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Introduccién

Los parésitos del género Sarcocystis son protozoarios del phylum Apicomplexa que
afectan a mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (Munday et al, 1979; Bolon et
al, 1989; Hillyer et al, 1991; Dubey et al, 2001a; Dubey et al, 2003).

Sarcocystis falcatula es la especie de mayor prevalencia en las aves, que actta
como huésped intermediario, mientras los huéspedes definitivos son los tlacua-
ches (Didelphys virginiana y Didelphys albiventris) (Box and Duszynski, 1978; Box
and Smith, 1982; Dubey et al, 2000; Dubey et al, 2001b).

Hasta 1995 se pensaba que solo el tlacuache era el huésped definitivo de
S. falcatula, pero ahora se sabe que es también huésped definitivo de S. neurona,
S. speeri (Fenger et al,1997; Dubey et al, 1998; Dubey et al, 1999) y S. lindsayi
(Dubey et al, 2001¢). Mansfield et al. (2008) hallaron S. neurona en tordos cabeza
café. Dame et al. (1995) encontraron una similitud muy estrecha entre S. neurona
y S. falcatula basados en el andlisis del gen 18S del rRNA y sugirieron que se tra-
taba de la misma especie. Sin embargo, estudios bioldgicos subsecuentes indican
que se trata de dos especies diferentes (Marsh et al, 1997a; Dubey and Lindsay,
1998). La tipificacion genética mediante diversos métodos ha establecido que
S. neurona y S. falcatula son especies distintas.

Para distinguir S. neurona de Sarcocystis encontrados en zorrillos, mapaches,
halcones, coyotes y gatos se utilizaron iniciadores contra el gen SSU rRNA en la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Fenger et al,
1995). En otro estudio, la secuenciacién del espacio de transcripcion interno 1
(ITS-1) de la region del rRNA mostrd que S. falcatula puede estar compuesto de
una poblacién heterogénea y que puede emplearse la region del ITS-1 para distin-
guir entre S. neurona y S. falcatula (Marsh et al, 1999).

Tanhauser et al. (1999) aprovecharon el ITS-1 para disefiar iniciadores es-
pecificos (25/396) y enzimas de restriccion (Hinf | y Hind Ill) para desarrollar
PCR-polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccidn (RFLP) y diferenciar
S. neurona de S. falcatula. Por otro lado, Elsheikha et al. (2005) utilizaron los ini-
ciadores 25/396 del ITS-1 para estudios filogenéticos de S. neurona en los Estados
Unidos de América.

Se han reportado infecciones por S. neurona en una variedad de especies
como: gatos (Butcher et al, 2002), mapaches (Dubey et al, 2001d), armadillos
(Cheadle et al, 2001a), zorrillos (Cheadle et al, 2001b), focas (Miller et al, 2001)
y nutrias de mar (Dubey et al, 2003). Sarcocystis neurona es causa importante
de problemas neurologicos en caballos de Estados Unidos de América (Dubey et
al, 1991; MacKay et al, 2000), los cuales se consideran huéspedes aberrantes
(Dubey, 2001b); sin embargo, se han observado esquizontes en el cerebro y en
la médula espinal y quistes maduros en el musculo esquelético de una yegua de
cuatro semanas de edad, por lo que se sugiere que los caballos son huéspedes
intermediarios (Mullaney, 2005).

En el 2008 se documenté la presencia de quistes parasitarios de S. neurona
en el musculo esquelético de tordos (Molothrus ater), lo cual sugiere que estas
aves pueden ser huéspedes intermediarios (\Mansfield et a/, 2008). En México no
se encontraron datos sobre la presencia de S. neurona en aves, pero Yeargan et dl.
(2013) encontraron una seroprevalencia de 48.5% a S. neurona en caballos del
norte de México.
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El objetivo de este trabajo fue describir las caracteristicas morfolégicas, ultraes-
tructurales, de PCR-RFLP, su secuenciacion y el andlisis filogenético de un fragmen-
to especifico del espacio de transcripcion interno 1 (ITS-1), el cual se amplificd
utilizando los iniciadores 25/396 de Sarcocystis sp. encontrados en el musculo de
zanates, tordos y gorriones de México y que podrian ser S. neurona.

Material y métodos

Quince aves silvestres (siete zanates [Quiscalus mexicanus], seis tordos [Molo-
thrus aeneus) y dos gorriones [Aimophila ruficaudal) se encontraron muertas con
sospecha de intoxicacion, en el estado de Morelos, México, y se remitieron al La-
boratorio de Diagndstico e Investigacion en enfermedades de las aves del Depar-
tamento de Medicina y Zootecnia de Aves de la Facultad de Medicina y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Durante la necropsia se
hallaron quistes parasitarios en las masas musculares.

Necropsia e histopatologia

Atodas las aves se les realizd la necropsia y se tomaron muestras de musculo que
se fijaron en formalina buferada al 10%. Las muestras se procesaron por la técnica
histoldgica de rutina, se cortaron a 4 pm de grosor, se metieron en parafina y se
tiferon con hematoxilina y eosina (H&E).

Microscopia electrénica
Secciones de 3 mm? de musculo estriado esquelético de zanate con quistes parasi-
tarios se fijaron en glutaraldehido al 2.5%, se fijaron posteriormente con tetradxido
de osmio al 1% por 2 horas y se lavaron con solucién amortiguada de cacodilatos
(pH de 7.2, 0.1 M). Después se deshidrataron con concentraciones ascendentes
de acetona, se incluyeron en resinas epoxicas (Epon 812, Electron Microscopy
Sciences, Industry Road Hatfield, PA) y se polimerizaron a 60°C por 24 horas.
Entonces se obtuvieron cortes semifinos de 200 pm de grosor con un ultrami-
crétomo y se montaron en laminillas, las cuales se contrastaron con azul de tolui-
dina (Hayat, 2000). En seguida se realizaron cortes finos de 60 um, los cuales se
montaron en rejillas de cobre y finalmente se contrastaron con acetato de uranilo
y citrato de plomo, los cuales se observaron en un microscopio electrénico (Zeiss
EM-900, Zeiss, Oberkochen, Germany) a 80 kV.

Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN de los parasitos, las muestras de musculo con quistes
parasitarios se maceraron y se prepard una suspension con PBS al 20%. De esta
suspension se tomaron 250 pl, se mezclaron con 250 pl de solucién de lisis (EDTA-
SDS-Tris HCL; GibcoBRL Grand Island NY, USA) y 25 pl de proteinasa K (20 mg/ml;
Fermentas Inc., Glen Burnie, MD, USA).
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Las muestras se incubaron en bafio hiimedo a 37 °C por 2 horas; a conti-
nuacion, el ADN se purificd por medio de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y
después se precipitd con etanol y se hidrato.

Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR
Para la deteccion de S. falcatula o S. neurona se utilizaron los iniciadores:
25 5'-CAC ACA AAA CAC CTG AAA GTC ACG TAC TT-3" y 396 5'-CCT GCC TCA
CTT CGA CAC AT 3" (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA), que amplifican un
fragmento de 334 pares de bases (pb) del gen del espacio de transcripcion interno
del ADN ribosomal.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 2 pl de buffer Tag (1X), 0.4
pl de dNTP's (0.2 mM), 1 pl de primer (0.5 mM), 1.2 pl de MgCl, (1.5 mM), 1
pl de Triton (0.10 %), 1 pl de Albumina Sérica Bovina (BSA) (0.015 mg/ml), 0.5
pl de Taq polimerasa (2.5 U/pl; Fermentas Inc. Glen, Burnie, MD,USA), 7.9 ul de
agua DEPCy 5 pl de ADN. Las muestras se amplificaron con un termociclador (PCR
Sprint Thermal Cicler, Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA, USA). Se inicié
con un ciclo a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, a 62°C
por 30 segundos y a 72°C por 40 segundos, y 1 ciclo a 72°C por 5 minutos. Se
tomaron 5 pl del producto de la PCR y se cargaron en un gel de agarosa al 2%. Se
analizaron por electroforesis horizontal, tefiidos con bromuro de etidio, y se obser-
varon bajo luz ultravioleta.

Secuenciacion
El fragmento de aproximadamente 334 pb, amplificado mediante PCR, se visualizo
en un gel de agarosa, se recortd y se purificd con el QIAquick® Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones del proveedor. El fragmento
purificado se visualizd en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio;
se utilizd el marcador de peso molecular GeneRuler (Fermentas Inc., MD, USA).
La PCR de secuenciacion se realizd con el Kit BigDye® Terminator Cycle Se-
quencing version 3.1 (Applied Biosystems, Foster Cuty, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacion se purificaron con
columnas CENTRI-SEP™ Spin Columns (CS-901, Princeton Separations, Adelphia,
NJ, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se leyeron en
un 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Foster City, CA, USA). Se utilizaron
iniciadores especificos para secuenciar el marcador genético 25/396.

Los electroferogramas (sentido y antisentido) se editaron con el programa
MEGA version 4 (Tamura et al, 2007). Se construyd la secuencia consenso para
cada una de las muestras y se alinearon las tres secuencias obtenidas: Aimophila
ruficauda (G1), Molothrus aeneus (T1) y Quiscalus mexicanus (Z5).

Analisis filogenético

En el andlisis filogenético se utilizaron las secuencias del marcador genético
25/396, obtenidas de las muestras G1, T1 y Z5, ademds de las secuencias obteni-
das del GenBank. Las secuencias se alinearon y se obtuvieron las distancias gené-
ticas mediante el método Kimura 2, pardmetros (K-2P). A partir de estas distancias


http://veterinariamexico.unam.mx
http://veterinariamexico.unam.mx
http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.1.2.336

0a 5
http://veterinariamexico.unam.mx Sarcocystis en aves silvestres de México Articulo Cientifico W / 3

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.l.2.336
Vol. 11 No. 2 1 Octubre-Diciembre 1 2014

se construyd un arbol filogenético con el método
de Neighbor-Joining (NJ). Se empled un soporte
Bootstrap (1,000 replicas) para los resultados del
andlisis NJ de los datos generados a partir de la
alineacién de multiples secuencias.

RFLP

El fragmento de aproximadamente 334 pb que se
observd en el gel de agarosa, se incubd con las
enzimas de restriccion Hinf | (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) y Hind Il (Roche Applied
2cm Science, Indianapolis, IN, USA) bajo las siguientes
condiciones: 10 pl del producto de PCR, 3 pl de
buffer, 1 pl de enzima (Hinf/ o Hind lll) y 16 pl de

Figura1.MUsculo esquelético de muslo y pierna con abundante cantidad ~ @8u@ DEPC. Las muestras se incubaror.1 por 12
de estructuras parasitarias de Sarcocystis (flechas). Los quistes son  horas en bafio himedo a 37 °C. Posteriormente,
de color blanco, ondulados y estan orientados sobre el eje longitudinal 15 pl de la reaccion tefiida con bromuro de etidio

del musculo. se procesaron por electroforesis en gel de agarosa
al 3% y se observé bajo luz ultravioleta.

Resultados

En la necropsia todas las aves mostraron buena
condicién corporal y quistes parasitarios intramus-
culares en el musculo estriado de la pechuga, alas
y piernas. Los quistes eran de color blanco, alar-
gados, ligeramente ondulados y sus dimensiones
oscilaban entre 0.3 y 0.5 cm de largo (Figura1). El
resto de los drganos examinados no mostré cam-
bios patoldgicos aparentes.

Al examen microscopico, las secciones de teji-
do muscular de las 15 aves presentaron mdltiples
estructuras quisticas de forma redonda (20 a 200
pm), alargada (100 a 4000 pm), de pared delgada
continua (menos de 2 pm), provocando la com-

Figura 2. Corte histoldgico (tincion de H&E) de musculo esquelético de
un zanate con un quiste maduro de Sarcocystis dentro de las miofibrillas ~ Presion excéntrica de las miofibrillas. En su interior,
y sin reaccion inflamatoria. Los quistes tienen una pared eosinofilica  los Sarcocystis contenian una abundante cantidad
(flecha) y contienen gran cantidad de bradizoitos viables (VB) y en su  de bradizoitos, que en algunas zonas se encontra-
parte central se observan protozoarios degenerados (DP). ban separados por septos.

En la parte central de los quistes de mayor
tamafio se advirtio la presencia de material amorfo acelular, eosinofilico, palido,
que correspondia a protozoarios degenerados (Figura 2). En tres zanates, de mane-
ra multifocal, alrededor de algunos quistes se encontraron agregados discretos de
células inflamatorias compuestas por linfocitos y células plasmaéticas.
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Figura 3. Fotografia electrénica de transmision de
musculo estriado  esquelético, cuyo sarcoplasma
exhibe un quiste con gruesa pared moderadamente
electroliicida (sustancia basal electrolicida, Gl), con
proyecciones irregulares (protusion vilares, V) que
muestran microttibulos (*) en el interior. En el interior
del quiste se aprecian numerosos bradizoftos (Br). La
membrana parasitaria exhibe mdltiples protuberancias

Figura 4. Fotografia electronica de transmision de un
bradizofto en corte longitudinal. Nétese el conoide (C)
y numerosos micronemas (Mc). Anterior al nucleo se
aprecian cuerpos redondos de moderada electroden-
sidad que corresponden a granulos densos (Gd) en-
tremezclados con granulos electrolticidos  (cuerpos
lipidicos, Cl). El nticleo se ubica en la parte posterior del
conoide y presenta abundante heterocromatina electro-

densa (Nu). Técnica de contraste con acetato de uranilo
y citrato de plomo. Aumento 12,000x.

(flecha). Adyacente a la pared del quiste se observan
los sarcomeros distorsionados, asi como numerosas
mitocondrias (M). Nucleo (Nu). Técnica de contraste con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Aumento 7000x.

Microscopia electrénica

Las secciones de musculo estriado esquelético exhibian en el sarcoplasma quistes
parasitarios de pared gruesa, consistente en una capa granular con protrusiones
"vilares” que contenian numerosos microtibulos electrodensos, extendidos desde
la punta hasta la base y en la capa granular subyacente.

Los quistes parasitarios exhibfan, por debajo de su pared, algunos merozoitos
electrolticidos, mientras que hacia la parte central, habla numerosos bradizoitos
maduros agrupados y separados por prolongaciones de la capa granular. Los bra-
dizoitos median 4.1 pym de largo por 1.6 pm de ancho y exhibian numerosos
micronemas que ocupaban el tercio anterior de la parte final del conoide. Los
nucleos eran en su mayorfa redondos, con abundante heterocromatina electroden-
sa adosada a la envoltura nuclear interna y en ocasiones mostraban un nucléolo
prominente (Figuras 3y 4).

PCR y secuenciacién

Mediante los iniciadores 25/396, 11 de las 15 muestras (73%) resultaron positivas:

cinco Quiscalus mexicanus, cuatro Molothrus aeneus y dos Aimophila ruficauda.
Las secuencias sentido y antisentido de cada una de las muestras incluidas se

editaron y emplearon para construir la secuencia consenso correspondiente y se

obtuvieron: 338 pb para la muestra G1, 338 pb para la muestra T1 y 323 pb para

la muestra Z5. Se alinearon las tres secuencias y se descubrié que tenian 100%
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Figura 5. Alineacion de las secuencias obtenidas de un ejemplar de cada una de las especies incluidas en el estudio:
Aimophila ruficauda (G1), Molothrus aeneus (T1) y Quiscalus mexicanus (Z5). Las secuencias se editaron y se obtuvieron:
338 pb para G1, 338 pb para T1y 323 pb para Z5. En la alineacion de las tres secuencias se descubrié que estas son
100% idénticas entre ellas.

de similitud (Figura 5). En el caso de la secuencia Z5 no se puede hacer la compa-
racion de los ultimos 15 nucledtidos debido a que el fragmento secuenciado tenia
un tamafio de 323 pb.

Se compararon las secuencias obtenidas con las secuencias contenidas en la
base de datos “BLAST” del GenBank. Entonces, se verifico una similitud de 96%
entre las secuencias obtenidas en este estudio y las secuencias correspondientes a
los niimeros de acceso del GenBank AY627839, AY627841, AY627842, AY627845,
AY627848, AY 627850, AY627851, AY627859, AF093159 y AY627852. Todas las
secuencias corresponden a un fragmento del genoma de Sarcocystis neurona
con excepcién de AY627852 (fragmento del genoma de Toxoplasma gondii) y
AF093159 (fragmento del genoma de S. falcatula).

Analisis filogenético y de RFLP
Las secuencias obtenidas presentan 100% de similitud entre ellas. También se ve
que las secuencias utilizadas para construir el &rbol filogenético estén topoldgica-
mente mdés distanciadas y no estén relacionadas con ninglin grupo previamente
reportado. Las distancias filogenéticas entre las secuencias obtenidas en este tra-
bajo, las secuencias reportadas previamente de Sarcocystis neurona vy la secuencia
proveniente de una muestra colectada en Brasil (Sarcocystis spp.) son similares
(Figura 6).

El patron de bandas después de la digestién del fragmento de 334 pb de
todos los casos positivos con la enzima de restriccion Hinf | consistié en tres frag-
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|61
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Figura 6. Arbol filogenético (Neighbor-Joining) construido a partir de una matriz
de distancias genéticas segtin el método de Kimura 2 pardmetros (1,000 réplicas
de Bootstrap). Las secuencias obtenidas son idénticas y estén filogenéticamente
distanciadas de cualquier secuencia reportada con anterioridad.

mentos de 140, 108 y 62 pb. La digestién con la enzima Hind /Il no afecto el
producto de 334 pb (Figura 7).

Discusién

Los Sarcocystis se identificaron con facilidad en el musculo estriado. Tenfan la
pared delgada y median entre 0.3 y 0.5 cm de largo. Estas observaciones difieren
de los andlisis realizados por Mansfield et al. (2008), en donde se examinaron
381 tordos (Molothrus ater) de Estados Unidos de América. Entonces, durante la
inspeccion macroscopica, se encontraron Sarcocystis Unicamente en las piernas
y en el examen histopatologico se hallaron dos tipos de quistes: de pared del-
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gada y de pared gruesa. Por microscopia electrénica
Hind 1l Hinf I Hind 1l Hinf | se identificd que los quistes de pared gruesa eran
S. falcatula y los de pared delgada, S. neurona. Esto
fue confirmado por PCR-RFLP.

La deteccién macroscépica de Sarcocystis sp.
en este estudio se facilitd, probablemente, porque la
mayoria de las aves presentaban una infeccion para-
sitaria cronica con Sarcocystis maduros en las fibras
musculares y con bradizoitos degenerados en su in-
terior, como ocurre en las aves infectadas con S. fal-
catula. La presentacién puede ser aguda o crénica,
dependiendo del ave afectada. La presentacién agu-
da generalmente se observa en psitacidos del viejo
mundo y en palomas, lo cual causa alta mortalidad
asociada a neumonia y encefalitis, sin que se desa-
rrollen quistes parasitarios. La presentacion cronica
se observa en paseriformes de América, que son los
huéspedes intermediarios; no hay mortalidad y la en-

RFLP de Sarcocystis sp, fragmento de 334 pb amplificado fermedad se caracterizada por la formacién de quistes
con los iniciadores 25/396. Las lineas 1 y 4 identifican el parasitarios en los musculos esqueléticos, sin causar
r)warcador de peso molecular PBR322/DNA/BsuRI (Haelll). Las reaccion inflamatoria (Villar, et al, 2008).
lineas 2 y 5 representan las muestras de tordo y zanate tratadas _ . : .
con Hind Ill sin digerir y las lineas 3 y 6 corresponden a las La |d§nt|f|caF|on del tipo de Sqrcgcyst/s en las
muestras de tordo y zanate digeridas con Hinf /. aves mediante histopatologia es subjetiva, ya que en
la literatura consultada no se informa sobre el grosor

de la pared del quiste de S. neurona. Sin embargo,
Dubey et al. (2001e) reportan en un ibis (Carphibis spinicollis) la presencia de
un quiste parasitario maduro en el cerebelo, cuya pared media aproximadamente
1-1.5 ym de grosor y que correspondia a Sarcocystis neurona-like, similar a los
protozoarios descritos en este anélisis.

La microscopfa electronica solo se aplicod a los Sarcocystis de los zanates, en
los que las caracteristicas ultraestructurales de la pared y de los bradizoitos con-
cuerdan con las descripciones realizadas para S. neurona en tordos (Mansfield
et al, 2008), caballos (Mullaney et al, 2005), ratones y cultivo celular (Speer vy
Dubey, 2001). En las descripciones de estos investigadores se menciona que la
caracteristica mas importante para identificar ultraestructuralmente a S. neurona es
la acumulacién de micronemas en el tercio anterior del final del conoide y la capa
granular con protrusiones “vilares” que contienen numerosos microtiibulos.

Todos estos estudios sugieren que los Sarcocystis examinados en los mus-
culos pectorales, piernas y alas de las tres especies de aves (zanates, tordos y
gorriones) son similares a S. neurona.

En la identificacién molecular de los Sarcocystis en los zanates, tordos y gorrio-
nes en este articulo, por medio de la PCR-RFLP (Tanhauser et al, 1999) y utilizando
los iniciadores 25/396 y las enzimas de restriccion Hinf 'y Hind I1l, se verificd una
amplificacién positiva de 334 pb. Los fragmentos amplificados presentaron dos
sitios de corte con Hinf | en las mismas posiciones de las secuencias de S. neuro-
na. Mientras que con Hind Ill no se confirmaron cortes sobre la banda de 334 pb.
Estos hallazgos son consistentes con el patron de bandeo de S. neurona reportado
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en otras investigaciones (Tanhauser et al, 1999; Mansfield et al, 2008; Mullaney et
al, 2005 y Elsheikha et al, 2005).

Al alinearse las tres secuencias obtenidas se obtuvo 100% de similitud entre
ellas. La semejanza entre las secuencias estudiadas y S. neurona fue de 96%. En
la secuencia, se detectd un sitio de corte adicional, que no reveld la PCR-RFLP.
Los fragmentos generados fueron de aproximadamente 140, 108, 62 y 24 pb. El
corte adicional generado por la enzima de restriccién Hinf | podria deberse a una
mutacion o insercion de bases, por la evolucion genética independiente durante
el aislamiento geogréfico, como se muestra en el arbol filogenético, en donde las
secuencias analizadas se separan topolégicamente entre los Estados Unidos de
América y América del Sur.

Elsheikha et al. (2005) detectaron un resultado similar. Estos estudiosos exa-
minaron las secuencias de los fragmentos 25/396 de diez muestras de Sarcocystis
neurona aislados y hallaron mutaciones e inserciones de bases, lo cual proporciona
evidencia de la presencia de variantes genéticas en estrecha relacion con S. neuro-
na existentes dentro de los Estados Unidos de América y América del Sur. Monteiro
et al. (2013) sugieren que es posible que los grupos genéticos de S. neurona y S.
falcatula intercambien alelos altamente divergentes en la recombinacion sexual.

Sin embargo, debido a que la secuencia del marcador 25/396 entre los proto-
zoarios apicomplexa (Sarcocystis neurona, S. falcatula, Toxoplasma gondii y Neos-
pora caninum) se encuentra altamente conservada, es posible cometer errores en
la interpretacién de las relaciones filogenéticas. Este hallazgo enfatiza la importan-
cia de la utilizacion de varios marcadores genéticos para un andlisis filogenético
preciso. Ademas, estos estudios de ADN deben completarse con estudios biolo-
gicos, porque, por ejemplo, los ratones son més susceptibles a S. neurong, pero
son resistentes a S. falcatula (Dubey, Lindsay, 1998), mientras que los periquitos
australianos son susceptibles a S. falcatula y no les afecta S. neurona (Marsh et
al, 1997b).

Conclusiones

La morfologfa, ultraestructura y caracteristicas de la PCR-RFLP sugieren que los
quistes parasitarios encontrados en las aves estudiadas son S. neurona. Sin em-
bargo, en el arbol filogenético las secuencias se comportaron topoldgicamente
distantes de las secuencias publicadas de S. neurona de los Estados Unidos de
América y de América del Sur, lo cual sugiere que podria tratarse de una nueva
subespecie de S. neurona.
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