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Introduccion
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LosHospedadores Intermedlarlos (HI)_studlados

e
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Boc balear (Capra aegagrus [h/rcus]
Ssp.)

| T e T TN P —— . = _ _— E -

* Cabra montesCapra }
B [pyrenaica hispanica)

e
Muflon ( Ows ar/es mUSImon)
o "'!w*

.. fmwf* - * Habitan zonas montanosas, con “techos” a distintas alturas, (Rebeco

® . hasta 2800 m, Cabra Montés 2300 m, Muflén1500 m, Boc balear 1000 m),

it 2 suelen descender en invierno y por la falta de recursos alimentarios.

* Sus habitats se solapan con el de otros ungulados silvestres o
domesticos.

* Interés Cinegetico.

* Los canidos predadores comunes en las especies peninsulares.




I ntrOd U CC' (’) N Hernandez Rodriguez et al., 1992

Delgado de las Cuevas et al., 2019 —
? Rudaityté-LukoSiené et al,, 2020 - Jorrini

- S. morae
Nombre S. en color = Spp. aislada en =

S. entzeoth'

Gjerde, 2013

Gjerde et al., 2017
Rudaityté-Lukosiené et
al., 2021

S. tarandi, S. elongata, S. truncata,
. hjorti, S. ovalis, S. hardangeri, .
S. ibérica, S. pilosa, S. morae
S. venatoria,S. lingaris,
S. cervicanis,

1

Sarcocystis
Sp.

S. capreolicanis,
' entzerothi, S.gracilis, S

S. capracanis linearis, , S. oviformis
S. Silva,
Dhalgreir & Gjerde, 2009; Gjere
Kolen@la et al., 2014: Prakas et a
Rudaityté-Lukosiene et al., 2020

Delgado de las
Cuevas et al., 2021

S. tenella
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2017 ;
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Justificacion y Objetivos

Sarcocystis y Ungulados de Montana
L a mayoria de investigaciones solo lo identifican a nivel de genero.

_  Manera mas precisa de determinar la especie involucrada.
Estudios moleculares -. El gen cox1 (Subunidad 1 Citocromo C oxidasa) distingue entre
_ especies de Sarcocystis muy proximas y parecidas.

Objetivos

1. Determinar la prevalencia de la infeccidon por Sarcocystis spp. en los
ungulados de montana en la Peninsula lberica.

2. ldentificar las especies de Sarcocystis presentes mediante examenes
morfologicos y herramientas moleculares.

3. Establecer las relaciones filogenéticas entre las especies encontradas.
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Material y Metodos

Muestras
2015-2021

Examen microscopico (MQO) directo
Compresion musculo

Ausencia _ Muestra
sarcoquistes rechazada

Estudio molecular
(PCR-Seq cox17)

Filogenia

Estudio Ultraestructural
(Microscop. Electronica
Transmision)

Muestra muscular
Formaldehido 4 %

Corte histologico y tincion .
Hematoxilina-Eosina

|_l

MO: Estudio de pared, Morfologia,
Histopatologia, Densidad, Medicion




Material y Métodos (Caracterizacion Molecular)

Extraccion de ADN genomico
(GeneJet Genomic DNA purification Kit) Analisis molecular gen cox1

NO
Amplificacié Primers: Forward (Cebador directo) individuo N®
n-PCR del SF1, Reverse (Ceb. Inverso) SR9, SR8D, = secuencias
(Gjerde, B.: J. Parasitol. 2013, 43, 579-591 & Parasitol.
7 17

%ere“arg%’; 1P R 2014, 141, 441-452). SR11, (Prakas et al. 2017,
Master Mix) Parasitol. Res. 116, 271-279) SR12H (Gazzonis et
' al., 2019, Parasitol. Res. 118, 1271-1287) 16 23

. P : . Cabra
Amplicons purificados, clonados si fuera necesario, se ontés 19 25
secuencian y alinean (MEGA 11).

Boc balear 1 3 (clonadas)

Arbol filogenético: construido con método e ,
de Maxima Verosimilitud (ML), distancia | >>omparacion con

evolutiva método K2P, comprobacion: otras secuencias

Bootstrap (1000 Bootstrap replications), (MEGA11). de Sarcocystis

(BLASTn).

Outgroup: Toxoplasma gondii (KT363924).
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Microscopia Optica: Examen en fresco
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Paredes gruesas, visibles claramente en Muflon
-y Boc balear, microvellosidades en empalizada.

~ * No se aprecian en Rebeco ni en Cabra monteés
(¢, material de la célula hospedadora?).

Rebeco 100 % (21/21)

86,54 % (45/52)
~ + Formas fusiformes, extremos romos en Muflon
y Rebeco, y mas acuminado en Boc Balear y montés 52,35 % (78/149)
sobre todo en Cabra montés.

el E|EETE 5,26 % (1/19)F

Septados.

No se observaron macroquistes.



Microscopia Optica. Histopatologia

Tincidon: Hematoxilina-Eosina * Sin miositis ni degeneracion tisular.
- - * Paredes finas, deberian ser gruesas en (muflon)

(Posible efecto por la fljacion o angulo de
miofibrillas).

 Paredes gruesas en el resto, pero en Boc Balear no
se aprecia claramente (sarcoquiste danado).

288 AT = 4" . * Densidades bajas: 2,97-3,93 sarcoquistes/cm?

Lk Bl S. tenella = (rebeco y mufléon) y 0,4-1,2 sarcoq./cm2 cabra

' >  montés y boc balear.

* Medidas de sarcoquistes dentro de rangos de
aislados de S. tenella o S. caparacanis en otros HI.

LMuﬂon / S . |Rebeco ‘

462-10,5 x 100-10,5 ym

Y . & ' 4

- — :
abra montés| -« = | SEMLLT e
; : o ’ I I 1 o e TR 1 M £ L "
' ale s i T el S OO O e,
s ;-:&_ . ;*,« Fos % T ﬁ:é' f . 0 - - - . . et o L el e 2 gl i = .
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S. sp.o S. S. capracanis

441 x 31,5 pm_ 562,1-23,1 X 76-10,5 um




Estudio ultraestructural

P e

tf | - | | - Posible S. capracanis | 75 L e S. capracanis,

k) Musculo de cabra montés [=¢ /. : == ¢ s | musculo de arrui otragus
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44,1 x', um,
pared gruesa, 1,06 um

- L e oeg e,
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* Microvellosidades: digitiformes, 2,76 ym de largo ©® En esta cabra montés solo se detectan secuencias
cabra montes y 3,92 ym en arrui , pared ondulada, cox1 de S. sp1, relacionada con S. hircicanis
con abundantes microgranulos y material pared tipo 7 a), por lo que albergaria sarcoquistes
microfibrilar en interior. Pared tipo 14. de S. capracanis no detectados molecularmente,

segun su morfologia.



Analisis Molecular cox?

Caracterizacion molecular gen cox1

Secuencias parciales de Especies/var
. - fdad. (¢
907-1077 pb. confirmadas ~erlleiipes |d)

Alta diversidad haplotipica
en S. tenellay S. capracanis,
pero alta similitud
intraespecifica.

En S. tenellay S. capracanis,
alta similitud interespecifica
con otras especies

S. capracanis 97,7-99,9 91,5-94,1 80,9-83,5
' S. capracanis S. tenella S. hircicanis
Detectadas dos variantes —

evolutivamente cercanas.

Cabra montés
geneticas nuevas: S. sp1 en 86,5-86,7 81,6-86,7 84.0-86,1
cabra montés y S. sp2 en boc S. hircicanis | S. arieticanis S. tenella

balear, pontenciales nuevas m
75,3-75,4 74,8-74,9 72,6-73,8
Boc balear

96,1-99,7 90,2-93,7 90,0-90,6
S. tenella . capracanis\| S. heydorni

S. tenella

95,8-99,3 90,3-93,9 89,9-90,6
S. tenella S. capracanis | S. heydorni

especies.
S. dehongensis| S. frondea S. oviformis




Filogenia (1)

99 S. tenella Rebeco y Muflon
99 Posicion evolutiva
cercana
La filogenia inferida presenta alta cle S. capracanis\| Cabra Montés
flabilidad en la especiacion (valores
altos de Bootstrap).
100
Clado con canidos como
HD (Zorro, perros...)
08 . sp. 1 Cabra Montes

——1S. hircicanis
99 i‘k arieticanis

98 S. anetgagrlfetlca/s
“100's. arieticanis
S SP- 2 Boc baleat

Sde%“‘“free Clado con HD aves: corvid
3.5, arctica < S-fondeg Clado con HD aves: corvidos y rapaces

deoplasma gondii

CONDICIONES: Mega 11, Maximum Likelihood, K2P, Outgroup: T. gondii



.tenella @~ ee=rArA
2pfGHonTENELLA e === 000 === T T 99
78MU27-1mouflonTENELLA  \[EbaN . — — — =~~~
3mouflonTENELLA
N dmmmmmmmmmm T T 3.4mouflonTENELLA 18CM11ibexcapracanis
N 67} 185A4-2chamoisTENELLA 11|- 19CM3.2ibexcapracanis
. 39 3.5moufloNTENELLA :
- )\ ca p racanis 37chamoisTENELLA - capracanis KU820977 Sarcoc CN
\ 10} 78MU27-2mouflon TENELLA 58 capracanis KU820974 Sarcocys Cabra
SN 4o 18ML30-2malifion TENELEA 99| SPANISHIBEX2.3capracanis
So 58 31chamoisTENELLA . .
S\ 3 1mouflon TENELLA 77 { 19CM11 .4{bexcapracanfs
W 53 19SA2-1chamoisTENELLA 32|\ 19CM14.1ibexcapracanis
VI a8 CémouflonTENELLA - I :
IR 10 185A4-TchamoisTENELLA M ( 9 capracam..s MW848329 Sarcocy ’
\ S~ Ol C3chamois TENELLA i SA - capracanis MW848338 Sarcoc. ES Arrui
\\ ~ 15 18MU30-1mouflonTENELLA 37- 19CMb5.4ibexcapracanis
18MU25-1mouflon TENELLA -
N | 3.2mouflon907TENELLA a0 SPANISHIBEX?2. GCapracan{s
\\ 20 19SA4-1chamoisTENELLA SPANISHIBEX2.4C&DF&C&H!S
' gegcef;';amlszggg f:rcocysﬁ-' PL Rebeco de Tatra hOO 19CM7.8ibexcapracanis
S. Sp. 1 \ odl 185A3.9chamois TENELLA o SPANISI.-IIBEXZ 1 capracanis
o RN 4mouflonTENELLA 20CM28ibexcapracanis
‘| S. hircicanis \ | L L g; 18CM7ibexcapracanis
43 3.6mouflon . .
T . \ 19CM15.6ibexcapracanis
_arieticanis 121 18MU29-1mouflonTENELLA [, - _
: 18MU28-1mouflon TENELLA C10spanishibexcapracanis
. tenella MH561854 Sarcocysti . SPANISHIBEX2.5capracanis
4‘—,-_: 34/ 36chamoisTENELLA CNArgali od e prac
_ ol 33chamois TENELLA D 1spanishibexcapracanis
| 23 3.3 MOUFLON 20CM1ibexcapracanis
RIS S - C7spanishibexcapracanis
18SA31chamoisTENELLA ~4
tenella MK419977 Sarcocysi . =
o7 18MU26-1moufion TENELL/ ES Oveja
Distancia evolutiva muy pequena,

entre los distintos aislados de S.
tenella y S. capracanis, , (valores

boostrap bajos y dispares) alta

variabilidad intraespécifica y n°

de haplotipos elevado.

2 19SA1-1chamoisTENELLA
8d| C4chamoisTENELLA
F1chamoisTENELLA
17MU3. 1TmouflonTENELLA
TmouflonTENELLA
3.7mouflonTENELLA
OchamoisTENELLA

NOOveja
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Filogenia (I11)

— S. tenella
 S. sp. 1: Nueva variante en cabra
montes.
~  S. capracanis  Especies hermanas: S. hircicanis y
S. arieticanis. T
o : Darad tinA 7a (filifAarma\?) -ﬁ.‘..ff‘"'-"i_‘zﬂi'
________________ - R it
LS. sp. 1

—S. hircicanis
‘| S. arieticanis
S. arieticany

o
o
L -

1 S. sp. 2=
—

. lutrae

—
—
—_—

- L J—
o —_—
_—

—_—
—
—
—
— )

\\
\\
—~

Sy
N\

* S. sp. 2: nueva variante en boc balear.
* Distancias intraespecificas pequenas.
» Agrupado en Clado con coérvidos como ; Pared tipo 24 o 39

HD. (champiién)?

» Sarcocystis con corvidos como HD: poco frecuentes en rumiantes domesticos, pero su prevalencia aumenta
en rumiantes silvestres en libertad, por facil acceso a los cadaveres del HI.




Filogenia (I11)

— S. tenella
 S. sp. 1: Nueva variante en cabra
montes.
~  S. capracanis  Especies hermanas: S. hircicanis y
S. arieticanis. e

Pl e

« (Paredtipo 9 (filiforme)? = dereer:

. T wes AAAE
s M

8. sp. 1

—S. hircicanis
S. arieticanis

99— hircicanis KU820976
L hircicanis Kug20975 CNCabra

arieticanis MK419975 Sarcocysi

S. arieticani eticanis
P 1S. sp. ~———___ arieticanis MK419976 Sarcocys
_|:|%j§h%%%%%s$s T Tm-—o —:::: ------ --d__ areiticanis MF039324 Sarcocy.
.-§ arctica S. oviformis I e e P arieticanis MH413048
I - alctica =~ "= 00— | T T==a___ TTm=—___
. lutree -0 1 T TT==a_  — ===

» S. sp. 2: potencial Nueva especie en

boc balear, -

711377.1 Sarcocystis dehongensis CNBUufalo de agua
08 MF596206.1 Sarcocystis frondea -LT Ci T A
lervo de Sika

" LTGamo

o &Pared t|po 24 o0 39 (Champ|ﬁén)’? - KF601321.1 Sarcocystis arctica

. | MG273670.1 Sarcocystis lutrae | N 2070 Artice
* Agrupado en Clado con corvidos como Toxoplas i LT Tejor

HD.
« Sarcocystis con corvidos como HD: poco frecuentes en rumiantes domeésticos, pero su

prevalencia aumenta en rumiantes silvestres en libertad, por facil acceso a los cadaveres del Hl.




Discusion

Prevalencia Prevalencias en otros estudios

Rebeco 100 % Hasta 90 % en ovejas (global)
86,94 % 85-90,2 % muflones (Austria y Alemania)

Cabra montés YMIN 23,5-84 % Cabra montés (Espana)

Boc balear 5,26 % No hay estudios

* No se detectaron S. arieticanis o S. hircicanis, poco frecuentes en muflon Prakas et al., Parasitol. Res. (2021) 120:2695-2702 Y
en cabra domestica Hu et al., Parasitol. Res. (2016) 115:3973-3981.

* No se detectan especies transmitidas por felinos (S. gigantea, S. medusiformis), menor numero de

ooquistes liberados en heces por estos HD, menor contacto por cuestiones de habitat y escasez de felinos HD.
Dubey & Streitel J. Parasitol. (1976) 62.5:828-830. McKenna & Charleston Vet. J. (1983) 31(4):49-52. Gil-Sanchez et al., Plos One (2020) 15(1) e0227708.
Rodriguez Lince ibérico, http://vertebradosibericos.org

* No se han referido sintomas clinicos en los ungulados de montana estudiados, a pesar de la patogenicidad

para el ganado, pero ésta es dosis-dependiente (densidades encontradas en nuestro estudio bajas). bubey et
al., Sarcocystosis of animals and humans. CRC Press, (2016).



http://vertebradosibericos.org/
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Conclusiones

1. Primer estudio sobre Sarcocystis en el Boc balear, y primer estudio molecular de este
genero de parasitos en nuestro pais en rebeco, muflon, cabra montes y boc balear.

2.Las especies predominantes en ungulados de montafa, S. tenella en rebeco y muflon, y

S. capracanis en cabra montes, han sido descritas en pquenos rumiantes domesticos, con
canidos como hospedadores definitivos.

3. Tanto en cabra montés, como en boc balear se detectaron dos variantes genéticas del
gen cox1 no descritas con anterioridad, Sarcocystis sp. 1 y Sarcocystis sp. 2 con

importante % de homologia con especies transmitidas por canidos y corvidos
respectivamente.

4. El presente hallazgo permite evidenciar la limitada diversidad de especies de Sarcocystis
en estos hospedadores, a diferencia de lo observado en el ciervo, el corzo y el gamo, pero

anNaden datos interesantes sobre la posible interrelacion de los ciclos domeésticos y
silvestres.
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