las  subunidades  18s,  5.8s  y  28s.  Los  genes  que 

codifican para dichas subunidades son separados por dos Espaciadores Internos 

Transcritos  (ITS).  El  ITS-1  que  se  encuentra  separando  los  genes  de  las 
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subunidades 18s y 5.8s y el ITS-2 separa los genes de las subunidades 5.8s y 28s 

(Devran  et al., 2002). 

Estas  agrupaciones  de  genes  se  encuentran  en  bloques  repetitivos  o 

microsatélites  en  todo  el  genoma  (Solórzano,  2008).  Los  ITS  son  unidades  de 

repetición  entre  uno  y  cinco  pares  de  bases  pb  por  lo  cual  se  consideran 

marcadores  polimórficos  ideales  para  la  diferenciación  de  las  poblaciones  entre 

especies  (Baldwin   et  al.,  1995).  La  función  de  los  espaciadores  transcriptos 

internos es la maduración de ARN ribosomal Las secuencias de la región ITS han 

permitido  la  reconstrucción  filogenética  en  angiospermas,  algas  (Bakker   et  al., 

1995),  helechos  (Stein   et  al.,  1992),  hongos  (Vilgalys  y  Sun,  1994)  e  insectos 

(Campbell   et  al.,  1993).  Los  ITS  sor  regiones  muy  útiles  para  la  filogenia  a  nivel 

familia (Bayer  et al., 1996), genero (Soltis  et al., 1996), además también han sido 

de  utilidad  para  investigar  la  relación  entre  las  poblaciones  alopátricas,  resolver 

conflictos  entre  especies  y  proporcionar  soluciones  a  especies  relacionadas 

(Baldwin, 1995). 

2.5.1 Región ITS-1 de ADN ribosomal del núcleo  

La  región  de  los  ITS  por  el  hecho  de  ser  intrones  no  codifican  para  ninguna 

proteína, el nivel de variación de esta región hace que sea una herramienta muy 

útil  que  sirve  para  detectar  la  variación  genética  entre  miembros  de  un  género, 

especies y subespecie como se mencionó anteriormente (Devran  et al., 2002). 

El  ITS-1  de  ADNr  ha  sido  utilizado  como  un  marcador  molecular  en  estudios 

filogenéticos y de sistemática debido principalmente a su rápida evolución, el ITS-

1 no posee importancia estructural en el complejo ribosomal. La secuenciación de 

genes  ADNr  ha  demostrado  que  estos  son  altamente  conservados,  en  contraste 

hay menos conservación dentro de las regiones de los espaciadores Transcriptos 

Internos  (Zijlstra   et  al.,  1995  citado  en  Devran   et  al.,  2002).  Las  secuencias  más 

conservadas  son  las  que  se  utilizan  para  la  clasificación  de  altos  niveles 

taxonómicos  como  género  o  tipo,  mientras  que  las  secuencias  de  ITS  son 
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utilizadas  a  nivel  especies  y  subespecie.  Ambos marcadores de ADN  mt  pueden 

ser  utilizados  como  pruebas  de  diagnóstico  para  diferenciar  especies 

estrechamente relacionadas (Devran  et al., 2002). 

El  ADNr,  cuya  estructura  se  presenta  en  la  Figura  2,  es  secuenciado  para 

discriminar  entre  especies  y  calcular  divergencias,  especialmente  el  espaciador 

transcrito  interno  (ITS),  muy  utilizado  para  el  diagnóstico  molecular  de  parásitos, 

ya que suele  ser especie-específico (Dlugosz  y Wisniewski, 2006). La región ITS 

suele ser una región donde se ejerce una presión evolutiva menor, con lo cual, la 

posible  variabilidad  nucleotídica  entre  las  secuencias  aumenta  (Page  y  Holmes, 

1998). 



Figura 2. Esquema de Espaciadores Internos Transcritos (ITS). 

2.6 Distancias genéticas  

La forma más rápida de medir la diversidad genética que existe entre  dos o más 

unidades es a través de las distancias genéticas. Cuando una unidad se separa en 

dos o más estas evolucionan de forma más o menos independiente lo cual quiere 

decir que entre mayor distancia exista menor será la transferencia genética entre 

ambas en el transcurso de las generaciones. 

Las  fuerzas  que  actúan  sobre  cada  población  (mutación,  selección,  deriva  y 

migración)  irán  conformando  la  composición  genética  de  cada  una  de  ellas  y  a 

medida  que  aumente  el  tiempo  en  generaciones  desde  la  escisión  más  se 

diferenciaran unas de otras. 

Al  medir  las  distancias  genéticas  entre  las  poblaciones,  razas  o  especies  se 

obtiene el grado de diferenciación existente en un tiempo determinado. Cuando se 

desconoce  el  proceso  de  escisiones  sucesivas  o  filogenia  se  puede  hacer 
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inferencia  filogenética  tanto  para  conocer  la  topología  en  forma  de  árbol  como 

para  estimar  el  número  de  generaciones  transcurridas  hasta  encontrar  el  origen 

común de dos ramas. 

2.7 Concepto filogenético de especie  

Durante  los  últimos  años  se  ha  utilizado  el  termino  especie  con  dos  propósitos 

diferentes  uno  como  base  para  describir  y  catalogar  la  diversidad  biológica  y  el 

otro como base de la teoría evolutiva para representar las relaciones históricas de 

la diversidad de una manera jerárquica (Cracraft, 1989). 

El  desarrollo  de  los  análisis  evolutivos  ha  permitido  conocer  las  relaciones 

filogenéticas  entre  diferentes  organismos,  generando  con  ello  nuevas 

clasificaciones y han conducido a un debate del concepto filogenético de especie 

Cracraft  en  1983, fue el  primero  en  proponer  el  concepto filogenético  de especie 

definiéndolo  como  “la  agrupación  diagnosticable  más  pequeña  de  organismos 

 individuales dentro de la cual existe un patrón de ancestria y descendencia”. 

Nixon  y  Wheeler  1990  definen  una  especie  filogenética  como  “la  más  pequeña 

agregación  de  poblaciones  (sexual)  o  linajes  (asexual)  diagnosticables  por  una 

única combinación de estado de carácter en individuos comparables” 

Existen  diferentes  métodos  para  la  delimitación  de  especies  entre  los  cuales  se 

encuentran los que analizan la presencia o ausencia de flujo génico (Porter, 1990), 

los  que  estudian  las  distancias  genéticas  (Good  y  Wake,  1992),  la  fijación  o 

ausencia  de  alelos  (Doyle,  1995)  y  análisis  de  agregación  de  poblaciones  AAP 

(Davis y Nixon 1992). 

En la actualidad los métodos más utilizados para la delimitación de especies se 

basan  en  las  topologías  de  árboles  filogenéticos,  los  cuales  requieren  de  la 

construcción  de  genealogías  siendo  especies  delimitadas  mediante  a  nodos 

resueltos,  dichos  métodos  pueden  utilizan  tanto  secuencias  de  ADN  como 

morfología,  separando  poblaciones  por  divergencia  de  caracteres  (Wiens  y 

Penkrot, 2002). Brower en 1999 presenta un método que comprueba o rechaza 
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la  hipótesis  a  priori  sobre  la  delimitación  de  especies  el  cual  consiste  en  la 

agregación  cladística  de  haplotipos  ACH  para  identificar  haplotipos  de 

diferentes  individuos  por  comparación.  Es  decir  se  puede  saber  si  dos 

poblaciones  pertenecen  a  una  misma  especie  o  a  diferente  especie,  si  las 

poblaciones de cada especie  presentan apomorfias ya sea morfolgicamente o 

molecularmente y a través del análisis de secuencias de ADN se colocan juntas 

formando  un  grupo  monofilético  pertenecen  a  la  misma  especie,  pero  si  las 

poblaciones de  cada especie  no  comparten  apomorfias  pero forman  un  grupo 

parafiletico,  pueden  corresponder  también  a  una  misma  especie  (Olmstead, 

1995). Sin embargo si dos especies putativas ocurren en partes distintas de la 

filogenia (grupo polifilético) se consideran especies diferentes (Brower, 1999). 

2.8 Principales causas de mortalidad en granjas cunícolas  

Las  enteropatías,  son  procesos  patológicos  que  comprometen  al  aparato 

digestivo,  existen  diferentes  agentes  causales,  los  cuales  pueden  provocar  una 

gran variedad de cuadros patológicos, aun siendo de un mismo origen etiológico, 

el  cual  puede  generar  diferentes  presentaciones  clínicas,  aparte  de  los  procesos 

inflamatorios del intestino, denominados originalmente como enteritis y que son los 

de mayor importancia y frecuencia (Marlier  et al.,  2003). 

La  diarrea  es  el  signo  clínico  que  predomina  con  un  95%  de  las  enteropatías  en 

conejos,  por  lo  tanto,  presenta  una  importancia  económica  grave,  especialmente 

en conejos jóvenes después del destete. En general, las causas de la enteritis son 

dos, una es la intervención directa del agente patógeno como los virus, bacterias 

y/o  parásitos,  y  la  segunda  es  por  trastornos  en  las  funciones  digestivas 

influenciados  por  factores  que  favorecen  su  presentación  como  por  ejemplo;  la 

predisposición genética del animal, el tipo de alimento y estrés (Licois  et al., 2006). 

Los principales agentes patógenos asociados con estas patologías digestivas son, 

los  de  origen  parasitario,  infección  por   Eimeria   spp,  y/o  de  origen  bacteriano 

principalmente  Escherichia coli, algunas veces  Clostridium spiroforme y  Klebsiella, 
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infrecuentemente   Clostridium  piliforme.  También  se  pueden  observar  algunos 

virus,  principalmente  rotavirus.  El  resto  de  los  casos  de  diarrea  no  se  pueden 

atribuir  a  una  etiología  exacta  y  se  clasifican  generalmente  bajo  el  término  de 

enteritis inespecífica (Pérez y Betancourt ,  2011). 

Gran parte de los procesos entéricos del conejo no están provocados por un solo 

agente causal, sino por la asociación de dos o más de ellos (Ventura  et al.,  2004), 

La Organización de las Naciones Unidas para la  Alimentación y la  Agricultura en 

FAO  2010,  reporto  que  las  eimerias  son  los  mayores  agentes  específicos  de  las 

diarreas,  en  el  conejo  dado  que  producen  una  de  las  enfermedades  parasitarias 

más  importantes  y  prevalentes.  En  las  explotaciones  industriales  provoca 

importantes pérdidas económicas, debido al retraso en el crecimiento. Cuando no 

se  siguen  medidas  sistemáticas  de  control  con  coccidiostatos,  en  unidades  de 

producción  tradicionales  es  una  de  las  principales  causas  de  mortalidad.  En 

ambos  casos  la  elevada  prevalencia  de  esta  enfermedad  está  relacionada 

principalmente con la carencia de instalaciones y condiciones higiénico sanitarias 

adecuadas (González-Redondo  et al., 2008). 

2.8.1  Eimeria  

Es  un  protozoario  intracelular  obligado  del  género   Eimeria  (Pakandl  y  Hlásková, 

2007,  Kumar   et  al.,  2014,).  Se  encuentra  clasificado  dentro  del  phylum 

 Apicomplexa  quien  destaca  por  su  diversidad  y  tamaño  en  la  actualidad  existen 

más de 300 géneros reconocidos de  Apicomplexa, los cuales se distribuyen en por 

lo menos 60 familias (Perkins  et al.,  2000) y 1 800 especies de  Eimeria (Sapleta  et 

 al.,  2003).  Se  encuentran  en  amplia  variedad  en  animales  salvajes  y  domésticos 

(Zhao  et al., 2001, Heitlínger  et al.,  2014). 

Los  parásitos  como   Eimeria  causan  una  grave  enfermedad  de  importancia 

veterinaria  y  de  distribución  mundial  (Zoran   et  al.,  2006).  Se  estima  que  las 

pérdidas  económicas  son  de  más  de  3  mil  millones  de  dólares  al  año  (Clark  y 

Blake,  2012),  asociados  a  la  disminución  en  el  consumo  de  alimento,  baja 
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conversión  alimenticia,  baja  ganancia  de  peso  alta  mortalidad  y  tratamientos 

inespecíficos,  sobre  todo  en  las  unidades  de  producción  donde  las  medidas  de 

prevención son deficientes (Tehrani  et al.,  2013). 

2.8.2 Especies de  Eimeria en animales domésticos  

A  continuación  se  mencionan  las  principales  especies  de   Eimeria  que  infectan  a 

los animales domésticos. 

Se  reconocen  7  especies  de   Eimeria  que  infectan  a  las  aves  de  corral:   E. 

 acervulina,  E.  máxima,  E.  tenella,  E.  mitis,  E.  necatrix,  E.  praecox,  E.  brunetti. 

Cada especie produce afecciones con localización particular en el tracto intestinal, 

la única relativamente benigna para las aves de producción es  E. praecox.  (Sahar 

 et al., 2015) 

En los bovinos se han descrito más de 20 especies de   Eimeria,  (Radostits  et al., 

2005)  las  principales  son:   Eimeria  zuernii,  E.  bovis  y   E.  ellipsoidalis,  E.  

 alabamensis, E. auburnensis y E. wyomingensis (Tamasaukas  et al., 2010). 

En las infecciones de porcinos por parásitos del genero  Eimeria se han descrito 12 

especies en las cuales destacan las más patógenas que son  debliecki, E. scabra, 

 E. suis, E. perminuta, E. spinosa, E. polita, E. porci y E. neodebliecki después del 

destete (Ruttkowski  et al., 2001). 

Entre las parasitosis que pueden afectar a los caprinos y que además constituyen 

una enfermedad con alta morbilidad y mortalidad, se encuentran las ocasionadas 

por  el  género   Eimeria,  donde  se  pueden  mencionar  las  siguientes  especies 

 E.arloingi, E. christenseni, E. jolchijevi, E. hirci, E. ninakohlyakimovae, E. alijevi, E. 

 apsheronica, E. caprina, E. caprovina. Las especies que se consideran patógenas 

para  las  cabras  son:   E.  arloingi,  E.  faurei,  E.  gilruthi,  E.  caprovina  y   E. 

 ninakohyakimovae (Hernández y Mendoza, 2012). 

Una de las parasitosis más frecuentes en el ganado ovino es la eimeriosis, afectan 

de  manera  importante  al  rendimiento  productivo  de  las  explotaciones.  De  las  16 
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especies  de  Eimeria que  parasitan  al  ganado  ovino,  las  más  patógenas  son  E. 

 ovinoidalis y  E.  crandalis,  aunque  generalmente  se  producen  infecciones mixtas 

por varias especies (Vázquez  et al., 2014). 

2.8.3 Especies de  Eimeria en conejos ( Oryctulagus cuniculus)  

La primera vez que se observó un ooquiste de  Eimeria en conejos fue en 1674 por 

Leeuwenhoek.  Sin  embargo,  fue  hasta  el  siglo  XIX  cuando  las  eimerias 

principalmente   E.  stiedai  fue  el  tema  de  mayor  importancia  en  este  tipo  de 

investigaciones.  Leuckart  en  1879,  distinguió  dos  formas  de  localización 

anatómica,  la  primera  en  el  hígado  y  la  segunda  en  el  intestino  de  los  conejos, 

llamándolos  coccidios oviformes,  en la actualidad conocidos como  E.  stiedai y  E. 

 perforans.  En  el  siglo  XX,  muchos  investigadores,  como  Yakimoff,  Pellérdy, 

Cheissin,  Rose,  Scholtyseck,  Coudert,  Norton  y  Gregory  entre  otros  estudiaron a 

las eimerias en conejos (Pakandl, 2009). 

La  especie   E.  perforans  es  introducida  por  Leuckart  1879,  E.  coecicola  por 

Cheissin, 1947;  E. exigua  por Yakimoff, 1934;  E. flavescens por Marotel y Guilhon, 

1941;  E.  intestinalis   por    Cheissin,  1948;  E.  irresidua  por  Kessel  y  Jankiewicz, 

1931;  E.  magna  por  Pérard,  1925;  E.  media  por  Kessel,  1929;  E.  piriformis  por 

Kotlán y Pospesch, 1934;  E. vejdovskyi por Pakandl, 1988 y  E. stiedai,  la cual es 

la única  Eimeria presente en el hígado (Kisskalt y Hartmann, 1907).  E. neoleporis 

es  una  especie  de  conejos  silvestres  ( Sylvilagus  floridanus)  pero  un  estudio 

realizado  por  Carvalho  en  1942  describe  que  puede  infectar  también  al  conejo 

doméstico ( Oryctulagus cuniculus). Sin embargo los ooquistes de esta especie son 

muy similares a los de  E. coecicola y dada esta razón Pellérdy en 1974 consideró 

el nombre de  E. coecicola como sinónimo de  E. neoleporis, sin embargo, en 1968 

Cheissin  demostró  esta  hipótesis  al  validar  la  similitud  de  ambas  especies 

utilizando  los  datos  relativos  a  la  morfología  de  oocistos,  así  como  a  las  etapas 

endógenas  y  también  demostrando  que   E.  neoleporis   no  se  produce  de  forma 

espontánea en los conejos domésticos como se creía. Lo mismo ocurrió con otras 

especies otras especies como:  E.  nagpurensis por Gill y Ray,  1960;  E. oryctolagi 
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por  Ray  y  Banik,  1965  y   E.  matsubayashi  por  Tsunoda,  1952,  demostrado  que 

estas especies son idénticas a las especies ya descritas. 

Actualmente, solo se aceptan once especies de  Eimeria en conejos, las cuales se 

mencionaron anteriormente y fueron validadas por Coudert  et al., 1995, mediante 

técnicas morfológicas y por Ceré  et al., 1995 con técnicas moleculares. 


2.8.4 Eimeriosis 

La enfermedad que originan las diferentes especies de  Eimeria  es conocida como 

eimeriosis, se describen dos presentaciones; clínica y subclínica (Ogedenbe  et al., 

2014). Es considerada una enfermedad de gran importancia económica en todo el 

mundo, debido a que compromete la producción y el bienestar animal, resultando 

en  bajas  tasas  de  conversión,  retraso  en  el  crecimiento,  alta  morbilidad  y 

mortalidad  de  los  animales  infectados  (Kumar   et  al.,  2014).  Provoca  lesiones  en 

las  células  del  intestino,  lo  que  se  traduce  en  desnutrición,  enteritis,  diarrea  y 

hematoquecia, en muchos casos la muerte es muy común (Vrba y Pakandl 2014). 

Existen varias especies patógenas de  Eimeria  que infectan a una gran cantidad de 

animales de granja, como pollos, vacas, ovejas, conejos y recientemente también 

se  describen  nuevas  especies  en  currucas  (Pereira   et  al.,  2014),  murciélagos 

(McAllister  et al., 2014) y serpientes (Kamir  et al., 2014). Las especies de  Eimeria 

son  altamente  específicas  de  hospedero,  se  piensa  que  existen  pocas 

posibilidades  de  que  los  humanos  u  otros  animales,  que  se  mantienen  junto  con 

los  animales  infectados  se  infecten,  aunque  aún  no  se  descarta  por  completo  la 

trasmisión a otros animales (Jeong  et al., 2012). 


2.8.4.1 Eimeriosis en el conejo  

Las once especies de   Eimeria que infectan al conejo han sido clasificadas según 

el  grado  de  virulencia  como;  a  virulentos  ( E.  coeciola),  ligeramente  virulentos  ( E. 

 perforans,  E.  exigua  y   E.  vejdovskyi)  moderadamente  virulentos  ( E.  media,  E. 

 magna, E. irresidua, E. piriformis) muy virulentos ( E. intestinalis, E. flavescens  y  E. 
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 stiedae)  (Coudert   et  al. ,  1995,  Bhat   et  al. ,  1996).  Según  estudios  realizados  en provincias  de  Taiwán  un  solo  ooquiste  esporulado  de  las  especies  de   Eimeria 

podría  infectar  con  éxito  a  un  conejo,  lo  que  demuestra  no  sólo  la  alta 

especificidad  del  huésped,  sino  también  un  muy  alto  potencial  las  especies  de 

 Eimeria para infectar (Ming-Hsien  et al., 2010, Jithendran 2010). 

Las  eimerias  se  encuentran  regularmente  en  todas  las  granjas  de  conejos, 

independientemente  del  manejo  y  las  condiciones  sanitarias  practicadas  por  los 

criadores, además de que la infección es de forma mixta (Almeida  et al., 2006, Al-

Mathal  2008,  Razavi   et  al.,  2010,  El-Shahawi   et  al.,  2011).  Los  conejos  jóvenes 

son más susceptibles a la  infección, presentándose especialmente en edades de 

dos  a  tres  meses,  una  vez  recuperados  estos  adquieren  inmunidad  a  la 

enfermedad  pero  son  considerados  portadores  sin  signología  aparente  (Gres   et 

 al., 2003). 

La identificación y caracterización genética de las diferentes especies y género de 

 Eimeria son centrales para la prevención, vigilancia y control de la eimeriosis. Esto 

es  particularmente  importante  con  respecto  a  la  aparición  de  una  amplia 

resistencia  de  las  especies   Eimeria  a  los  coccidiostatos  y  a  los  problemas 

asociados con residuos de medicamentos (Hamidinejat  et al., 2013). 

De las especies que infectan al conejo solo  E. stiedae es causante de la eimeriosis 

hepática,  la  cual  provoca  retrasos  en  el  crecimiento,  las  otras  diez  especies  son 

causantes  de  la  eimeriosis  en  su  manifestación  intestinal,  causando  mortalidad, 

incluso con un grado de infección bajo (Cam  et al., 2008). 

2.8.5 Diagnóstico de  Eimeria 

El  diagnóstico  para  la  eimeriosis  generalmente  se  realiza  con  métodos 

convencionales  basados  principalmente  en  características  morfológicas,  ciclo  de 

vida, signos clínicos y lesiones a la necropsia (Long y Joy 1984). Y recientemente 

gracias  al  advenimiento  de  la  biología  molecular  se  puede  identificar  de  manera 

precisa  a   Eimeria,  favoreciendo  con  ello  también  el  estudio  de  la  variabilidad 
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genética  y  evolución  a  partir  de  un  solo  ooquiste  (Schnitzler   et  al.,  1998, 

Fernández  et al., 2003). El uso de estas técnica ha permitido el diagnóstico rápido 

y eficaz de especies de  Eimeria en otras especies (Lien  et al., 2007). 

2.8.5.1 Identificación morfológica  

La identificación de las  especies  de   Eimeria   se realiza a través de la  descripción 

morfológica  de  los  ooquistes,  el  tiempo  de  esporulación  y  la  localización  de  las 

lesiones en el intestino (Coudert  et al., 1995). 

Los  ooquistes  de  las  diferentes  especies  de   Eimeria  presentan  diferencias  de 

tamaño (área, de diámetro), contorno (elíptica, ovoide, circular), estructura interna, 

grosor  y  color  de  la  pared  de  ooquistes,  entre  otras  variaciones  morfológicas 

(Joyner  1982).  La  discriminación  correcta  de  las  especies  mediante  inspección 

visual  está  severamente  restringida  por  las  diferencias  morfológicas  ligeras  que 

existen  entre  las  distintas  especies  y  la  superposición  de  características  en 

infecciones mixtas, además el tiempo mínimo para su esporulación es mínimo de 

una  semana  (Long  y  Joyner  1984,  Su   et  al.,  2003,  Wang   et  al.,  2014).  Para 

resolver  dichas  limitaciones  durante  los  últimos  años,  se  han  producido  avances 

significativos  en  el  desarrollo  de  herramientas  de  diagnóstico  con  el  cual  ha 

surgido un nuevo método de identificación morfológica de tendencia informática el 

cual  es  ofrecido  a  través  de  un  software  gratuito  disponible  en  línea  llamado 

COCCIMORPH,  diseñado  para  la  identificación  de  ooquistes  de   Eimeria  en  aves 

de  granja  y  conejos,  mediante  el  uso  de  fotografías  realiza  mediciones  con 

algoritmos  de  onda  de  las  longitudes  estandarizadas  al  tamaño  de  las  diferentes 

estructuras  morfológicas  de  las  especies  de   Eimeria  (Castañón   et  al.,  2007, 

Thenmozhi  et al., 2014). 

2.8.5.2 Identificación molecular  

Los primeros reportes de identificación molecular de eimerias fueron realizados en 

pollos de engorda, donde se describe el uso de los ITS1 e ITS2 (Schnitzler   et al., 
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1999,  Woods   et  al.,  2000,  Gasser   et  al.,  2001).  Se  describe  también  el  uso  de 

PCR  en  tiempo  real  y  PCR  múltiple,  técnicas  que  permiten  la  identificación  y  al 

mismo tiempo la cuantificación de las diferentes especies de   Eimeria en una sola 

muestra (Morgan  et al., 2009, Myung-Jo 2014). 

En  2008,  Kvicerová  y  colaboradores  realizaron  un  estudio  filogenético  donde  a 

través de la obtención de la secuencia parcial del fragmento 18S rDNA de las 11 

especies de eimerias que infectan a los conejos, determinó que existe monofilia en 

ellas,  hallazgo  que  resulta  importante  porque  indica  que  estas  especies 

estrechamente  relacionadas  se  han  diversificado  en  un  solo  hospedero,  y  se 

dividen  en  dos  linajes  hermanos,  los  cuales  corresponden  a  la  presencia  y 

ausencia  del  residuo  del  ooquiste.  Los  autores  mencionan  que  la  relación 

filogenética de los diversos rasgos biológicos de las eimerias puede proporcionar 

información  importante  para  comprender  la  historia  de  la  evolución  y  además 

sirvan  como  marcadores  adecuados  para  fines  de  diagnóstico  y/o  taxonómico 

(Kvicerová  et al., 2008). 

El  diseño  de  12  iniciadores  altamente  específicos  para  la  detección  y 

discriminación  de  las  11  especies  de   Eimeria  que  infectan  al  conejo  pueden  ser 

implementados en el diagnóstico convencional, estos son basados en secuencias 

de  la  región  ITS1  de  ADNr.  Los  iniciadores  contienen  un  nivel  alto  de  Adenina  y 

Timina superior a 55 %, ofreciendo alta especificidad y sensibilidad, detectando de 

500 fg a 1 pg de ADN o bien 0.8 a 1.7 ooquistes (Oliveira  et al., 2011). 

La PCR cuantitativa en tiempo real, detecta 45 genes de  E.  coecicola en el día 7 

pos-infección.  Mostrando  un  incremento  dramático  que  revelo  citoquina 

pleiotrópica  e  interleucina  6  anti-inflamatoria  (IL-6)  50  veces,  mientras  que  la 

mayor disminución fue de aproximadamente 13 veces donde se detectó que para 

ARNm  codifican  la  PAD,  SULT3A1,  CRP  y  glutamato  S-transferasa.  Además,  se 

encontró  la  regulación  de  genes  que  codifican  regiones  de  anticuerpos.  Los 

resultados obtenidos arrojaron que la IL-6 juega un papel central en la infección de 
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conejos  por   E.  coecicola  especie  que  se  encuentra  presuntamente  implicada  en 

lesiones tanto intestinales como hepáticas (Mohamed  et al., 2012). 

Secuencias  completas  de  la  región  ITS1-5.8S-ITS2  ARNr  de  seis  especies  de 

 Eimeria en conejos;  E. stiedae,  E.  intestinalis,  E. flavescens,  E. media,  E. magna y E.  irresidua,  han  sido reportadas  utilizando  los  iniciadores diseñados  por  Oliveira 

 et  al.,  (2011)  revelando  que  ambas  secuencias  ITS1  e  ITS2  fueron  específicas 

para  cada  una  de  las  especies  de   Eimeria  en  conejos.  Posterior  a  ello  se 

desarrolló  un  ensayo  de  PCR  múltiple,  específico  y  sensible  para  el  diagnóstico 

basado en sitios polimórficos de ITS1 e ITS2, donde identificaron a tres especies 

altamente  patógenas  de  los  conejos,  E.  stiedae,  E.  intestinalis,  y   E.  flavescens. 

Esta  prueba,  es  una  poderosa  herramienta  para  la  diferenciación  clínica  de  alta 

patogenicidad  de  las  especies   Eimeria  en  conejos  y  el  estudio  de  la  genética  de 

poblaciones de eimerias en el conejo (Yan  et al., 2013). 

Un  estudio  realizado  con  aislados  de   Eimeria  intestinalis  de  conejo  en  China, 

permitió  la  identificación  de  la  subunidad 18S  de  los  genes de  ARN  ribosomal  el 

tamaño  del  fragmento  amplificado  fue  1521  pb,  el  cual  comparte  99%  de 

secuencia con las  E. intestinalis aisladas de Francia y la República Checa (Shi  et 

 al., 2014). 

La  secuencia  completa  del  ADN  mitocondrial  (ADNmt)  de   E.  magna  en  conejos 

tiene un tamaño de 6249 pb, y consta de 3 genes codificantes de proteínas (cyt b, 

cox 1 y cox 3), más 12 fragmentos de genes de la subunidad grande (LSU) ARNr, 

y 7 fragmentos de gen para la subunidad pequeña (SSU) ARNr, sin genes de ARN 

de  transferencia,  coincidiendo  con  las  secuencias  de   Eimeria  spp  en  pollos.  El 

contenido de Adenina y  Timina es de 65,16% para el genoma mitocondrial de   E. 

 magna  (29.73%  A,  35.43%  T,  17.09  G  y  17.75%  de  C).  Esta  secuencia 

proporciona nuevos marcadores de ADNmt para el estudio de la epidemiologia y la 

genética  molecular  de   Eimeria  spp  por  lo  tanto  tiene  implicaciones  en  el 

diagnóstico molecular de la eimeriosis en el conejo (Ogedengbe  et al., 2014). 
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2.9 Pérdidas económicas generadas por la eimeriosis a nivel mundial 

En  el  mundo  se  estima  que  las  pérdidas  económicas  de  la  eimeriosis  tienen  un 

valor estimado en más de US $ 3 mil millones anuales (Dalloul y Lillehoj de 2006). 

Estas  pérdidas  económicas  totales  debidas  a  la  coccidiosis  para  el  año  2010  en 

Rumania  pueden  haber  sido  al  menos  €  28,  971,818.18.  Las  cuales  en 

comparación,  con  la  India,  el  costo  para  el  período  2003-2004  se  estimó  en 

Rs1.089.170.162  (~  €  15,  210,694.20)  (Bera   et  al.,  2010),  y  en  el  Reino  Unido, 

para el año 1995, a eso de GB £ 38.588.795 (~ € 44, 643,989.69) (Williams, 1999). 

En Etiopía, las pérdidas totales medios se estimaron en 898,8 y 5,301.8 Birr etíope 

por  explotación  en  las  granjas  de  pequeña  y  gran  escala,  respectivamente 

(Kinunghi  et al., 2004). 

En  general,  se  asume  que  el  70%  de  los  costes  estimados  se  deben  a  la 

coccidiosis  subclínica,  por  el  impacto  sobre  la  ganancia  de  peso  y  la  conversión 

alimenticia (Gussem, 2007), y la importancia económica de la eimeriosis subclínica 

varía con la composición de las poblaciones de  Eimeria (Haug  et al., 2008). 

2.9.1 Producción cunícola en México  

La producción cunícola en México es de traspatio constituyéndose por un 90 % de 

la producción cunícola nacional, mientras que el 5% está dedicado a la producción 

semi tecnificada y el otro 5% de la producción tecnificada (Godínez, 1987). 

Actualmente, a través de los programas de rescate y promoción de la cunicultura 

se tienen censos por entidad federativa, y el total nacional cunícola está cifrado en 

929,000  vientres.  Las  explotaciones  cunícolas  se  encuentran  en  mayor 

concentración  en  los  estados  del  centro  del  país:  Estado  de  México,  Tlaxcala, 

Hidalgo,  Puebla,  Querétaro,  San  Luis  Potosí,  Morelos,  Aguascalientes, 

Guanajuato  y  parte  de  Jalisco.  Se  reportan  594  granjas  cunícolas  tecnificadas 

(SENASICA, 2006). 
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Uno de los problemas que con mayor frecuencia presentan los cunicultores en sus 

explotaciones,  son  las  diarreas  identificadas  como  la  primera  causa  de  muerte, 

afectando severamente la producción y la economía de los productores (Juárez y 

Morales, 2002). 

En México la cunicultura a nivel industrial se ha aprovechado apenas en un 10 por 

ciento de su potencial, es importante mencionar que a nivel nacional se carece de 

información actualizada sobre la producción, consumo, comercialización y también 

de  leyes  que  regulen  el  sacrificio,  la  venta  o  comercialización  del  conejo 

(SAGARPA, 2016). 

2.9.2 Producción cunícola en el estado de México  

El  Estado  de  México  en  los  últimos  años  ha  destacado  a  nivel  nacional  como  el 

estado de mayor producción y consumo de carne de conejo, por ello en los últimos 

años  se  creó  el  comité  Sistema  de  Producto  Cunícola  (SPC)  del  Estado  de 

México,  el  cual  tiene  como  propósito  reforzar  este  sector  productivo,  así  como 

también  dar  inicio  a  la  organización  de  cunicultores  independientes  bajo  el 

contexto  legal  y  con  ello  generar  una  mayor  representatividad  en  el  eslabón 

ganadero. En el 2015 el estado de México reporto un inventario de 65 mil vientres 

y  una  producción  aproximada  de  54  mil  600  toneladas  de  carne.  Las  zonas  de 

mayor producción y comercialización son el oriente, contemplando principalmente 

los  municipios  de  Amecameca,  Texcoco  y  Teotihuacán;  la  zona  del  Valle  de 

Toluca, el municipio de Jilotepec y Atlacomulco. Mil 500 familias mexiquenses se 

dedican  a  esta  actividad  destacando  que  la  carne  de  conejo  es  un  20%  más 

barata que la carne de res (SAGARPA, 2015). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

Los parásitos del genero  Eimeria son considerados patógenos de gran importancia 

económica  en  todo  el  mundo,  afectando  gravemente  al  sector  ganadero.  En 

México  el  sector  cunícola  es  relativamente  nuevo,  sin  embargo  se  dice  que  este 

tiene un gran potencial de desarrollo intensivo, en los últimos años se ha reportado 

que  el  problema  que  presentan  con  mayor  frecuencia  los  cunicultores  son  las 

enfermedades  digestivas.  Según  la  FAO  en  la  última  década  las  eimerias  son  la 

principal causa de mortalidad en las unidades de producción cunícolas originando 

la  rápida  pérdida  del  20  %  del  peso  vivo  en  un  lapso  de  2  a  3  días  asociado 

principalmente  a  diarrea  presentadas  en  los  animales  infectados.  En  los  últimos 

años con el desarrollo de las nuevas técnicas moleculares se ha logrado identificar 

las especies de  Eimeria que infectan al conejos sin embargo aún se desconocen 

las relaciones evolutivas entre las poblaciones las cuales pueden contribuir estudio 

de las eimerias. 
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4. JUSTIFICACIÓN   

La  necesidad  de  analizar  la  variación  genética  de   Eimeria  spp.  es  reconocida 

como  un  factor  fundamental  para  comprender  la  dinámica  de  la  distribución  y 

control  de  la  eimeriosis  (Morris  y  Gasser,  2006).  Los  estudios  sobre  diversidad 

genética  dentro  y  entre  las  poblaciones  de  especies  de   Eimeria  son  elementales 

para  el  desarrollo  de  vacunas  universalmente  aceptables  contra  la  eimeriosis 

(Kumar  et al., 2015). Por lo tanto, la secuenciación de la región ITS de los aislados 

de  campo  de   Eimeria  pueden  ser  útiles  en  la  evaluación  de  la  diversidad  de  las 

cepas.  En  México  no  existe  información  sobre  la  diversidad  genética  de  la 

especies  Eimeria que infectan a los conejos por ello se planeó realizar el presente 

estudio  en  la  región  donde  se  registran  mayor  producción  cunícola  a  nivel 

nacional. 
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5. OBJETIVOS  


5.1 objetivo general  

Analizar  la  diversidad  genética  de  las  especies  de   Eimeria  que  afectan  la 

producción cunícola en la región sur oriente del Estado de México. 

5.2 Objetivos específicos  

1.- Diagnosticar  Eimeria spp utilizando la técnica de Mc Master. 

2.- Amplificar la región ITS1 de  Eimeria por PCR. 

3.- Comparar las secuencias de  Eimeria con las reportadas a nivel mundial. 

4.-  Analizar  de  la  diversidad  genética  de   Eimeria  en  la  región  sur  oriente  del 

estado de México. 
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6. HIPÓTESIS 

Existe diversidad genética entre las poblaciones de  Eimeria  que infectan a conejos 

de la región sur oriente del Estado de México. 
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7. METODOLOGÍA   

7.1 Límites de espacio y tiempo 

El presente trabajo se realizó en las unidades de producción cunícola de la región 

sur oriente del Estado de México, la cual se encuentra delimitada al oriente con el 

estado  de  Puebla,  al  poniente  con  el  Distrito  Federal,  al  sur  con  el  Estado  de 

Morelos y al norte con los municipios de Ixtapaluca y los Reyes, se conforma por 

los  municipios  de:  Chalco  de  Díaz  Covarrubias,  Solidaridad  Valle  de  Chalco, 

Cocotitlán,  Temamatla,  Tlalmanalco  de  Velázquez,    Tenango  del  Aire,  Ayapango 

de  Gabriel  Ramos  Millán,  Juchitepec  de  Mariano  Rivapalacio,  Amecameca  de 

Juárez, Ozumba de Alzate, Tepetlixpa, Atlautla de Victoria y Ecatzingo de Hidalgo 

(INEGI, 2015). 

La  temperatura  media  anual  es  de  14.1°;  el  mes  más  frío  es  enero  con  2.4° 

promedio, pero en febrero o diciembre la temperatura puede descender hasta -8°. 

El  mes  más  caluroso  es  abril  con  24°  en  promedio,  pero  la  máxima  temperatura 

extrema  puede  llegar  hasta  34°  en  mayo  o  de  32°  en  octubre  y  diciembre.  La 

precipitación anual es de 935.6 milímetros, febrero es el mes más seco (6.2 mm), 

seguido  por  diciembre  (6.5  mm)  y  marzo  (7.0  mm)  Julio  es  el  más  lluvioso  (341 

mm),  le  sigue  agosto  (338  mm)  y  junio  (321.4  mm),  el  régimen  de  lluvias  es  de 

mayo a octubre (Secretaria de Medio Ambiente, 2015). En el periodo comprendido 

de agosto 2014 a marzo 2016. 
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7.2 Obtención de las muestras  

Fueron  recolectadas  muestras  heces  de  conejo  con  diarrea  y  sin  signología 

aparente,  las  cuales  se  almacenaron  en  bolsas  de  polietileno  debidamente 

identificadas,  se transportaron en hielera a 4°C para su procesamiento inmediato 

en Anfiteatro de la Licenciatura del Centro Universitario UAEM Amecameca. 

7.3 Tamaño de la muestra   

La  fórmula  para  la  determinación  del  tamaño  de  la  muestra  de  una  población 

infinita o desconocida se muestra a continuación (Murray e Larry, 2009): 

Dónde: 

n= tamaño  

z= 1.96 (5% de confianza) 

p= Frecuencia esperada (p =0.5) 

q: 1 – p  

I = Error (10 %, i = 0.1)                           N= (1.96)2 x 0.5 x 0.5 = 96.04 

0.12 

7.4 Criterios de inclusión y exclusión  

Se  incluyeron  animales  que  presentaban  signologia  entérica  y  sin  signologia 

aparente,  de  1  a  3  meses  de  edad,  sin  importar  sexo,  raza  o  tipo  de  unidad  de 

producción y fin zootécnico. 
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8. MÉTODOS  

8.1 Identificación coproparasitológica  

8.1.1 Procesamiento de las muestras de heces  

Se  utilizó  la  Técnica  de  Mc  Máster  para  detectar  cualitativamente  y 

cuantitativamente,  los  ooquistes  de   Eimeria  existentes  en  la  muestra  los 

resultados  obtenidos  se  expresaron  en  ooquistes  por  gramo  de  heces  (OPG) 

(Procedimiento anexos 1). 

8.2 Identificación molecular de  Eimeria 

8.2.1 Extracción de ADN   

De  las  muestras  positivas  realizadas  por  diagnostico  coprológico,  se  procedió  a 

realizar la  extracción de DNA a partir de 200 mg de heces, utilizando el kit Fecal 

Microbe  DNA  de  Zymo  Research®  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante 

(Procedimiento anexo 2). 

8.2.2 Amplificación por PCR de la región ITS-1 de  Eimeria 

Se realizó la amplificaron fragmentos de 150-300 pb de la región ITS1 del ADNmt 

utilizando  los  11  iniciadores  reportados  Oliveira   et  al.,  2011(Tabla  1).  Las 

condiciones  de    amplificación  fueron:  desnaturalización  a  94  °C  durante  10 

minutos, 35 ciclos: 30 segundos a 94 °C, 30 segundos de 52 a 60 °C según la TM 

de  cada especie  de   Eimeria  y  30  segundos a  72  °C  con una etapa  de extensión 

final de 5 minutos a 72 °C. (Anexo 3). Los productos obtenidos de la amplificación 

se visualizaron en geles de agarosa al 3% con bromuro de etidio y se corrieron a 

100  volts  en  una  cámara  de  electroforesis  Wide  Mini-Sub  Cell  GT  (Bio-Rad®) 

durante  30  minutos.  Posteriormente  se  observaron  en  un  transiluminador 

Ultravioleta UVP 
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Los fragmentos amplificados fueron purificados a partir de gel  utilizando el Kit the 

Gel  DNA  Recovery  Zymoclean  (Anexo  4)  y  secuenciados  en  un  ABI  Prism  3100 

Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias obtenidas 

fueron comparadas con los reportados a nivel mundial. 

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la identificación de   Eimeria en el 


conejo. 

Especies de  Eimeria 

Nombre del 

Secuencias 


iniciador 

 Eimeria spp. (todas las 

ITS1-FITS1-F 

GGGAAGTTGCGTAAATAGA 

especies del conejo) 

ITS1-FITS1-R 

CTGCGTCCTTCATCGAT 


E. coecicola 

Ecoe-ITS1-F 


AGCTTGGTGGGTTCTTATTATTGTAC 

Ecoe-ITS1-R 

CTAGTTGCTTCAACAAATCCATATCA 


E. exigua 

Eexi-ITS1-F 


GAATAAGTTCTGCCTAAAGAGAGCC 

Eexi-ITS1-R 

TATATAGACCATCCCCAACCCAC 


E. flavescens 

Efla-ITS1-F 


GAATATTGTTGCAGTTTACCACCAA 

Efla-ITS1-R 

CCTCAACAACCGTTCTTCATAATC 


E. intestinalis 

Eint-ITS1-F 


TGTTTGTACCACCGAGGGAATA 

Eint-ITS1-R 

AACATTAAGCTACCCTCCTCATCC 


E. irresidua 

Eirr-ITS1-F 


TTTGGTGGGAAAAGATGATTCTAC 

Eirr-ITS1-R 

TTTGCATTATTTTTAACCCATTCA 


E. magna 

Emag-ITS1-F 


TTTACTTATCACCGAGGGTTGATC 

Emag-ITS1-R 

CGAGAAAGGTAAAGCTTACCACC 


E. media 

Emed-ITS1-F 


GATTTTTTTCCACTGCGTCC 

Emed-ITS1-R 

TTCATAACAGAAAAGGTAAAAAAAGC 


E. perforans 

Eper-ITS1-F 


TTTTATTTCATTCCCATTTGCATCC 

Eper-ITS1-R 

CTTTTCATAACAGAAAAGGTCAAGCTTC 


E. piriformis 

Epir-ITS1-F 


ACGAATACATCCCTCTGCCTTAC 

Epir-ITS1-R 

ATTGTCTCCCCCTGCACAAC 


E. stiedai 

Esti-ITS1-F 


GTGGGTTTTCTGTGCCCTC 

Esti-ITS1-R 

AAGGCTGCTGCTTTGCTTC 


E. vejdovskyi 

Evej-ITS1-F 


GTGCTGCCCACAAAAGTCACC 

Evej-ITS1-R 

GCTACAATTCATTCCGCCC 
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8.2.3. La clonación y secuenciación de región ITS-1 

Se  realizó  la  clonación  de  amplicones  de  PCR  primaria  en  el  Vector  pGEM-T 

Systems  y  se  propago  en  células  competentes  E.  coli  de  la  cepa  JM109 

(PROMEGA),  Los  clones  positivos  se  confirmaron  mediante  PCR  de  colonias 

usando  cebadores  específicos  del  género  (Anexo  5).  Los  plásmidos  fueron 

purificados  de  las  células  transformadas  utilizando  el  illustra  plasmid  Prep  Mini 

Spin Kit GE Healthcare (Anexo 6). 

8. 2.4. El análisis de secuencia 

Todas  las  secuencias  de  ITS-1  región  de   Eimeria  generados  en  el  presente 

estudio,  se  compararon  entre  sí  y  con  secuencias  publicados  disponibles  en 

GenBank  por  programa  BLAST  del  Centro  Nacional  de  Información  sobre 

Biotecnología (NCBI: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

8.2.5. El análisis filogenético de la secuencia ITS-1 

Las  secuencias  generadas  en  este  estudio  fueron  analizados  para  diversidad 

genética  utilizando  las  secuencias  publicadas  en  Brasil  y  China  de  aislados  de 

republica  Checa  y  Francia  de  las  diferentes  especies  de   Eimeria  que  infectan  al 

conejo.  Los análisis filogenéticos se realizaron utilizando MEGA6,  (Tamura  et  al., 

2011). 
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9. RESULTADOS 

Un  total  de  220  muestras  de  heces  de  conejos  de  60  a  90  días  de  edad,  fueron 

recolectadas en granjas cunícolas ubicadas en el Estado de México en el periodo 

comprendido de mayo del 2014 a mayo de 2016. Se identificó a  Eimeria   spp.    en 

un 37% (82 muestras) por microscopia (Gráfico 1). 



Total

Positivas a Eimeria

Negativas a Eimeria

220





138

120



100





82



75



57

54



25

1 .     M U E S T R A S   D E   C O N E J O S  

2 .   M U E S T R A S   D E   C O N E J O S  

3 .   M U E S T R A S   P O S I T I V A S  

C O N   D I A R R E A  

S I N   S I G N O L O G I A   A P A R E N T E    

T O T A L E S    



Gráfico 1. Total de las muestras positivas a  Eimeria spp.  identificadas  con la 

técnica de Mc Master. La identificación de  Eimeria en conejos con diarrea fue del 

48%, y en conejos sin signologia en un 25%. 

Después de obtener las muestras positivas se procedió a extraer el ADN de todas 

las muestras positivas y realizar la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), 

se  obtuvo  el  ADN  de  las  muestras  positivas  a   Eimeria   spp.  de  estos  el  11.37  % 

(25/220) eran conejos sin signología aparentemente sanos y el 54.54 % (120/220) 

presentaba cuadros entéricos. 

La  signologia  observada  en  este  estudio  fue  variada  identificándose  diarrea  en 

52%,  seguida  de  distensión  abdominal  50  %  el  22%  presento  anorexia  y  solo  el 

5% estreñimiento. 
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Figura 3. Muestras positivas a  Eimeria spp. por PCR.  Se utilizaron iniciadores 

generales  en  el  carril  1;  marcador  de  peso  molecular  de  100  pb,  carril  2;  control 

positivo  y  del  3  al  20;  muestras  obtenidas  de  conejos  dentro  de  la  región  sur 

oriente del Estado de México y en carril 21; control negativo, observados en gel de 

agarosa al 2X. 

Se realizaron 231 reacciones de PCR de 21 muestras seleccionadas al azar en las 

que se emplearon los 11 iniciadores específicos de cada una de las especies que 

infectan al conejo. (Figura 4) 
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Figura  4.  Muestras  positivas  a  diferentes  especies  de   Eimeria  realizadas  por 

PCR  utilizando  iniciadores  específicos  reportados  por  Oliveira   et  al.,  2011., 

observados en geles de agarosa al 2X. 

En los  resultados del análisis  de PCR  específicas de las 11 especies  de conejos 

se encontró a  Eimeria Vejdovskyi como la especie más frecuente (85%), seguida 

de  E.  magna (66%),  E.  stiedai (47%),  E.  media y  E.  perforans (42%), mientras que E. irresidua fue la de menor frecuencia (4.7%) (Grafico 2). En la identificación por 

muestra se identificó desde una hasta nueve especies de  Eimeria (Tabla 4). 

Las  secuencias  obtenidas  a  partir  de  los  productos  amplificados  poseen  una 

identidad del 89 al 100 % con las reportadas en el Genbank, para las especies de 

 Eimeria que infectan a los conejos tabla 2. 
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Tabla 4. Distancias genéticas de las secuencias de   Eimeria que infectan a los conejos. 
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0.53 

0.53 

0.54 

0.52 

0.51 

0.51 

0.52 

0.31 

0.32 



















882.1 


MX5_E

0.49 

0.49 

0.52 

0.52 

0.51 

0.50 

0.54 

0.53 

0.53 

0.52 

0.34 

0.34 

0.16 

















exi 


HM768

0.37 

0.37 

0.44 

0.44 

0.39 

0.37 

0.42 

0.42 

0.43 

0.44 

0.52 

0.51 

0.59 

0.53 















881.1 


MX03_

0.37 

0.37 

0.41 

0.41 

0.37 

0.35 

0.40 

0.40 

0.39 

0.39 

0.60 

0.61 

0.56 

0.53 

0.15 













Ecoe 


HM768

0.42 

0.42 

0.17 

0.17 

0.41 

0.44 

0.18 

0.17 

0.17 

0.18 

0.49 

0.50 

0.47 

0.52 

0.43 

0.39 











884.1 


MX3_E

0.41 

0.41 

0.21 

0.21 

0.39 

0.42 

0.24 

0.24 

0.22 

0.21 

0.53 

0.53 

0.52 

0.54 

0.47 

0.42 

0.13 









intes 


HM768

0.54 

0.54 

0.54 

0.54 

0.46 

0.49 

0.58 

0.57 

0.59 

0.58 

0.08 

0.09 

0.33 

0.37 

0.49 

0.59 

0.48 

0.52 







889.1 


MX1_P

0.61 

0.61 

0.57 

0.57 

0.54 

0.55 

0.54 

0.54 

0.53 

0.53 

0.39 

0.37 

0.43 

0.49 

0.58 

0.59 

0.50 

0.52 

0.45 





ir 


JX4068

0.54 

0.54 

0.57 

0.57 

0.51 

0.51 

0.53 

0.52 

0.50 

0.50 

0.62 

0.61 

0.61 

0.62 

0.55 

0.52 

0.48 

0.51 

0.60 

0.57 



75.1 


MX1_E

0.56 

0.56 

0.58 

0.58 

0.52 

0.55 

0.61 

0.62 

0.58 

0.57 

0.64 

0.63 

0.67 

0.67 

0.61 

0.57 

0.54 

0.47 

0.61 

0.54 

0.37 


irres 
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Con las secuencias obtenidas se realizó la alineación y el análisis filogenético con 

el software Mega 6 como reporta Tamura   et al., (2007) y finalmente se construyó 

un  árbol  filogenético  Neighboir  Joining  como  se  muestra  a  continuación  en  la 

figura 9. 

10. DISCUSIÓN  

Rodríguez-  De  Lara   et  al.,  2008  publica  que  las  diarreas  en  los  conejos 

representan un factor importante al influir en la producción de conejos rentable en 

México,  en  este  estudio   Eimeria  spp  se  encuentro  presente  en  un  48%  de  los 

conejos  que  presentaron  diarrea  difiriendo  con  la  FAO  en  2010,  en  México  las 

eimerias no son la principal causa de diarreas en conejos. 

En México no existen reportes actuales sobre la identificación de las especies de 

 Eimeria  que  infectan  al  conejo,  por  morfología  ni  moleculares,  por  lo  que  los 

resultados obtenidos son el primer reporte de la identificación molecular de las 11 

especies  de   Eimeria  que  infectan  al  conejo  en  México,  a  partir  de  muestras 

obtenidas de campo. 

En contraste a los resultados publicados por Li  et al., 2016 en Harbin al Noroeste 

de China, que también reporta el uso de iniciadores diseñados por Oliveira   et al., 

2011 en este estudio, encuentran solo seis de las 11 especies reportadas ( Eimeria 

 vejdovskyi,  E.piriformis,  E. flavescens,  E. magna,  E. media, and  E. stiedae) lo cual difiere  de  los  resultados  obtenidos  por  morfología  ya  que  en  estos  reporta  ocho 

especies  diferentes  a  las  identificadas  por  PCR,  sin  embargo  estos  resultados 

coinciden  con  los  reportes  en  aves  debido  a  que  como  menciona  Güven   et  al., 

2013,  los  métodos  tradicionales  basados  en  mediciones  o  características 

morfológicas, presentan limitaciones debidas al sobrelapamiento de las mismas, y 

la identificación puede ser poco confiable. 

Es importante mencionar que las especies de   Eimeria poseen diferente grado de 

virulencia  como  menciona  previamente  Coudert   et  al.,  1995  donde  realizan  la 

evaluación  de  lesiones  sobre  el  epitelio,  sin  embargo  esto  ha  originado  algunas 
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controversias en cuanto al grado de virulencia de cada especie de   Eimeria donde 

se identifican hallazgos histopatológicos que en ocasiones no se correlacionan con 

la  virulencia  tal  como  lo  reportan  Shi   et  al.,  2014  donde  demuestran  que  existe 

diferente grado de virulencia entre aislados de   E. intestinalis de China con los de 

Francia  y  Republica  Checa  donde  se  reportan  como  altamente  virulentos,  las 

diferencias  encontradas    en  esta  clasificación  presentan  inconvenientes  al 

momento  de  querer  generalizar  la  virulencia  de  las  especies  de   Eimeria  en  el 

mundo. 

Los  resultados  filogenéticos  coinciden  con  Kvicerova   et  al.,  2008  quien  describe 

monofilia  de  los  11  especies  de   Eimeria  de  conejos  ( Oryctolagus  cuniculus)  y  la 

diferenciación  de  2  linajes  hermanos  de  las  especies  de   Eimeria,  los  cuales 

corresponden  a  la  presencia  y  ausencia  del  residuo  de  oocistos.  Liu   et  al.,  2015 

corrobora  la  monofilia  que  presentan  las  11  especies  y  además  aporta  que  las 

especies  de   Eimeria  del  conejo  difieren  en  un  solo  clado  independiente  de  las 

especies  reportadas  en  otras  especies  animales  como  aves  lo  cual  se  corrobora 

en este estudio. Finalmente en el árbol filogenético se observa que existe una gran 

diversidad de  E.  magna. 

11. CONCLUSIÓN  

Este  es  el  primer  reporte  de  la  identificación  molecular  de  las  11  especies  de 

 Eimeria que infectan al conejo en México. 

Los  análisis  filogenéticos  entre  las  especies  de   Eimeria  demuestran  monofilia  de 

las especies de  Eimeria que infectan al conejo y además se demostró que existe 

una variabilidad genética en las cepas de  E. magna circulantes en nuestro país y 

resaltando  también  que  es  la  especie  que  más  se  identificó  en  muestras  de 

México. 

Los  diferentes  perfiles  encontrados  permitieron  el  cálculo  de  las  distancias 

genéticas  entre  las  especies  de   Eimeria,  lo  cual  permitió  la  elaboración  del 

dendrograma correspondiente. 
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Finalmente  las  técnicas  basadas  en  PCR  son  las  que  a  diferencia  de  otras 

metodologías moleculares, permiten la aplicación de método de identificación más 

sensible  y  además  aportan  al  estudio  de  la  diversidad  genética  de  los 

microorganismos. 
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12.Resultados concomitantes capitulos de libro publicados formato digital. 
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RESUMEN  

El  presente  artículo  de  revisión  resume  conocimientos  actuales  sobre  la  identificación  de  las 

especies  de   Eimeria  que  infectan  al  conejo  y  las  cuales  ocasionan  una  enfermedad    de  alta 

importancia  por  las  pérdidas  económicas  que  genera  en  el  sector  agropecuario,  incluyendo  la 

cunicultura actividad que tiene un alto potencial de desarrollo en el mundo, en México  el Sistema 

Producto  Cunícola  (SPC)  presidido  por  la  SAGARPA  ha  presentado  como  una  de  sus  líneas 

estratégicas: “El diagnóstico de la situación de los problemas sanitarios para emitir recomendaciones 
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de prevención y profilaxis”; por lo que tipificar el medio ambiente sanitario cunícola del país puede 

ayudar a tomar acciones correctas que apoyen al desarrollo de una cunicultura rentable,  debido a la 

importancia  del  tema,  en  este  artículo  se  dará    a  conocer  los  avances  recientes    sobre  la 

identificación  molecular  en  las  diferentes  especies  de   Eimeria  en  conejos.  Abordando  desde  el 

diagnóstico  convencional  el  cual  se  establece  dependiendo  de  la  morfología  que  presentan  los 

ooquistes  esporulados,  y  su  problemática  referente  a  su  imprecisión,  debido  a  las  características 

relativas,  superfluas  o  sobrelapadas  que  cada  especie  de   Eimeria  posee,  en  contraste  con  el 

diagnóstico  molecular  y  la  caracterización  genética,  que  permiten  realizar  una  identificación 

especifica  lo  cual  ayuda  a  la  prevención,  vigilancia  y  control  de  la  eimeriosis. Los  avances 

biotecnológicos  son  considerados  hoy  en  día  como  una  alternativa  altamente  específica,  dirigida 

hacia la mejora y control de esta importante enfermedad. 

Palabras clave:  Eimeria,  Oryctulagus cuniculus,  diagnóstico molecular, México 


ABSTRACT 

 

This  review  summarizes  current  knowledge  on  the  identification  of  species  of   Eimeria  that  infect 

rabbit  and  which  cause  a  disease  of  high  importance  for  economic  losses  generated  in  the 

agricultural sector, including  rabbitry, activity that has a high development potential in the world, in 

Mexico,  the  Cunícola  Product  System    (SPC),  chaired  by  SAGARPA  has  presented  as  one  of  its 

strategic  lines:  "the  diagnosis  of  the  situation  of  health  problems  issuing  recommendations  for 

prevention and prophylaxis"; so typify the sanitary environment cunícola of the country can help take 

correct actions to support the development of a rabbitry profitable, due to the importance of the topic, 

this  article  will  be  released  recent  advances  on  molecular  identification  of  the  different   Eimeria 

species in rabbits. Addressing from the conventional diagnosis which is established depending on the 
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morphology presented in sporulated oocysts, and the problems concerning that this imprecision due 

to the superfluous characteristics or  overlapping from each  Eimeria species has, in contrast to the 

molecular  diagnostic  and  genetic  characterization,  which  allow  specific  identification  which  helps 

prevention, surveillance and control of eimeriosis. Biotechnological advances are considered today 

as  a  highly  specific  alternative  directed  towards  the  improvement  and  control  of  this  important 

disease. 

Key words:  Eimeria,  Oryctulagus cuniculus,  molecular diagnosis, México. 



 

INTRODUCCIÓN  

La  eimeriosis  es  una  enfermedad  parasitaria  altamente  contagiosa  que  resulta  en  importantes 

pérdidas  económicas  para  el  sector  cunícola  (Varga  1982,  Jing  et  al.  2012).  Durante  la  última 

década México, ha impulsado de manera importante la actividad cunícola, debido al fácil manejo de 

la especie y la recuperación de la inversión en corto tiempo, gracias a la fertilidad y fecundidad de la 

misma; además presenta una fuente de proteína de alta calidad y fácil digestión, con un precio  20% 

menor que el de la carne de bovino, motivo por el cual se contribuye a abatir la pobreza alimentaria, 

generar empleos y disminuir los índices de pobreza, sobre todo en zonas rurales (SAGARPA 2015). 

Sin embargo este sector se ve afectado por el alto índice de mortalidad en las granjas cunícolas, con 

rangos que van del 20 al 30 % a nivel de granja, motivo por el cual la SAGARPA preside el Sistema 

Producto Cunícola (SPC) teniendo como líneas estratégicas: “El diagnóstico de la situación de los 

problemas  sanitarios  para  emitir  recomendaciones  de  prevención  y  profilaxis”,  y  el  proyecto  de 

“solicitar  a  instituciones  educativas  de  investigación,  gubernamentales  y  no  gubernamentales 
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estudios  e  investigación  sobre  control  de  enfermedades”;  por  lo  que  tipificar  el  medio  ambiente 

sanitario cunícola del país puede ayudar a tomar acciones correctas que apoyen al desarrollo de una 

cunicultura rentable (SAGARPA  2012). 

El  diagnóstico  de  la  eimeriosis  se  realiza  convencionalmente  por  medio  de  identificación 

microscópica  y  consiste  básicamente  en  observar  las  características  de  los  ooquistes  de   Eimeria 

esporulados,  es  un  método  económico,  que  requiere  de  una  semana  de  esporulación  mínima, 

además es complicado por la similitud morfológica que cada una de las especies presenta, lo que 

resulta  en  una  técnica  poco  fiable  y  confusa  cuando  existe  asociación  mixta  (Blake  et  al.  2008, 

Kawahara  et  al.  2010).  Para  afrontar  estos  inconvenientes  se  han  desarrollado  herramientas 

moleculares basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), las 

cuales han sido ampliamente utilizadas para el diagnóstico y caracterización de  Eimeria (Cere et al. 

1996, Kvicerová et al. 2008, Oliveira et al. 2011, Yan et al. 2013). 




EIMERIA

Es un protozoario intracelular obligado del género  Eimeria (Pakandl and Hlásková, 2007, Kumar et 

al.  2014,).  El  cual  se  encuentra  clasificado  dentro  del   phylum  Aplicomplexa  quien  destaca  por  su 

diversidad y tamaño en la actualidad existen más de 300 géneros reconocidos de  Apicomplexa, los 

cuales se distribuyen en por lo menos 60 familias (Perkins et al. 2000) y 1 800 especies de  Eimeria 

(Sapleta et al. 2003). Se encuentran en amplia variedad en animales salvajes y domésticos (Zhao et 

al. 2001, Heitlínger et al. 2014). 
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El ciclo de vida 

Las  eimerias  son  parásitos  monoxenos,  cuyo  ciclo  comienza  cuando  los  animales  ingieren  los 

ooquistes esporulados en el medio ambiente los cuales pueden encontrarse en las heces, alimento y 

agua contaminada, éstos pasan por el tracto intestinal donde desenquistan dentro de la luz intestinal, 

este  proceso  es  ayudado  por  la  tripsina,  la  bilis,  y  CO2  (Gordon  y  Jordan  1982,  Allen  y  Fetterer 

2002).  Los  esporozoitos  liberados  penetran  en  las  células  epiteliales  de  las  vellosidades  donde 

crecen y se transforman en trofozoitos o merozoitos, produciéndose en su interior los esquizontes 

(McDougald  2003).  Los  esquizontes  experimentan  de  dos  a  cuatro  generaciones  de  reproducción 

asexual; estas fases de replicación dan como resultado el daño celular en el epitelio, particularmente 

las  etapas  posteriores  de  esquizontes  que  se  forman  en  la  lámina  propia  (Long  1993;  Lindsay  y 

Todd 1993). Después de al menos dos generaciones de reproducción asexual intracelular y haber 

agotado  las  posibilidades,  los  esquizontes  evolucionan  pasando  a  una  fase  sexuada  denominada 

gametogonia  donde  se  realiza  una  diferenciación  celular  de  gametos  masculinos  llamados 

microgametos (móviles) que fecundan a los macrogametos femenino (inmóvil) en el exterior de la 

célula, se fusionan y luego se produce un cigoto, este madura y se convierte en un ooquiste que se 

excreta  posteriormente  en  las  heces.  Con  las  condiciones  ambientales  correctas  temperatura, 

humedad y oxigenación los ooquistes esporulan para ser infectivos (Morris y Gasser 2009). 

El ciclo completo de las eimerias es aproximadamente de 4-6 días, dependiendo de la especie. Este 

ciclo de vida es muy corto, y combinado con el potencial o la capacidad reproductiva masiva de las 

especies  durante  la  fase  intracelular,  hace  de  este  grupo  un  problema  en  las  condiciones  de 

producción intensiva ocasionando pérdidas económicas superiores a los $3 000 000.00  de dólares 
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anuales a nivel mundial, a pesar de esto, los mecanismos bioquímicos y genéticos que controlan el 

desarrollo dentro de las células del huésped aún se desconocen (Chapman 2008). 

 


EIMERIOSIS 

Las especies de  Eimeria  producen una enfermedad conocida como eimeriosis, la cual es originada 

por  múltiples  especies  de  este  parásito,  se  describe  en  dos  presentaciones;  clínica  y  subclínica 

(Ogedenbe  et  al.  2014).  Es  considerada  una  enfermedad  económicamente  importante  en  todo  el 

mundo, debido a que compromete la producción y el bienestar animal, resultando en bajas tasas de 

conversión, retraso en el crecimiento, alta morbilidad y mortalidad de los animales infectados (Kumar 

et al. 2014). Provoca lesiones en las células del intestino, lo que se traduce en desnutrición, enteritis, 

diarrea y hematoquecia, en muchos casos la muerte es muy común (Vrba y Pakandl 2014). Existen 

varias especies patógenas de  Eimeria  que infectan a una gran cantidad de animales de granja, como 

pollos, vacas, ovejas, conejos y recientemente también se describen nuevas especies en currucas 

(Pereira  et  al.  2014),  murciélagos  (McAllister  et  al.  2014)  y  serpientes  (Kamir  et  al.  2014).  Las 

especies  de   Eimeria  son  altamente  específicas  de  hospedero,  se  piensa  que  existen  pocas 

posibilidades  de  que  los  humanos  u  otros  animales,  que  se  mantienen  junto  con  los  animales 

infectados  se  infecten,  aunque  aún  no  se  descarta  por  completo  la  trasmisión  a  otros  animales 

(Jeong et al. 2012). 

 


Eimeriosis en el conejo  
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En el conejo se han descrito hasta 15 especies de  Eimeria que infectan al conejo, sin embargo solo 

11  se  han  validado  (Tabla  1)  (Pakandl  2009)  debido  al  grado  de  virulencia  se  clasifican  de  la 

siguiente manera; poco virulentos ( E. coeciola), ligeramente virulentos ( E. perforans, E. exigua y  E. 

 vejdovskyi)  moderadamente  virulentos  ( E.  media,  E.  magna,  E.  irresidua,  E.  piriformis)  y  muy 

virulentos ( E. intestinalis, E. flavescens  y  E. stiedae) (Coudert et al .  1995, Bhat et al .  1996). Además de la patogenicidad es importante mencionar que un solo ooquiste esporulado de las especies de 

 Eimeria  podría  infectar  con  éxito  a  un  conejo,  lo  que  demuestra  no  sólo  la  alta  especificidad  del 

huésped, sino también un muy alto potencial las especies de  Eimeria para infectar (Ming-Hsien et al. 

2010, Jithendran 2010). 

Las eimerias se encuentran regularmente en todas las granjas de conejos, independientemente del 

manejo y las condiciones sanitarias practicadas por los criadores, además de que la infección es de 

forma mixta (Almeida et al. 2006, Al-Mathal 2008, Razavi et al. 2010, El-Shahawi et al. 2011). Los 

conejos jóvenes son más susceptibles a la infección, presentándose especialmente en edades de 

dos  a  seis  meses,  una  vez  recuperados  estos  adquieren  inmunidad  a  la  enfermedad  pero  son 

considerados portadores sin signología aparente (Gres et al. 2003). 

La  identificación  y  caracterización  genética  de  las  diferentes  especies  y  género  de   Eimeria  son 

centrales para la prevención, vigilancia y control de la eimeriosis. Esto es particularmente importante 

con respecto a la aparición de una amplia resistencia de las especies  Eimeria a los coccidiostatos y 

a los problemas asociados con residuos de medicamentos (Hamidinejat et al. 2013). 

De las 11 especies que infectan al conejo solo  E. stiedae es causante de la eimeriosis hepática, la 

cual provoca retrasos en el crecimiento y perdidas de peso, las otras especies son causantes de la 
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eimeriosis  en  su  manifestación  intestinal,  causando mortalidad,  incluso  con un  grado  de  infección 

bajo (Cam et al. 2008). 



MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DE LA EIMERIOSIS 

En la actualidad existen diferentes métodos de diagnóstico para la eimeriosis generalmente los más 

utilizados  o  convencionales  son  los  métodos  basados  principalmente  en  las  características 

morfológicas,  ciclo  de  vida,  signos  clínicos  y  lesiones  a  la  necropsia  (Long  y  Joy  1984).  Aunque 

también  existen  técnicas  moleculares  que  permiten  una  identificación  precisa  de   Eimeria, 

favoreciendo el estudio de la variabilidad genética y evolución a partir de un solo ooquiste (Schnitzler 

et  al.  1998,  Fernández  et  al.  2003).  El  uso  de  estas  técnica  ha  permitido  el  diagnóstico  rápido  y 

eficaz de especies de  Eimeria en otras especies (Lien et al. 2007). 



Identificación convencional de las especies de  Eimeria en el conejo 

La identificación de las especies de  Eimeria  se realiza a través de la descripción morfológica de los 

ooquistes, el tiempo de esporulación y la localización de las lesiones en el intestino  (Levine 1962, 

Cére et al. 1996). 

Los  ooquistes  de  las  diferentes  especies  de   Eimeria  presentan  diferencias  de  tamaño  (área,  de 

diámetro),  contorno  (elíptica,  ovoide,  circular),  estructura  interna,  grosor  y  color  de  la  pared  de 

ooquistes,  entre  otras  variaciones  morfológicas  (Joyner  1982)  (Figura  1.)  Sin  embargo,  la 

discriminación correcta de las especies mediante inspección visual está severamente restringida por 

las  diferencias  morfológicas  ligeras  que  existen  entre  las  distintas  especies  y  la  superposición  de 
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características en infecciones mixtas, además el tiempo mínimo para su esporulación es mínimo de 

una  semana  (Long  y  Joyner  1984,  Su  et  al.  2003,  Wang  et  al.  2014).  Para  resolver  dichas 

limitaciones  durante  los  últimos  años,  se  han producido avances  significativos en  el desarrollo  de 

herramientas de diagnóstico con el cual ha surgido un nuevo método de identificación morfológica de 

tendencia  informática  el  cual  es  ofrecido  a  través  de  un  software  gratuito  y  disponible  en  línea 

conocido  como  COCCIMORPH,  el  cual  fue  diseñado  originalmente  para  la  identificación  de 

ooquistes de Eimeria en aves de granja y posteriormente en conejos,  permite la identificación de los 

ooquistes, mediante el uso de microfotografías, realiza mediciones con algoritmos de onda  de las 

longitudes estandarizadas al tamaño de las diferentes estructuras morfológicas de las especies de 

 Eimeria  (Castañón  et  al.  2007,  Thenmozhi  et  al.  2014).  Además  del  reciente  desarrollo  de  varios 

ensayos  de  técnicas  moleculares  basados  en  marcadores  moleculares,  dirigidos  a  diferentes 

regiones del genoma de  Eimeria, principalmente a la región ITS1 e ITS2 los  cuales se mencionan 

más adelante. 

 

Identificación molecular de las  Eimeria en el conejo 

Para realizar la identificación molecular de las especies de   Eimeria con la técnica de PCR, se ha 

utilizado el Espacio Transcrito Interno ribosomal 1 y 2,  conservados en las células eucariontas.  El 

rRNA  contiene  la  Secuencia  Transcrita  Externa  (ETS  5´,  18,  ITS1,  5.8S,  ITS2,  26S,  3ÉTS).  Las 

regiones  ITS  son  ampliamente  utilizadas  para  clasificar  la  taxonomía  y  filogenia  molecular,  esto 

porque  permiten  amplificar  pequeñas  cantidades  de  ADN  y  tienen  alto  grado  de  variación  entre 

especies estrechamente relacionadas (Schnitzler et al. 1999, Samarasingue et al. 2008). 
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Los primeros reportes de identificación molecular de eimerias fueron realizados en pollos, donde se 

describe el uso de los ITS1 e ITS2 (Schnitzler et al. 1999, Woods et al. 2000, Gasser et al. 2001). Se 

describe  también  el  uso  de  PCR  en  tiempo  real  y  PCR  múltiple,  técnicas  que  permiten  la 

identificación y al mismo tiempo la cuantificación de las diferentes especies de  Eimeria en una sola 

muestra (Morgan et al. 2009, Myung-Jo 2014). 

Kvícerova  et  al.  (2008)  realizaron  un  estudio  filogenético  donde  a  través  de  la  obtención  de  la 

secuencia  parcial  del  fragmento  18S  rDNA  de  las  11  especies  de  eimerias  que  infectan  a  los 

conejos,  determinó  que  existe  monofilia  en  ellas.  Este  hallazgo  es  importante  porque  indica  que 

estas especies estrechamente relacionadas se han diversificado en un solo hospedero, y se dividen 

en  dos  linajes  hermanos,  los  cuales  corresponden  a  la  presencia  y  ausencia  del  residuo  del 

ooquiste. En esta investigación los autores mencionan que la relación filogenética de los diversos 

rasgos biológicos de las eimerias puede proporcionas información importante para la comprensión 

de la historia de la evolución, que sirva como marcadores adecuados para fines de diagnóstico y/o 

taxonómico. 

Oliveira et al. (2011) diseñaron 12 iniciadores para la detección y discriminación de las 11 especies 

de  Eimeria descritas por Coudert (1989), basándose en secuencias ITS1 de ADNr, (Tabla 2). Estos 

iniciadores contienen un nivel relativamente alto de contenidos A + T, el cual es superior a 55%, por 

ello ofrece alta especificidad y sensibilidad, detectando de 500 fg a 1 pg de ADN o bien 0.8 a 1.7 

ooquistes. 

En el año 2013, Yan et al., reportaron seis secuencias completas de la región ITS1-5.8S -ITS2 del 

rRNA  de   E.  stiedae,  E.  intestinalis,  E.  flavescens,  E.  magna  y   E.  irresidua,  utilizando  iniciadores universales del género  Eimeria. 
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Mohamed  et  al.  (2012)  desarrollaron  una  PCR  cuantitativa  en  tiempo  real,  esta  detecto  45  y  36 

genes,  de   E.  coecicola  en  el  día  7  pos-  infección.  El  incremento  más  dramático  revelo  citoquina 

pleiotrópica e interleucina 6 anti-inflamatoria (IL-6) 50 veces, mientras que la mayor disminución fue 

de aproximadamente 13 veces donde se detectó que para mRNAs codifican la PAD, SULT3A1, CRP 

y glutamato S-transferasa. Además también, se encontró la regulación de los genes que codifican 

regiones de anticuerpos. Los resultados obtenidos arrojaron que la IL-6 juega un papel central en la 

infección  de  conejos  por   E.  coecicola  especie  que  se  encuentra  presuntamente  implicada  en 

lesiones tanto intestinales como hepáticas. 

Yan et al. (2013) al estudiar las secuencias completas de la región  ITS1-5.8S ITS2 rRNA de seis 

especies de  Eimeria en conejos;  E. stiedae,  E.  intestinalis,  E. flavescens,  E. media,  E. magna y  E. 

 irresidua,  utilizando  los  iniciadores  reportados  por  Oliveira  et  al.,  (2011)  revelo  que  ambas 

secuencias ITS1 e ITS2 fueron específicas para cada una de las especies de  Eimeria en conejos. 

Posteriormente desarrollaron un ensayo de PCR múltiple, específico y sensible para el diagnóstico 

basado  en  sitios  polimórficos  de  ITS1  e  ITS2,  donde  identificaron  a  tres  especies  altamente 

patógenas de los conejos,  E. stiedae,  E. intestinalis, y  E. flavescens. Esta prueba, es una poderosa 

herramienta para la diferenciación clínica de alta patogenicidad de las especies  Eimeria en conejos y 

el estudio de la genética de poblaciones de coccidios en el conejo. 

Shi  et  al.  (2014)  realizaron  un  estudio  con  aislados  de   Eimeria  intestinalis  de  conejo  en  China, 

identificando por primera vez la amplificación de la subunidad 18S de los genes de ARN ribosomal. 

El tamaño del fragmento amplificado fue 1521 pb, el cual comparte 99% de secuencia con las   E. 

 intestinalis aisladas de Francia y la República Checa. 
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Ogedengbe  et  al.  (2014)  reportan  por  primera  vez  la  secuencia  completa  del  ADN  mitocondrial 

(ADNmt) de  Eimeria magna en conejos y compararon el contenido genético y las organizaciones del 

genoma con siete especies de  Eimeria en pollos domésticos. El tamaño de la secuencia completa 

del genoma de  E. magna  es 6249 pb, y consta de 3 genes codificantes de proteínas (cyt b, cox 1 y 

cox 3), más 12 fragmentos de genes de la subunidad grande (LSU) rRNA, y 7 fragmentos de gen 

para la subunidad pequeña (SSU) rRNA, sin genes de RNA de transferencia, coincidiendo con las 

secuencias  de   Eimeria  spp  en  pollos.  El  contenido  de  A  +  T  es  de  65,16%  para  el  genoma 

mitocondrial  de   E.  magna  (29.73%  A,  35.43%  T,  17.09  G  y  17.75%  de  C).  Esta  secuencia 

proporciona  nuevos  marcadores  de  ADNmt  para  el  estudio  de  la  epidemiologia  y  la  genética 

molecular  de  Eimeria  spp  por  lo  tanto  tiene  implicaciones  en  el  diagnóstico  molecular  de  la 

eimeriosis en el conejo. 

 

 

CONCLUSIÓN 

El  avance  en  el  estudio  del  genoma  y  el  desarrollo  de  técnicas  moleculares  para  el  estudio  de 

diversas  especies  incluidos  los  protozoarios  del  género   Eimeria,  ha  permitido  la  identificación  de 

marcadores moleculares que favorezcan la realización de un diagnóstico certero,  para el estudio del 

ciclo biológico, epidemiologia, análisis del genoma y evolución de estas especies. 
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Tabla 1. Especies de  Eimeria que infectan al conejo. 


Especie 

Reportada por; 

 E. coecicola 

Cheissin, 1947. 

 E. exigua 

Yakimoff, 1934. 

 E. flavescens 

Morotel and Guilhon, 1941 

 E. intestinalis 

Cheissin, 1948. 

 E. irresidua 

Kessel and Jankiewicz, 1931 
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 E. magna 

Pérard, 1925. 

 E. media 

Kessel, 1929. 

 E. perforans 

(Leuckart, 1879) Sluiter and Swellengrebel, 1912. 

 E. piriformis 

Kotlán and Pospesch, 1934. 

 E. vejdovskyi 

Pakandl, 1988. 

 E. stiedae 

(Lindemann, 1865) Kisskalt and Harmann, 1907. 











Tabla  2.  Iniciadores  usados  para  la  amplificación  de  ITS1  de  cada  una  de  las  11  especies 

 Eimeria spp que infectan al conejo doméstico (Oliveira et al. 2011). 

Iniciador 

Especie 


Secuencia 

 


Nombre 

ITS1-F 


GGGAAGTTGCGTAAATAGA 

 Eimeria spp  



ITS1-R 

CTGCGTCCTTCATCGAT 

Ecoe-ITS1-F 

AGCTTGGTGGGTTCTTATTATTGTAC 


E. coecicola 

Ecoe-ITS1-R 


CTAGTTGCTTCAACAAATCCATATCA 

76 



Eexi-ITS1-F 

GAATAAGTTCTGCCTAAAGAGAGCC 


E. exigua 

Eexi-ITS1-R 


TATATAGACCATCCCCAACCCAC 

Efla-ITS1-F 

GAATATTGTTGCAGTTTACCACCAA 


E. flavescens 

Efla-ITS1-R 


CCTCAACAACCGTTCTTCATAATC 

Eint-ITS1-F 

TGTTTGTACCACCGAGGGAATA 


E. intestinalis 

Eint-ITS1-R 


AACATTAAGCTACCCTCCTCATCC 

Eirr-ITS1-F 

TTTGGTGGGAAAAGATGATTCTAC 


E. irresidua 

Eint-ITS1-R 


TTTGCATTATTTTTAACCCATTCA 

Emag-ITS1-F 

TTTACTTATCACCGAGGGTTGATC 


E. magna 

Emag-ITS1-R 


GGAGAAAGGTAAAGCTTACCACC 

Emed-ITS1-F 

GATTTTTTTCCACTGCGTCC 


E. media 

Emed-ITS1-R 


TTCATAACAGAAAAGGTAAAAAAAGC 

Eper-ITS1-F 

TTTTATTTCATTCCCATTTGCATCC 


E. perforans 

Eper-ITS1-R 


CTTTTCATAACAGAAAAGGTCAAGCTTC 

Epir-ITS1-F 

ACGAATACATCCCTCTGCCTTAC 


E. piriformis 

Epir-ITS1-R 


ATTGTCTCCCCCTGCACAAC 

Esti-ITS1-F 

GTGGGTTTTCTGTGCCCTC 


E. stiedae 

Esti-ITS1-R 


AAGGCTGCTGCTTTGCTTC 

Evej-ITS1-F 

GTGCTGCCACAAAAAGTCACC 


E. vejdovskyi 

Evej-ITS1-R 


GCTACAATTCATTCCGCCC 





77 



 

























78 







Figura 1. Morfología de un ooquiste de  Eimeria. A) Esporulado B) Sin esporular. 
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14. ANEXOS  

Anexo 1. Técnica de Mc Máster 

(INIFAP, 2010)  

Procedimiento  

1.- Se pesaron 2 g de las heces de diferentes partes de la muestra. 

2.- Se agregó solución salina saturada de cloruro de sodio NaCl hasta obtener un 

volumen de 30 ml. 

3.-  Se  agito  y  mezclo  la  muestra  con  la  solución  saturada  de  cloruro  de  sodio 

NaCl. 

4.- Se homogenizo utilizando un agitador. 

5.- Se tomó con el gotero una muestra del sobrenadante y se colocó en la cámara 

de Mc Máster evitando la formación de burbujas de aire. 

6.- Se dejó reposando durante cinco minutos, para que los ooquistes flotaran hacia 

la parte superior y se pegaran al cubreobjetos de la cámara. 

7.- Se observaron al microscopio con el objetivo 10X 

Anexo 2. Instrucciones del kit Fecal Microbe DNA de Zymo Research®  


Procedimiento  

Paso 1 


Agregue hasta 250 mg de muestra de suelo a un tubo de lisis 

Añadir 750 µl de Solución de Lisis el tubo. 

Paso 2 

Asegurarse  de  que  el  tubo  de  2  ml  este  perfectamente  cerrado  y  se  agita  a 

velocidad máxima durante 5 minutos. 
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Paso 3 

Se  centrifuga  el  tubo  de  lisis  (ZR  BashingBead  ™)  en  una  micro  centrífuga  a 

10.000 rpm durante 1 minuto. 

Paso 4 

Se transfieren 400 µl sobrenadante a una columna con tapa color naranja (Zymo -

Spin ™ IV) en un tubo de recolección y se centrifuga a 7000 rpm durante 1 minuto. 

Paso 5 

Añadir 1200 µl de Buffer unión de DNA al filtrado del tubo de recolección 

Paso 6 

Transferir 800 µl de la mezcla del paso 5 a columna transparente (Zymo  -Spin ™ 

CII) y se centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. 

Paso 7 

Deseche el filtrado y repita el paso 6  

Paso 8 

Añadir  200  µl  de  Buffer  Pre-Lavado  ADN  al  Zymo  -Spin  ™  IIC  columna  en  y  se 

centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. 

Paso 9 

Añadir 500 µl de tampón de lavado de ADN a la Zymo  -Spin ™ CII columna y se 

centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. 

Paso 10 

Transferir  el  Zymo  -Spin  ™  IIC  columna  a  un  tubo  de  microcentrífuga  de  1,5  ml 

limpio  y  nuevo,  se  añade  100  µl  (25  µl  mínimo)  de  tampón  elución  de  ADN 

directamente  a  la  matriz  de  la  columna.  Centrifugar  a  10.000  rpm  durante  30 

segundos para eluir el ADN. 

Si  se  tomaron  muestras  de  los  hongos  o  cultivos  bacterianos,  el  ADN  es  ahora 

adecuado para la PCR. 
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Paso 11 

Transferir  el  ADN  eluido  del  paso  10  a  columna  verde  (Zymo  -Spin  ™  IV  –HRC) 

dentro  de  un  tubo  de  micro  centrífuga  de  1,5  ml  limpio  y  nuevo,  se  centrifuga  a 

8000  rpm  durante  1  minuto.  El  ADN  filtrada  es  ahora  adecuado  para  las 

aplicaciones posteriores de PCR. 
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Anexo  3.  Condiciones  de  amplificación  de  las  11  especies  de   Eimeria  del 


conejo. 

Especie de  Eimeria 

Tm 

MgCl2  Ciclos  Tamaño del amplicon 

 Coecicola 

50 °C 

4 µl 

256 pb 

 Exigua 

55°C 

280 pb 

 Flavescens 

58°C 

199 pb 

 Intestinalis 

56°C 



241 pb 

 Irresidua 

52°C 

2.5 µl 



226 pb 

 Magna 

56°C 



218 pb 

 Media 

56°C 

35 

152 pb 

 Perforans 

58°C 

157 pb 

 Piriformis 

57°C 

3µl 

289 pb 

 Stiedae 

52°C 

4µl 

217 pb 



Anexo 4. Instrucciones de Kit the Gel DNA Recovery Zymoclean™ 

El Kit de purificación de ADN Zymoclean ™ es un método rápido de purificación de 

gel a partir de TAE / buffer geles de agarosa de ADN y de alta calidad. El producto 

cuenta  con  tecnología  Fast-Spin  para  obtener  ADN  de  alta  calidad,  purificado  en 

cuestión de minutos. ADN purificado utilizando con el kit de recuperación de ADN 

en gel Zymoclean ™ están perfectamente adecuado para su uso en reacciones de 

ligación de ADN, secuenciación, reacciones de marcaje de ADN, PCR, etc. 


Procedimiento  
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Paso 1 

Se  realiza  a  partir  de  la  extracción  del  fragmento  de  ADN  en  el  gel  de  agarosa 

utilizando una cuchilla de bisturí, escalpelo u otro dispositivo y la transfiere en un 

tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. 

Paso 2 

Añadir  3  volúmenes  de  ADB  por  cada  volumen  de  gel  de  agarosa  (por  ejemplo, 

para 100 µl (mg) de la rebanada de gel de agarosa al añadir 300 µl de ADB). 

Paso 3 

Se  incuba  a  37-55  °  C  durante  5-10  minutos  hasta  que  la  porción  de  gel  este 

completamente disuelto. 

Para  fragmentos  de  ADN  >  8  Kb,  después  de  la  etapa  de  incubación,  añadir  un 

volumen adicional (igual a la de la porción de gel) de agua a la mezcla  para una 

mejor recuperación de ADN (por ejemplo, 100 µl de agarosa, 300 µl ABD, y 100 µl 

de agua). 

Paso 4 

Transfiera  la  solución  de  agarosa  fundida  a  una  columna  Zymo  -Spin  ™  en  un 

tubo de recolección. 

Paso 5 

Centrifugar durante 30-60 segundos. Deseche el filtrado. 

Paso 6 

Añadir 200 µl de tampón de lavado de ADN a la columna y centrifugar durante 30 

segundos. Deseche el filtrado. Repetir la etapa de lavado. 

Paso 7 

Colocar  la  columna  en  un  tubo  de  1,5  ml  y  centrifugar  durante  30-60  segundos 

para eluir el ADN. Añadir ≥ 6 µl de buffer elución de ADN directamente a la matriz 

de la columna. 

ADN ultra - puro ahora está listo para su uso. 
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Anexo 5. Proceso de clonación de amplicones de PCR  

1.- Se realiza gel de agarosa 2x para la obtención de amplicones que se utilizaran 

en el proceso de purificación (el tamaño es especifico por fragmento). Se cargan 

de  20  a  40  µl  del  producto  de  PCR  por  pozo  y  se  realiza  la  electroforesis. 

Posteriormente se visualiza el gel en lámpara U.V y se tiñe con bromuro de etidio. 

Los fragmentos amplificados se cortan con una navaja de bisturí y se colocan en 

un vial eppendorf de 2 ml. 

2.- Purificación de fragmentos a partir de geles de agarosa instrucciones según Kit 

de purificación de ADN Zymoclean™ 

3.- Ligación 

*Kit PGEM-T Easy vector System I 
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3.1.-Se  realiza  cálculos  de  concentración  para  calcular  el  mix,  con  la  siguiente 

fórmula: 

Kb inserto 

X  ng del vector 

Kb vector 

Donde: 

Kb inserto: tamaño del amplicón 

Kb vector: tamaño de vector (referirse a la hoja) 

ng del vector: concentración (pGEM-T Easy Vector) 

0.3 kb  

X  50 ng del vector = 5 ng  (ng de inserto necesario 1:1) 

3 kb 

Proporción 1:3 es decir 50 ng vector – 15 ng de inserto 

Reactivo 

Stock 

Final 

1Rx 

Vector (PGEM) 

50 µg/ml 

50µg/ml 

1µl 

Inserto (DNA) 

? 

+De  acuerdo  a  la   

banda 

3µl 

Ligasa (T4 DNA) 

3 Wv/ml 

3Wv/ml 

1µl 

*Buffer 2x 

2x 

1x 

5µl 

Agua 

libre 

de  0 

0 

0 

nucleasas 



+Las  bandas  que  se  observan  intensas  necesitan  aproximadamente  2µl,  para 

bandas más tenues pueden utilizarse hasta 5µl. 

*El  buffer  se  encuentra  muy  diluido  por  lo  que  el  porcentaje  del  agua  es 

aprovechado para sustituirlo. 

3.2.- Incubar 12-24 horas a 37.5 ºc con movimiento. 
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4.- Transformación 

4.1.- Descongelar en hielo las células competentes. 

4.2.- Agregar 6µl del ligado y 100µl de células. 

Porque: 

50 ng/µl = 5 ng/µl 

30 ng del ligado del DNA= 6 µl 

4.3.- Se les da un golpecito a los viales y se incuban 30 minutos en hielo. 

4.4.- El shock térmico se realiza a 42ºc durante 1 minuto en baño maria. 

4.5.- Se deja en hielo 2 minutos. 

4.6.-  Se  ajusta  a  1  ml  (900  µl  de  medio  LB  o  Luria  Bertani    líquido  y  100µl  del 

ligado). Colocar el medio LB con las muestras en el hielo. 

4.7.- Incubar 1 hora a 37.5ºc en movimiento. 

4.8.- Se centrifuga 10 minutos a 3,600 rpm. 

4.9.- El pellet se resuspende en 200µl del mismo medio, lo demás es desechado. 

4.10.- Se plaquean 100 µl en una placa con LB, IPTGŚ, X-Gal y ampicilina 

4.11.- Incubar de 12-24 horas. 



5. Se crea un stock de clonas (colonias blancas) en una sola placa de LB, en este 

caso se seleccionaron 5 colonias. 

6.-  Se  toma  ½  colonia  de  un  lado  y  ½  de  la  misma  con  una  punta  de  20  µl.  La 

primera  mitad  se  siembra  en  la  placa  y  la  otra  ½  se  sumerge  en  900µl  de  agua 

inyectable. 

102 



7.- Mezclar los viales por pipeteo. 

8.- Lisar mediante calor con un ciclo de 94ºc por 10 minutos y 4α. 

9.- Realizar mix con 5 µl de células lisadas. 

10.- Cálculo de concentración y mix para PCR 



Mix 

Stock 

Final 

1 Rx 

DNA 

? 

5 u/rx 

5 µl 

Taq pol 

5 u/µl 

1 u/rx 

0.2 µl 

dŃTPS 

2 mµ 

0.2 mµ 

2 µl 

Primers 

10 mµ 

0.2 mµ 

0.4 µl x 2= 0.8 µl 

Buffer 

10x 

1x 

2 µl 

MgCl2 

30 mµ 

1.5 mµ 

1 µl 

Agua L.N 

Cbp 20 µl 



9 µl 



Cálculo para mix (excepto la taq pol): 

Primers: 0.4 µl x Rx 

C1- 10 mµ 

Se divide 

V1-  ? 

C2- 0.2 mµ                            

Se multiplica 

V2- 20 µl         

Cálculo para la taq pol: 

1 u/rx – 5 u/µl 

?    -  1 u/µl 

Taq pol: 0.2 µl x Rx 
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Programa de PCR 

94ºc x 5 minutos 

94ºc x 30 seg 

T.M x 30 seg          30 ciclos 

72 ºc x 40 seg 

72 ºc x 5 minutos 

10.1 Se visualiza en gel de agarosa 3x 

11.- Preparación del stock. 

11    12  13    14  15   16  17   18   

1     2     3    4     5     6     7     8    

11.1.- Se escogen las colonias que mejor se visualizan en el gel de agarosa que 

19 20 

9     10 

en este caso se elige una. 

11.2.-  Se  crecen  en  LB  líquido  y  ampicilina,  que  para  este  caso  se  tiene  un 

volumen de 230 ml y requiere de 345 µl. 

11.3.- Se adiciona 7 ml de LB por colonia y se incuban de 12 a 24 horas, con los 

tubos inclinados. 

11.4.-  En  el  caso  del  stock  se  toma  1.5  µl  de  LB  que  se  quedo  incubando,  se 

coloca en un vial y se centrifuga a 3,600  rxm durante 8 minutos, se decanta y se 

coloca  nuevo  medio  LB  y  ampicilina  con  glicerol  al  16%  y  se  almacena 

(congelación). 

12.- Preparación de la miniprep. 

*  Se  procesa  con  el  kit  Vivantis  GF1-Plasmid  DNA  Extraction  Kit,  según  las 

instrucciones del fabricante.. 

13.- Realizar electroforesis en un gel 3x para visualizar el plásmido. 

Mix de carga: 

2 µl de colorante 5x 
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4 µl de muestra 

2 µl de Agua libre de nucleasas  

Anexo 6. kit illustra plasmid Prep Mini Spin (GE Healthcare) 

Purificación con altos rendimientos de ADN plásmido en menos de 10 min. Tubos 

con  códigos  de  color  y  columnas  que  simplifican  el  protocolo  del  ADN  purificado 

adecuado para todas las aplicaciones posteriores. 

Tiempo total de preparación es de menos de 10 min representa una reducción del 

50 % en el tiempo. 

Produce ADN plásmido de alta calidad con excelente reproducibilidad para su uso 

en  la  clonación,  la  digestión  con enzimas de  restricción,  amplificación  por  PCR  y 

secuenciación de ADN. 

Mayor  facilidad  de  uso  proporcionado  por  cambios  mínimos  en  volumen  de 

pipeteo  de  una  parte  del  protocolo  a  otro,  un  menor  número  de  etapas  de 

centrifugación,  los  componentes  del  kit  con  código  de  color  y  la  ausencia  de 

disolventes orgánicos. 
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DEVELOPMENT OF MOLECULAR TESTS FOR IDENTIFICATION

AND STUDY OF GENETIC DIVERSITY OF Eimeria spp., IN
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¥ sterinariay Zactecria Carretera Amecamess- Ayapangp km 2.5, Amecamecs, CP. 36900,
Estadlo de México, México.

2 Labaratorio de BiclogiaMeleeuiar, Centro de Investigarién y Estuios Avarzados enSalud
Asimal, Faruitad de Mecicina V eteriruria y Zoctecria, Ui versidad Autinoma del Estado de
Mérica, Toluca, C'P. 50090, Estado de México, Méico.
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Abstract

Poverty is one of the great challenges to be solved by the State, 47 % of the Mesican
population is in some degree of food poverty, capacity or eqity, SEDESOL (2008)
tmentions that more than 6% of the poor are in rural areas. Rabbitey is a livestock
activity that has been shown to be imporiant in the last four decades, has established
itself as an alternative to solve problems of food and poverty in rural and suburban
society. Froduction of rabbit noted for its easy productive and reproductive
tranagement, quality of derivative products and the beneficial characteristics of meat.
However, there are significant econormic losses in the rabbit production, due 10 the
gresence of infectious agents causing a great nurber of diseases, one of the most
important, Coceidioses are infections caused by obligatory intracellular protozoan
perasites belonging to the genus Fitmeria and considered a5 trajor causes of significant
tmotbidity and mortality in rbbits The eimeriosis has two presentations, hepatic and
intestinal infections caused by eleven species of Bmeria, of which only E. stidae is
causing liver eimeriosis which causes stunted. growth and loss of weight, the other
species are causing the eimeriosis in the intestinal tranifestation , cavsing mortality

even with alowlevel of infestation.
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IDENTIFICACION Y FRECUENCIA DE LAS ESPECIES DE
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Anahi Jiménez Ramos', Linda Guiliana Bautista Gomez?, Carrila Romero Nifiez’,
José Siman Martinez Castafied*

1 anszenemi@outock.com, Universidad AuGrioma del Estado de Méiico, Centro
Universitario UAEM Amecameca.
2 tn_bag@amaiLcom, Universicad Autdnoma el Esaclo de Méxco, Certro
Uriversitario UAEM Amecameca,
3 comaon@uaemecms, Universidad AuGnoma del Estado de Mésico, Certro
Universitario UEM Amecameca,

4 josssimonmo@hotmai.com, Uiversidd Autdnom a delE staci de México, Certro de
Invetigacien y Estudios Avanzadas en Selud Animal, Facultad de Medicing Vaterinaria y
Zoctecria,

Resumen

Esta investigacion se realzs de mayo a octubre del 2013, periodo en que se
Obtuvieron 72 muesiras de conejos que presentaron signos entéricos de 1 3 3
meses de edad, de lazona sur-oriente del Estado de México. Las muestras positivas
fueron identificadas a través de Ia tecnica de Mc Master con la cual se obtuvo
frecuencia de 8,64% y posterior a esto se realiz6 Ia extraccion de ADN utiizando
dos Kit's comerciales en los cuales no se observé diferencia en la integridad, se
Wilz6 1a técnica de Reaccidn en Cadena de Ia Polimerasa para amplificar en |
fegion IT81 con los iniciadores reportados por Oliveira et af, (2011). Fueron
ssleccionados Ios fragmentos amplificados que oscilaron entre 400 a 600 pb los
cuales fueron purficados y secuenciados, para |a identiicacion de especifica y
encontramos § especies de Eimeria que la litratura descrive como patégenas
donds prevalece una asociacin mixta de £ magna, £. stiedas e E. periorans.
Ademés de identiicar a las especies presentes ss observa que existe diversidad
genéica en el Estado de México de £, perforans e E. stiedse a dferencia de las
reportadas a nivel mundial
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