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Resumen  
 
En México la infección por Trypanosoma cruzi está dada principalmente por parásitos pertenecientes al grupo 
genético DTU TcI. Recientemente, se ha demostrado una gran variabilidad genética entre los aislados DTU 
TcI, esta variabilidad en parte se debe a la gran distribución de este grupo genético en Latinoamérica y a su 
antigüedad.  

En los estudios anteriores realizados a aislados mexicanos, únicamente  se ha evaluado un soló tipo de 
marcador molecular, lo cual limita las conclusiones obtenidas. En el presente estudio se evaluaron 15 cepas 
mexicanas de T. cruzi, de las cuales 13 pertenecían al DTU TcI, usando tres diferentes marcadores 
moléculas: Microsatélites, análisis del gen mini-exón y análisis del gen mitocondrial de citocromo B. 

Al realizar el análisis genético de las cepas TcI, fue posible distinguir que con el microsatélite SCLE 1-2 las 
cepas TcI se podían clasificar en dos genotipos diferentes, los cuales están asociados al origen biológico de 
cada cepa.  En cuanto al análisis del gen Spliced Leader (SL) mini-exón, se encontró que la mayor parte de 
las cepas mexicanas pertenecían al grupo genético Tc Ia, a pesar de ello fue posible encontrar entre las cepas 
mexicanas, cepas pertenecientes  a otros subgrupos genéticos de TcI. Como las cepas CRISTI, Mor 11 y Col 
7 que pertenecen al grupo genético Tc Id, y que las cepas CopGro y JBE que junta con algunas cepas 
colombianas forman un nuevo grupo genético el cual denominamos Tc If. Al realizar el análisis del gen 
mitocondrial de citocromo B, fue posible observar gran homogeneidad entre las cepas mexicanas, a pesar de  
ello al compararlas con aislados provenientes de otros países se encontró que las cepas mexicanas son 
genéticamente diferentes  a las cepas de otros países. 

El análisis filogenético de las  cepas mexicanas  que no pertenecían al DTU TcI y analizar los genes SL mini-
exón y citocromo B mitocondrial fue  posible distinguir que los aislados pertenecen a alguno de los DTUs 
híbridos, como son los DTUs TcV ó TcVI, con lo cual se inició el estudio de cepas mexicanas no TcI. 

Al realizar un análisis en conjunto de todos los resultados obtenidos, se  pudo concluir que T. cruzi en México 
presenta mayor variación genética de la que se pensaba anteriormente, a pesar de ello es necesario evaluar  
un mayor  número de marcadores moleculares y un mayor número de aislados, así como la inclusión de 
clonas en los análisis. 
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Abstract: 

In Mexico infections of Trypanosoma cruzi is mainly caused by parasites that belong to the genetic group DTU 
TcI. Recently, it has shown that TcI have a great genetic variability, this is partly because this group is 
distributed along Latin America, and it is one of the two ancestral groups. In previous studies of Mexican 
isolates of Trypanosoma cruzi, ambiguous results are found, because in some of this studies they demonstrate 
that isolated Mexicans of TcI.  

 are homogenous and in others they find heterogency, other problem of this studies its that only they are 
evaluated one type of molecular marker, this fact limits the conclusions because it is difficult to make a 
filogenetic inference using  only one marker. In the present study we evaluated 15 Mexican strains of T. cruzi, 
13 of which belonged to the DTU TcI, in this study they evaluated three different markers: Microsatellites, SL 
mini-exon genE, and mitochondrial cytochrome B. 

The results of the genetic analysis of Mexican strains TCI, demonstrate that it was possible to distinguish with 
microsatellite SCLE 1-2 two different genotypes, which are associated with the biological origins of each strain. 
For the analysis of gene Spliced Leader (SL) mini-exon, we found that most of the Mexican strains belonged to 
genetic group Tc Ia, although strains of other genetic subgroups TCI could be found. For example CRISTI 
strains, Col 7 and Mor 11 belong to genetic group Tc Id, while they discover a new group that is made with 
Mexicans strains JBE, CopGro and Colombian strains, this new groups we call genetic Tc If. On the other hand 
in the analysis of mitochondrial cytochrome B gene, it was observed great homogeneity among the Mexican 
strains, when they compared it isolatedly from other countries they found that the Mexican strains are 
genetically different from strains from other countries. Phylogenetic analysis of mini-exon genes SL and 
mitochondrial cytochrome B of the Mexican strains do not belong to DTU Tc I, they belong to one of the hybrid 
DTUs, such as TCV or TcVI DTUs. This release opens the possibility to begin the studies of Mexican strains 
not TCI.When performing a joint analysis of all results obtained, it was concluded that T. cruzi in Mexico has 
more genetic variation than previously thought, although it is necessary to evaluate a larger amount of 
molecular markers and a larger number of isolates, and the inclusion of clones in the analysis. 
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1.0 Introducción 

1.1 Prevalencia de la Enfermedad de Chagas en el mundo 
 
La enfermedad de Chagas, es una zoonosis causada por el parásito Trypanosoma cruzi. Esta 

enfermedad también es llamada Tripanosomiasis Americana ya que el parásito se localiza 

primordialmente en el Continente Americano, desde la región Sur de los Estados Unidos hasta 

Argentina (OMS, 2010) (Figura 1.1). 

La región que se encuentra más afectada en el continente es Latinoamérica, ya que enfermedad de 

Chagas está ligada a la presencia del vector y a las malas condiciones de vivienda que se 

encuentran ampliamente distribuidas en las áreas rurales de Latinoamérica (OMS, 2010; 

Reighthinger et al., 2009). 

 

 

Figura 1.1 Prevalencia de la enfermedad de Chagas en America.  La enfermedad de Chagas se extiende del Sur de los 
Estados Unidos hasta la Patagonia (Figura modificada de la página de Drugs for Neglected Diseases initiative). 

 A pesar de que la mayoría de los casos reportados de la enfermedad de Chagas se encuentren 

concentrados en Latinoamérica se han reportado casos en Estados Unidos y Canadá al igual que en 

Asia (principalmente Japón), Europa (principalmente en España) y Oceanía, lo cual es un reflejo de 

los fenómenos migratorios (OMS, 2010; Schmunis y Yadon, 2010) (Figura 1.2). 
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Figura 1.2 Flujo migratorio de América Latina a regiones no endémicas de la Enfermedad de Chagas. Debido a los flujos  
migratorios la enfermedad de Chagas se propaga a regiones no endémicas como lo son España, Japón y Australia 
(Schmunis & Yadon, 2010). 

De acuerdo a los reportes se estima que existen aproximadamente  10 millones de individuos 

infectados por T. cruzi en Latinoamérica (Reihthinger et al., 2009; OMS, 2010). La enfermedad de 

Chagas causa aproximadamente 21000 muertes al año y un 10 a 15% de los enfermos presentan 

discapacidad como consecuencia del daño cardiaco o gastrointestinal, por tal motivo representa uno 

de los problemas de salud pública más grave de la región (OPS, 2008), ocupando el primer lugar en 

las enfermedades tropicales en Latinoamérica y el cuarto lugar en enfermedades transmisibles 

(Morel ,1999). 

1.2 Prevalencia de la Enfermedad de Chagas en México 
 
De acuerdo a los estudios que se han realizado en los diferentes estados de la República Mexicana 

se ha encontrado que la enfermedad de Chagas se encuentra distribuida lo largo de la República. En 

la encuesta nacional de seroprevalencia realizada en la década de los noventas, se encontró que la 

prevalencia promedio era del 0.2% con porcentajes variables en los diferentes estados, 

concentrándose la mayor parte de los casos en la región sureste y costa occidental de la República 

Mexicana (Martínez y Espinoza en prensa). En las regiones que se encuentran mayormente 
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afectadas es posible encontrar de un 5 a 20% de seroprevalencia (Salazar- Schettino, 2003) (Figura 
1.3). 

 

Figura 1.3 Casos de Enfermedad de Chagas en México del año 1928 a 2004. De acuerdo a los registros de la 
enfermedad de Chagas obtenidos entre los años 1928 a 2004, podemos observar que existe una gran heterogeneidad en 
la seroprevalencia en los diversos estados (http://www.unibio.unam.mx/chagamex). 

  Los estados de la República Mexicana que se encuentran mayormente afectados son Jalisco, 
Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Chiapas, Morelos y Querétaro (http://www.unibio.unam.mx/chagamex) 
(Figura 1.4).  

 

Figura 1.4 Casos de Enfermedad de Chagas 1930 a 2004 en los diferentes estados de la República Mexicana. De 
acuerdo a los registros se encontró que las regiones que se encuentran mayormente afectadas son la región sureste y la 
costa occidental del país.  
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1.3 Biología de T. cruzi 

 1.3.1 Taxonomía de T. cruzi 
T. cruzi, es un parásito flagelado y digénico. Pertenece al Phylum Sarcomastigophora, subphylum 

Mastigophora, perteneciente al orden Kinetoplastida que comprende organismos flagelados con un 

cinetoplasto,  éste último es ADN mitocondrial localizado en la mitocondria que contiene una red de 

minicirculos y maxicirculos concatenados. T. cruzi está incluido en la sección estercolaría esto es, en 

el grupo de tripanosomas de los cuales sus estadios infectivos se desarrollan en el tracto digestivo 

del vector e infectan a los hospederos mamíferos a través de las heces. El subgénero 

Schizotrypanum comprende tripanosomas que infectan vertebrados vía estadio intracelular, por lo 

tanto, como éste es el caso del parásito el nombre es: Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (OMS) 
(Figura 1.5).  

Protozoa'

Sarcomas,gophora''

Mas,gophora'!!

Trypanoso,dae'

Zoomas,gophorea'''

Kinetoplas,da'''
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'

Subreino!

Phylum!!
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Figura 1.5 Clasificación Taxonómica de T. cruzi (OMS).T. cruzi pertenece al Phylum Sarcomastigophora, al orden 
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatide, al género Trypanosoma y a la especie cruzi. 

1.3.2 Morfología de T. cruzi a través de su ciclo de vida  
T. cruzi presenta estructuras celulares características de un organismo eucarionte, pero al 

pertenecer al grupo de los cinetoplastidos cuenta con una estructura llamada “saco flagelar”, la cual 

sirve para realizar la endocitosis y la exocitosis. Otra estructura particular de este grupo es el 

“cinetoplasto” el cual es ADN extracromosomal localizado en un punto específico de la mitocondria. 

El cinetoplasto representa de un 10 hasta un 20% del ADN total del parásito (Espinoza- Gutiérrez y 

Maning-Cela, 2007). 

En T. cruzi existen tres formas principales del parásito: tripomastigote, epimastigote y amastigote. 

Estas tres morfologías del parásito se pueden diferenciar entre sí gracias a la posición del 
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cinetoplasto en relación al núcleo y por la presencia o ausencia de membrana ondulante (Espinoza- 

Gutiérrez y Maning-Cela, 2007). (Tabla 1.1). 

 

 

Tabla 1.1 Diferentes formas de T. cruzi * 
 

Estadio Amastigote Epimastigote Tripomastigote 
 

   
Descripción Es un estadio esférico casi inmóvil el cual 

mide entre 2 y 5 µm, el cinetoplasto se ve 
como un cuerpo obscuro cerca del núcleo, 
no tiene flagelo libre y carece de membrana 
ondulante. Esta estructura se divide por 
fisión binaria. 

Tiene forma de huso 20 a 40 µm, su 
cinetoplasto se localiza en la parte media del 
parásito justo por delante del núcleo. El flagelo 
emerge de la parte media del parásito y forma 
una membrana ondulante. En esta fase del ciclo 
se encuentra en una fase proliferativa.  

Mide aproximadamente 25 µm de longitud y 2 
µm de diámetro, el cinetoplasto se encuentra 
localizado posterior al núcleo, El flagelo sale 
del extremo posterior y se dobla hacia 
adelante a lo largo de todo el cuerpo, 
formando una membrana ondulante y 
emergiendo en forma libre en su extremo 
anterior. Es la forma infectiva del parásito y 
carece de capacidad replicativa. 

Localización Durante el ciclo de vida natural del parásito 
se encuentra en el interior de las células de  
los mamíferos, mientras que se cultivan  
experimentalmente se  obtienen a partir de  
la transformación de tripomastigotes en 
medio de cultivo ácido con deficiencias de 
nutrientes. 

Durante el ciclo de vida natural del parasito se 
encuentra en el intestino del vector y si se 
cultiva experimentalmente en cultivo axenico. 

Durante el ciclo de vida natural del parásito se 
encuentra en la sangre del hospedero y en las 
heces del vector. En cultivos de epimastigotes 
axénico puede que se encuentren en fase 
estacionaria, cuando exista una deficiencia de 
nutrientes. 

1.3.3 Ciclo biológico de T. cruzi  
El ciclo de vida de T. cruzi comienza cuando un insecto (redúvido) del género Triatoma se alimenta 

de sangre de un huésped infectado por T. cruzi. El insecto ingiere tripomastigotes sanguíneos. Los 

tripomastigotes en el tubo digestivo del insecto se convierten en epimastigotes los cuales se replican 

por fisión binaria, finalmente estos epimastigotes se transforman en tripomastigotes metacíclicos y se 

expulsan en las heces (Pumaral et al., 1994; Rassi et al., 2010). 

Cuando el triatomino infectado se alimenta de un nuevo huésped deposita su contenido intestinal 

que contiene tripomastigotes metacíclicos sobre la piel. Éstos a través de la herida de la picadura, 

otras heridas próximas, folículos pilosos y mucosas sanas penetran en el tejido subcutáneo. Desde 

esta localización llegan a la sangre en la que difunden transportados por leucocitos, linfocitos, 

monocitos o como elementos libres. Estos tripomastigotes no se dividen, pero penetran en las 

células, especialmente las células del músculo cardiaco y Sistema Retículo Endotelial (SRE); y se 

transforman en amastigotes (forma intracelular). Los amastigotes se multiplican por fisión binaria y se 

convierten en tripomastigotes, que son liberados al torrente circulatorio, donde adoptan la forma de 

tripomastigote con aspecto de letra C o U (Pumaral et al., 1994; Rassi et al., 2010) (Figura 1.6). 
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Figura 1.6 Ciclo de vida de T. cruzi. El ciclo de vida de T. cruzi transcurre en el vector (reduvidos del genero triatoma) y 
un huésped que puede ser el hombre o un animal (Figura modificada de Rassi et al., 2010). 

1.3.4 Mecanismos de transmisión de T. cruzi  
La principal forma por la cual se trasmite T. cruzi es la vectorial es decir  a través un insecto 

hematófago perteneciente al genero Triatoma. La transmisión vectorial es la forma más común de 

transmisión de la enfermedad de Chagas en América Latina, a pesar de ello no es la única 

(http://www.sadi.org.ar/files/Manual Chagas_2005.pd;OMS). En México existen varias especies 

importantes: en el Sureste y costa del Golfo predomina T. dimidiata, en el centro del país T. 

pallidipenis, en el centro y occidente de México T. longipenis (Martínez et al., 2006) (Figura 1.7). 
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a)T. dimidiata b)T. longipenis c)T. pallidipenis 
 

Figura1.7 Principales vectores de T. cruzi en México a) Triatoma dimidiata, es el principal vector de la enfermedad de 
Chagas en el Suroeste y costa del Golfo de México b) T. longipenis es el principal vector en centro y occidente del país, 
c) T. pallidipenis se localiza en el centro del país (http: // www .unibio .unam .mx /chagamex). 

Las vías de transmisión no vectoriales, en las cuales no participa el triatomino son por medio de: 

1. Transfusión sanguínea 
2. Transmisión de la madre infectada a su hijo durante el embarazo (transmisión congénita) 
3. Trasplantes de órganos de un individuo infectado a un individuo sano 
4. Ingestión de los parásitos  
5. Accidentes de laboratorio 

De la vía vectorial depende el riesgo de las otras vías de transmisión. Ya que si existe 

transmisión vectorial existirá mayor riesgo de que exista transmisión a través de transfusiones 

sanguíneas y de la transmisión congénita de la enfermedad, de tal forma han existido campañas 

de control en los diferentes países de Latinoamérica, con lo cual se ha reducido el riesgo de 

infección (http: // www .sadi .org .ar /files / Manual Chagas_2005.pdf). 

1.4.0 Patogenia de la enfermedad de Chagas  
 
La enfermedad de Chagas evoluciona en dos fases, aguda y crónica. La fase aguda tiene una 

duración de 2 a 4 meses a partir de la inoculación del parásito. En esta fase existe una alta 

parasitemia, por tal motivo se obtienen resultados positivos al realizar estudios parasitológicos 

directos en sangre como es el estudio de gota fresca, una característica importante de esta fase es 

que se presentan síntomas inespesificos como lo es la fiebre. En la fase aguda es poco frecuente la 

aparición de síntomas específicos, por tanto es común que la infección pase desapercibida. La 

mayor parte de los individuos que presentan sintomatología son niños menores a 4 años o individuos 

inmunosuprimidos. Las expresiones clínicas graves de la fase aguda son: miocarditis y 

meningoencefalitis (Rassi et al., 2010;  http :// www .sadi .org .ar / files / Manual Chagas_2005.pdf). 
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Los síntomas que se presentan son: 

Síntomas inespecíficos 
(más frecuentes) 

Síntomas específicos 
(menos frecuentes, 5%de los casos) 

• Síndrome febril prolongado 
• Adenomegalia 
• Hepatoesplenomegalia* 

• Anemia* 
• Anorexia* 
• Irritabilidad o Somnolencia 
• Convulsiones 
• Edema* 

• Complejo oftalmoganglionar 
• Chagoma de inoculación 

 

*De aparición más frecuente en lactantes y niños menores de 4 años. (Rassi et al., 2010;  http :// www .sadi .org .ar / files / Manual Chagas_2005.pdf) 

Al inicio de la fase crónica existe una fase a la cual se le denomina fase crónica asintomática 

(anteriormente denominada forma indeterminada). Esta etapa se define cuando la parasitemia se 

vuelve indetectable mediante exámenes parasitológicos directos, y se caracteriza por no presentar 

signos ni síntomas de lesiones viscerales clínicamente detectables por medio de estudios de 

gabinete, sin embargo existe la producción de anticuerpos los cuales se pueden detectar por medio 

de pruebas serológicas (http: //www .sadi. org.ar /files / ManualChagas _2005.pdf; Rassi et al., 2010). 

La fase crónica sintomática, se manifiesta varios años después de la inoculación y generalmente no 

se presentaron indicios de la fase aguda. Entre un 20-30% de los individuos infectados por T. cruzi 

presentaran sintomatología en algún momento, los dos cuadros clínicos más frecuentes son: 

• Afectación miocárdica, que conduce a un deterioro cardiaco progresivo, el cual lleva 

generalmente en la muerte a lo largo del tiempo (http://www.sadi.org.ar/files/ManualChagas_ 

2005.pdf). 

• Dilatación de los órganos tubulares, es decir se presenta megacolon, megaesófago, 

megaureter, etc. Por tal motivo se le denomina enfermedad «mega» (Rassi et al., 2010; http:// 

www.sadi. org. Ar / files/ ManualChagas_2005.pdf). 

1.5  Genoma de T. cruzi 
 
El tamaño del genoma de T. cruzi varía de  acuerdo a la cepa,  se ha encontrado que algunas cepas 

tienen un genoma más grande que otras. El tamaño del genoma del parasito varía de 80-150 MB. 

Encontrándose que el grupo genético TcI presenta menor tamaño que los demás grupos genéticos 

(Lewis et al., 2009; Björn, 2011), más adelante se discutirá la variabilidad genética. 

En general, no se ha podido obtener un número exacto de los cromosomas  de T. cruzi, ya que al 

momento de la mitosis los cromosomas no se condensan. Una de las estrategias  por las  cuales  se 

quiso determinar el número de cromosomas fue por medio de electroforesis de campo pulsado, a 

pesar de ello no fue posible obtener un número exacto de cromosomas ya que los cromosomas  
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homólogos  varían mucho en tamaño. La aproximación más exacta del número de  cromosomas se 

obtuvo gracias al proyecto de  secuenciación del genoma, en el cual se estimó que el parásito cuenta 

con 41 pares de cromosomas (Björn, 2011). 

A partir de la secuenciación del genoma de la clona Cl Brener, fue posible observar que  a pesar de 

la variación del tamaño en los cromosomas  homólogos existen regiones conservadas de los genes 

esenciales, los  cuales se  encuentran organizados en genes policistrónicos, que se encuentran 

rodeadas de regiones subteloméricas  las cuales se encuentran metiladas (Björn, 2011). 

Otra característica del genoma de T. cruzi es que tiene gran número de secuencias repetidas, se 

estima que un 50% del genoma pertenece a este tipo de secuencia. Se ha observado que existen 

numerosas copias de diversos genes los cuales muchas veces están presentes en tándem y en 

ocasiones en diferentes  cromosomas (Björn, 2011).  

1.6 Origen del género Trypanosoma y divergencia de T. cruzi 
 
De acuerdo a los análisis filogenéticos realizados con secuencias de los genes ribosomales de 

diferentes tripanosomátidos, el género Trypanosoma se diferenció de los demás tripanosomatidos 

alrededor de 300 millones de años antes de nuestra era. Se estima que en un principio los primeros 

tripanosomas tenían un ciclo monogénico que posteriormente se adaptó a un ciclo digénico (Stevens 

et al., 2001). 

Se cree que los primeros tripanosomas infectaron a seres acuáticos en un ciclo monogénico, 

posteriormente se adaptaron a un ciclo digénico en el cual se encontraban involucrados los 

vertebrados acuáticos y sanguijuelas que funcionaban como vectores. La transición a vectores 

pertenecientes a los órdenes de hemípteros, dípteros y ortópteros se dió posteriormente, hasta la 

evolución de la ingesta de sangre por estos insectos y la colonización de la tierra por los vertebrados 

(Stevens et al., 2001). 

La divergencia entre los parásitos salivaríos (clado T. brucei) y estercolaríos (clado T. cruzi)  se cree 

que se  dió 100 millones de años antes de nuestra era, aproximadamente cuando el continente 

Africano se aisló de los demás continentes. Esto se cree ya que el clado de T. brucei únicamente es 

posible encontrarlo en el continente Africano (Stevens et al., 1999). 

En el caso del clado de T. cruzi afecta principalmente a mamíferos y marsupiales en América, 

también es posible encontrar a una clase de  tripanosoma relacionado genéticamente con T. cruzi 

que infecta canguros en Australia (Trypanosoma sp.),  lo cual refuerza  la idea que T. cruzi surgió 

después de la separación del continente  Áfricano de los continentes Américano y Oceania, por lo 
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cual se cree que tiene un origen en el nuevo mundo. El único integrante del clado de T. cruzi que se 

encuentra en Europa, es una especie de tripanosoma que infecta murciélagos, los cuales se creen 

que se infectaron en América e inmigraron a Europa (Stevens et al., 1999). 

 La evidencia filogenética sugiere que la evolución de T. brucei  y T. cruzi tienen una historia 

evolutiva muy diferente con relación a la especie humana. En el caso de T. brucei compartió un 

periodo en el cual los primates evolucionaron,  los cuales surgieron aproximadamente hace15 

millones de años antes de nuestra era, con la eventual aparición del hombre que surgió 

aproximadamente 3 millones de años antes de nuestra era.  Se cree que el humano tuvo contacto 

estrecho con el mosco Tse-Tse, él cual es el vector de T. brucei. En contraste T. cruzi ha tenido un 

periodo menor de contacto con los humanos (30000-40000 años), por lo cual los humanos 

únicamente se sumaron a los hospederos del parásito (Stevens et al., 1999). 

1.7 Interrelación entre diversidad genética y patogénesis  
 
Existe una posible relación entre la diversidad genética de las poblaciones de T. cruzi y las diferentes 

formas clínicas de la enfermedad de Chagas, patogenicidad y virulencia ( Espinoza et al., 1998; López-

Olmos et al., 1998; Camargos et al., 2000; Macedo et al., 2004; Zingales et al., 2012). Hoy en día se 

conoce poco sobre los factores determinantes de las manifestaciones clínicas de la enfermedad. Hasta 

hace pocos años prevalecía la idea de que  los grupos genéticos no TcI estaría más asociado al ciclo 

doméstico de transmisión de la infección por el T. cruzi y por tanto a la patología de la enfermedad 

humana (Buscaglia et al., 2003; Manoel-Caetano y Silva, 2007). Aunque esta idea aún prevalezca 

para las regiones endémicas clásicas del Cono Sur (Brasil y Argentina), resulta cada vez más evidente 

que, en los países del norte de América del Sur (norte de Brasil, Bolivia, Colombia y Venezuela), 

Centroamérica, México y el Sur de los Estados Unidos de América, TcI es el principal involucrado en la 

enfermedad de Chagas en humanos (Macedo et al., 2004). 

Más aún, hoy en día se sabe que el principal causante de Enfermedad de Chagas en humanos es el 

DTU TcI, el cual causa principalmente problemas cardiacos. También se ha encontrado que TcI ha 

estado asociado a algunos brotes agudos de Chagas oral. En el caso de las DTUs TcII, TcV y TcVI, se 

han relacionado con cardiopatías y mega síndrome (Zingales et al., 2012). 

  El mecanismo por el cual las diferentes formas clínicas de la enfermedad se establecen no es claro. 

Sin duda están involucrados factores asociados al paciente, pero queda cada vez más evidente la 

existencia de un papel fundamental asociado a aspectos genéticos del parásito. Una posible 

explicación de la relación entre la forma clínica de la enfermedad y la variabilidad genética del parásito, 

dependiendo de la cepa de T. cruzi, podría deberse al tropismo que presenta para diferentes tejidos 

(Camargos et al., 2000). 
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1.8 Variabilidad genética de T. cruzi  
 
Se ha encontrado que existe una gran variación en la sintomatología de la Enfermedad de Chagas 

en las diferentes áreas geográficas. Por ejemplo, la forma gastrointestinal de la Enfermedad de 

Chagas se observa principalmente en la región central de Brasil y Chile, mientras que en 

Centroamérica es poco común encontrarla. Las variaciones fisiopatologías se deben principalmente 

a factores genéticos del parásito y el hospedero. Las variaciones genéticas de T. cruzi determinan el 

curso de la enfermedad, así como la virulencia y el tropismo a ciertos tejidos (Macedo et al., 1998; 

Macedo et al., 2004). 

En 1909 Chagas encontró dimorfismos entre algunos tripomastigotes sanguíneos de diferentes 

individuos. Posteriormente se analizaron los perfiles isoenzimáticos de T. cruzi, encontrando 

variaciones entre los perfiles isoenzimáticos de las diversas cepas. Estas variaciones permitieron 

agrupar las cepas en 3 grupos llamados zimodemas (Z1, Z2 y Z3). La principal desventaja de este 

método es que se necesita una concentración de parásitos del orden de 109-1010 (Macedo et al., 

1998; Macedo et al., 2004). 

La aplicación de técnicas de biología molecular permitió que se analizara el ADN del parásito. Una 

de las primeras técnicas aplicadas en el análisis del ADN del T. cruzi fue la técnica de Polimorfismos 

de Longitud de Fragmentos de Restricción (por sus siglas en ingles RFLPs), analizando el ADN 

mitocondrial, en dicha técnica se digiere el ADN del cinetoplasto con diferentes enzimas de 

restricción y se resolvieron los productos en geles de poliacrilamida. Con la técnica de RFLPs 

encontraron que existían diferentes perfiles de restricción del cinetoplasto en las diferentes cepas de 

T. cruzi, por tanto se dio una nueva clasificación: Schizodemas. Con dicha técnica fue posible  

distinguir que en ciertos casos algunas cepas de T. cruzi podían pertenecer al mismo zimodema y 

pertenecer a diferente Schizodema. La desventaja que presento dicho método es que también 

necesita una concentración del orden de magnitud de 108-109 de parásitos, lo cual en ocasiones 

resulta difícil de obtener (Macedo et al., 1998; Macedo et al., 2004). 

Debido a que es necesario tener una gran concentración de  parásitos para realizar los perfiles 

isoenzimáticos o los perfiles de restricción se aplicó la técnica de RADPs (análisis de secuencias de 

ADN polimórficas al azar), la cual resulta ser más sensible ya que sólo necesita una concentración 

de parásitos del orden 106. A pesar de que es un método altamente sensible no cuenta con la misma 

resolución que puede otorgar un análisis de RFLP (Macedo et al., 1998). 

 El PCR  de baja astringencia usando un único primer (LSSP PCR) es una técnica utilizada en el 

análisis de los polimorfismos encontrados en el los fragmentos variables de kADN de 
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aproximadamente 330 pb. En esta técnica se purifican los  amplificados de la región variable de 

kADN y posteriormente se someten los amplificados a una reacción de PCR usando únicamente un 

solo primer en condiciones de baja astringencia. El primer se une a regiones específicas y no 

específicas, dando como resultado una mezcla de amplificados de diferentes tamaños, los cuales se 

resuelven en geles de acrilamida. Esta técnica se ha utilizado para diferenciar diferentes genotipos 

de parásitos T. cruzi en un mismo individuo (Macedo et al., 2004). 

Con la amplificación de la región intergenética de los genes de mini-exón usando 3 oligonucleótidos, 

dos de los cuales son específicos (TC1 y TC2) y uno común (TCC), fue posible clasificar las cepas 

en dos linajes: Linaje II o TcI (se obtiene un producto de 350 pb) y Linaje I o TcII (se obtiene un 

producto de 300 pb). Otro marcador que nos permite clasificar las cepas en linaje I y II es el gen de 

ARN ribosomal 24 α. Al amplificar el gen de r ARN 24α da como producto un fragmento de 125 pb 

(TcII) o un fragmento de 110 pb (TcI) (Macedo et al., 1998, Souto et al., 1996) (figura 1.8). 

Una de las técnicas más usadas para reconstruir filogenias y clasificar las cepas de T. cruzi es por 

medio de microsatélites. Los microsatélites son secuencias de ADN en las que un fragmento se 

repite de manera consecutiva (1 a 6 nucleótidos). La variación en el número de repeticiones crea 

diferentes patrones de banda los cuales se pueden comparar y usar para realizar análisis 

filogenéticos (Macedo et al., 1998; Oliveira et al., 1998; Macedo et al., 2001). 

 

Figura 1.8 Tipificación molecular de aislados de T. cruzi. Ensayos de PCR para el gen de rARN 24S α y para el espaciador 
intergénico del gen de mini-exón permiten dividir los aislados en dos grupos. La PCR para 24Sα origina un producto de 110 
pb para TcI y de 125 pb para TcII. La PCR para mini-exón origina el producto de 350 pb para TcI y 300 pb para TcII. (http:// 
www .fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=2). 

 En T. cruzi, el cistrón ribosomal exhibe una organización singular.  Las dos subunidades, la pequeña 

(SSU) y la grande (LSU) son considerablemente más grandes que las moléculas típicas de rADN de 

eucariontes. Es particularmente interesante la subunidad grande (LSU) que contienen 2 moléculas 

de peso de alto peso molecular de ARN (24Sα/24Sβ) y seis moléculas de bajo peso molecular de 

ARN (S1-S6) (Hernández et al., 1990). El cistrón de rADN está constituido por secuencias repetidas 

en donde la región codificante de SSU y LSU está separadas por dos espaciadores internos 

transcriptibles (ITS´s). La ITS1 separa la región codificante de la subunidad 18S y 5.8S rADN 
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(También llamada S3), y la ITS 2 separa la secuencia 5.8S rADN de la subunidad 24S rADN. 

Comparando la subunidad 24S rADN de diferentes tripanosomatidos y T. cruzi existe gran similitud, a 

pesar de ello el dominio D7 del gen 24S ribosomal de 100pb localizado en el extremo 3´ presenta 

gran divergencia. Al amplificar el dominio D7 se diferencian 3 grupos genéticos, el linaje 1 o grupo 1 

rARN en el cual se amplifica un producto de 125pb, pertenecientes al Zimodema 2; linaje 2 ó grupo 2 

rARN que amplifica un producto de 110pb, pertenecientes al Zimodema 1; y el linaje ½ ó grupo ½ 

rARN que amplifica ambos productos, este grupo comprende cepas pertenecientes al Zimodema 3 

(Macedo et al., 2004). 

Adicionalmente, cuando se comparan  las secuencias de 18S y D7 del gen 24Sα rADN se encontró 

que se pueden clasificar en cuatro riboclados. El riboclado 1 son las cepas pertenecientes al 

Zimodema 1; el riboclado 2 y 3 comprenden cepas pertenecientes al Zimodema 2; mientras que el 

riboclado 4 comprende al Zimodema 3 (Macedo et al., 2004). 

Posteriormente, al analizar en conjunto los marcadores 18S, D7 del gen 24Sα rADN y mini-exón fue 

posible clasificar T. cruzi en dos linajes: TcI y TcII,  este último se subdividió en cinco subgrupos 

genéticos, denominados TcIIa-TcIIe (Macedo et al., 2004). 

Recientemente un grupo de investigadores se reunio para unificar la nomenclatura y criterios de 

clasificación,en esta convensiónse reclasificaron los subgrupos del TcII, debido a que al analizar un 

conjunto de marcadores se ha identificado que son grupos independientes. Se propone que en 

adelante se mencionan como TcII-TcVI (Tabla 1.2). Esta nueva nomenclatura no toma en cuenta a 

los subgrupos genéticos de TcI descritos por Herrera y colaboradores en el 2007(Zingales et al., 

2009). 

Tabla 1.2 Nueva nomenclatura de Trypanosoma cruzi. 

Nueva nomenclatura Abreviación Equivalencia con la clasificaciones pasadas 

T. cruzi I TcI T. cruzi I y DTU I 

T. cruzi II TcII T. cruzi IIb y DTU Iribú 

T. cruzi III TcIII Z3/ZI, Z3-A, DTU IIc y T. cruzi III 

T. cruzi IV TcIV Z3, Z3-B y DTU IIa 

T. cruzi V TcV Z2 Boliviano, rADN ½, clonet 39 y DTU IId 

T. cruzi VI TcVI Z2 Paraguayo, Zimodema B y DTU IIe, la clona 
referencia Cl  Brener pertenece a este DTU 

* Tomada de (Zingales et al., 2009). 

En un artículo publicado en el año 2009, en el cual se realizó un estudió filogenético utilizando 

diferentes marcadores como son  las secuencias de los genes SSU rADN, EF-1α, actina, DHFR-TS 
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(Dihidrofolato reductasa timidilato sintasa) y TR (Tripanotion reductasa) de T. cruzi, se ha planteado 

que la enfermedad de Chagas es causada por dos especies diferentes, es decir  Tc I y Tc II 

(anteriormete denominado TcIIb), las cuales en ocasiones forman híbridos estables (Tomazi et al., 

2009), sin embargo esta  teoría no es ampliamente reconocida.  

1.9 Origen de la variabilidad genética  
  
A pesar de que por mucho tiempo se creyó que la reproducción de T. cruzi era absolutamente clonal, 

se ha demostrado en ciertas condiciones de estrés la existencia de  un proceso de intercambio 

genético parasexual similar al realizado por las levaduras. En el cual existe una fusión de células 

diploides seguido por recombinación y perdida de cromosomas al azar, hasta que se obtenga el 

número original de cromosomas (Gaunt et al., 2003).   

La teoría que cuenta con mayor aceptación, postula que el primer evento de hibridación es 

relativamente antiguo, éste se dió entre  los parentales TcI y TcII dando como resultado progenie 

homocigota, la cual al paso del tiempo divergió en los DTU TcIV y TcIII. El segundo evento de  

hibridación se dio recientemente, este fue un recruzamiento entre el DTU  híbrido TcIII y el parental 

TcII, el cual dio como resultado híbridos heterocigotos DTU TcV/TcVI (Sturm et al., 2009) (Figura 
1.9). 

 

Figura 1.9 Eventos de hibridación que dieron origen a los diversos grupos genéticos de T. cruzi. Se cree que en un 
principio existían únicamente  TcI (parental 1) y TcII (parental 2), estos grupos genéticos sufrieron un fenómeno de 
hibridación, con lo cual se generaron la progenie “F1” TcIV y TcIII. En un segundo evento de hibridación entre TcII 
(parental 2) y TcIII (progenie “F1”) se generaron los híbridos heterocigotos, los cuales corresponden a la progenie “F2” y 
se denominaron TcV y TcVI (Figura modificada de Sturm et al., 2009). 
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1.10 Selección clonal en T. cruzi  
  
La infección por T. cruzi generalmente está dada por un complejo de parásitos multiclonales, es decir 

la población de parásitos que infecta es altamente heterogénea. Se ha demostrado que en general 

resulta más compleja la población de T. cruzi que se encuentra en un individuo en fase aguda que en 

un individuo que se encuentre en la fase crónica de la enfermedad. Este fenómeno se debe a que a 

medida que transcurre el tiempo se seleccionan ciertas subpoblaciones. Generalmente, esta 

selección está dada por el sistema inmunológico del hospedero (Macedo et al., 1998; Devera et al., 

2003). Uno de los experimentos que demuestra la selección de subpoblaciones es el realizado por 

Deane en 1984, en dicho experimento un ratón fue inoculado con dos diferentes cepas de T. cruzi, al 

reaislar al parásito únicamente fue posible encontrar una de las cepas inoculadas (Devera et al., 

2003). 

La selección clonal no solo se da in vivo, también ocurre al cultivar al parásito in vitro, se ha 

demostrado que a lo largo del tiempo el parásito pierde virulencia. Algunas  poblaciones de parásitos 

se adaptan más rápido a las condiciones de cultivo in vitro. De tal forma que al paso del tiempo se 

modifican el perfil genético de la población. Las clonas que tienen menor tiempo de duplicación en el 

medio de cultivo son las que prevalecen y se seleccionan (Devera et al., 2003). 

1.11 Distribución epidemiológica de los variantes genéticos de T. cruzi  
 
El grupo genético que causa mayor número de casos de la enfermedad de Chagas es el DTU TcI, 

distribuyéndose a lo largo de toda Latinoamérica. En el Norte, Centro de Latinoamérica y Norte de 

Sudamérica, causa el mayor número de infecciones humanas, mientras que en Estados Unidos, 

Norte de México y Sur de Sudamérica está implicado principalmente en las infecciones en el ciclo 

selvático (Figura 1.10)(Buscaglia et al., 2003; Devera et al., 2003; Llewellyn et al., 2009; Zingales et 

al., 2012). 

En el caso de TcII, TcV y TcVI, están implicados principalmente en infecciones en el ciclo doméstico 

en la región Centro y Sur de Sudamérica. En el caso de TcIII y TcIV principalmente se encuentran 

relacionados con el ciclo selvático. TcIII se distribuye principalmente en Brasil y alrededores, es decir 

Argentina principalmente en la región del Chaco en Argentina y Venezuela. En el caso de TcIV se 

encuentra distribuido en Brasil, Venezuela y Argentina (exceptuando en la región del Chaco). En el 

caso de Venezuela, TcIII y TcIV representan la segunda causa de mal de Chagas en humanos 

(Zingales et al., 2012). 
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hybridization events excluding TcI (Freitas et al., 2006) (Fig. 1). The
participation of TcI in the generation of the extant heterozygous
lines is supported by maxicircle sequences (Westenberger et al.,
2006a; Ruvalcaba-Trejo and Sturm, 2011), MLST data (Tomazi
et al., 2009), RFLP data (Rozas et al., 2008), and 195-bp satellite
DNA sequences and distribution (Elias et al., 2005; Ienne et al.,
2010). Conversely, maxicircle-encoded genes cytochrome oxidase
subunit II and NADH dehydrogenase subunit 1 (Machado and Aya-
la, 2001; Freitas et al., 2006), microsatellite analyses (Freitas et al.,
2006) and some other nuclear markers (Machado and Ayala, 2002;

Rozas et al., 2007) did not detect participation of TcI. The compar-
ison of the new genome sequence of the Sylvio X10/1 strain (Fran-
zen et al., 2011), representative of TcI, with CL Brener, a TcVI hybrid
that encompasses both TcII and TcIII genomes (El-Sayed et al.,
2005), has confirmed that TcIII has an average higher genetic sim-
ilarity at the genome sequence level with TcI than TcII. This obser-
vation is not inconsistent with the previous conclusion that TcIII
may be the product of an ancient hybridization between TcI and
TcII, as depicted in the Two Hybridization model of Fig. 1 (Elias
et al., 2005; Westenberger et al., 2005). However, the possibility

Fig. 2. Approximate geographical distribution of T. cruzi DTUs in domestic and silvatic transmission cycles.

Table 1
Summary of ecotope, host, vector and disease associations of T. cruzi DTUs.a

Genotype Ecotope/niche Silvatic hosts Silvatic
vectors

Geographyb Chagas disease

TcI Primary: arboreal;
palms (e.g Attalea),
tree holes
Secondary: arid,
rocky; terrestrial in
Amazonia

Primary: arboreal, semi-arboreal;
especially Didelphis, other didelphids,
arboreal rodents, primates, Tamandua
Secondary: terrestrial rodents

Primary:
Rhodnius
species
Secondary:
Panstrongylus
Triatoma
Eratyrus

South, Central and
North America

North of the Amazon, sporadic in
Southern Cone
Cardiomyopathy

TcII Incompletely
known; rare in
silvatic cycles

Incompletely known:
Atlantic forest primates, didephids,
Euphractus (Paraguay)

Incompletely
known:
(Triatomini)

Southern Cone,
sporadic further North

Atlantic and Central Brazil.
Cardiomyopathy,
megasyndromes

TcIII Terrestrial, fossorial Armadillos, especially Dasypus,
Chaetophractus, Euphractus;
Didephids, Monodelphis

P. geniculatus South America Rare in humans (also domestic dogs).
Acute cases in Amazonian Brazil. Clinical
presentation poorly known

TcIV Arboreal, and some
terrestrial hosts in
North America.

Primates, Nasua nasua, Rhodnius,
Panstrongylus,
Triatoma

North and South
America

Secondary cause of Chagas disease in
Venezuela, sporadic elsewhere in South
America

TcV Rare in silvatic cycles Incompletely known: Dasypus, Euphractus,
Octodon

Incompletely
known

Southern Cone, greater
Gran Chaco, extreme
South of Brazil

Southern cone
Cardiomyopathy, megasyndromes.
Vector borne

TcVI Rare in silvatic cycles Incompletely known Incompletely
known

Southern Cone, greater
Gran Chaco

Southern cone
Cardiomyopathy, megasyndromes

a Ecotope host and vector associations are not exclusive.
b See map in Fig. 2.
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Figura 1.10 Distribución epidemiológica de los diversos DTUs de T. cruzi en Latinoamérica. En México, Centroamérica y 
el Norte de Sudamérica predomina el DTU TcI en el ciclo doméstico mientras que al sur de Sudamérica las infecciones 
en el ciclo doméstico están dadas por TcII, TcV y TcVI (Tomado de Zingales et al., 2012). 

1.12.0 Variabilidad Genética de T. cruzi I 
 
A pesar de que Tc I esta agrupado en un solo clado hay evidencia de heterogeneidad genética en 
este grupo, identificandose diferentes grupos genéticos, de acuerdo a la herramiento de estudio. 

1.12.1 Análisis por medio de microsatélites  
Anteriormente se creía que TcI era altamente homogéneo, esto se debe a que anteriormente los 

métodos usados no eran suficientemente sensibles y el número de individuos analizados no era 

suficientemente grande. Hoy en día se a determinado que Tc I es el DTU que presenta mayor 

variabilidad genética, esto se debe a su alta dispersión geográfica y antigüedad (Zingales et al., 

2012). Recientes estudios realizados con técnicas de biología molecular, han demostrado que dicho 

DTU se puede subdividir en diferentes grupos genéticos. El primer estudio que demostró que Tc I 

(grupo 2 de rRNA) no era tan homogéneo como se creía, fue el realizado por Macedo en el 2001, en 

dicho estudio se pudieron diferenciar 2 grupos genéticos distinguibles por medio del análisis con 7 

pares de microsatélites, también fue posible observar que uno de los grupos de TcI era más cercano 

genéticamente al grupo 1/2 de rRNA, las cuales son de origen humano, mientras que las cepas de 

origen selvático se agrupan en una sola rama (Macedo et al., 2001) (Figura 1.11). 
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Figura 1.11 El grupo TcI (2 de rRNA) se divide en 2 grupos altamente distinguibles. Por medio de la técnica de  
microsatélites fue posible observar que TcI se divide en dos grupos y uno de ellos está más relacionados con el grupo 
1/2 de r ARN (Macedo et al., 2001). 

En el año 2009, se realizó un estudio de 135 cepas Tc I de diversas regiones geográficas de América 

(sin incluir cepas mexicanas). Dicho análisis se realizó con un panel de 48 microsatélites los cuales 

mostraban polimorfismos en cepas Tc I. En este estudio fue posible observar agrupamiento entre 

cepas de la misma región geográfica, es decir en general las cepas de cada país se agrupaban en 

un solo grupo. Otro fenómeno que fue posible distinguir, fue que las cepas venezolanas se 

agrupaban en dos grupos genéticos diferentes de acuerdo al tipo de ciclo al cual pertenecían, es 

decir se agrupaban en una rama las cepas de ciclo doméstico y en otra rama las cepas de ciclo 

selvático, este fenómeno también se observa con los aislados de la región Andina, los aislados se 

agrupan por origen geográfico y biológico (Llewellyn et al., 2009) (Figura 1.12). 



	
   34	
  

 

Figura 1.12 Árbol desenraizado que muestra la estructura poblacional de T. cruzi Tc I en América. El método para la 
construcción del árbol fue Neghborjoining DAS analizando los resultados de 48 microsatélites. El color de las ramas 
representa el origen de los aislados, en el caso de las ramas negras representan aislados de Didelphis, purpura 
reservorios mamíferos selváticos, verde triatominos selváticos, rojos aiaslados humanos y azules triatominos domesticos. 
Es posible observar cluster por región geográfica y en el caso de los aislados Venezolanos se observa una agrupación 
de acuerdo al ciclo biológico que pertenecen, al igual que los aislados de los andes, los cuales se agrupan por país 
origen biológico (Llewellyn et al., 2009). 

1.12.2 Análisis por medio de LSSP PCR  
Por medio de la técnica  PCR de baja astringencia usando un único primer especifico (por sus siglas 

en ingles LSSP PCR) amplificando la regón variable del cinetoplasto, se pudo observar una alta 

diversidad genética entre cepas TcI provenientes de diferentes regiones de Colombia y diversas 

fuentes (algunas cepas provenían de vector, de humano o de reservorio) encontrándose que se 

agrupaban por región geográfica (Salazar et al., 2006) (Figura 1.13). 
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Figura 1.13 Árbol filogenético construido con diversas cepas de T. cruzi Sudamericanas. El árbol se construyó usando el 
método UPGMA. En el árbol es posible observar cómo se agrupan las cepas por región geográfica (Salazar et al., 2006).  

1.12.3 Análisis gen mini-exón 
En el año 2007 se describieron 4 haplotipos en cepas colombianas, gracias a la secuenciación del 

gen de  mini-exón (Herrera et al., 2007) (Figura 1.14). En estudios posteriores reportaron primers 

específicos, los cuales permitieron la identificación de dichos haplotipos por medio de PCR (Falla et 

al., 2009). 

 

Figura 1.14 Alineamiento de fragmento del gen mini-exón. La región que se limita en el recuadro  es la región polimórfica 
que determina los cuatro diferentes haplotipos propuestos (Herrera et al., 2007).  
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En el 2010 se publicó un estudio en el cual se analizaba nuevamente el gen de mini-exón en el cual 

se incluían cepas y clonas de diez diferentes países de América, las cuales provenían de diferentes 

orígenes biológicos, cabe destacar que en este estudio se incluyendo 3 cepas mexicanas 

(HD/Duran, PG/Gamma, TR/Triatoma), las cuales son de origen vectorial  y no se sabe de qué 

localidad provienen. En este análisis fue posible describir 5 grupos genéticos, cuatro grupos los 

cuales se habían descrito anteriormente como “haplotipos” TcI a-d, hoy en día llamados grupos 

genéticos Tc I a-d (Falla et al., 2007; Herrera et al., 2009), y un nuevo grupo genético denominado Tc 

Ie, en el caso de las cepas mexicanas, estas pertenecen al grupo genético Tc Ia. El  nuevo grupo 

genético, Tc Ie, esta constituido en su mayoría por aislados de Chile (Cura et al., 2010) (Figura 
1.15). Es preciso aclarar que lo que anteriormente se denominaban haplotipos, no los son en 

realidad, son grupos genéticos ya que un haplotipo es un grupo genético que tiene los mismos 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs), y en este caso se muestra que estos grupos genéticos 

no tienen los mismos SNPs, por tanto son únicamente grupos genéticos (Zingales et al., 2012). 
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Figura 1.15 Red Median Joining de Trypanosoma cruzi I. En la siguiente red de haplotipos se analizaron 105 cepas de 
T.cruzi I provenientes de diversas regiones de América. Es posible observar los cuatro grupos genéticos, los cuales 
pertenecen a los haplotipos descritos por Herrera y colaboradores en el 2007 (Tc Ia, Tc Ib Tc Ic yTc Id) y el recién 
descubierto “haplotipo” Tc Ie, el cual predomina en las cepas chilenas (Cura et al., 2010). 

En 2011, al analizar diferentes aislados de la región del Chaco, la región que cuenta con mayor 

prevalencia en Argentina, se reportó la existencia de cuatro diferentes grupos genéticos, de los 

cuales dos correspondían a los grupos genéticos Tc Ia y Tc Ib, describiéndose dos grupos genéticos 
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nuevos los cuales fueron nombrados grupo Chaco 3 y Chaco 4 (Figura 1.16) (Tomasino et al., 

2011). 

that cannot be properly considered for phylogenetic analysis.
Taking into account that ambiguous sites could be due to
multiclonal infection, 11 laboratory-cloned stocks (obtained by
micromanipulation) were studied. The results obtained showed
that cloned and non-cloned stocks belonging to the same group
presented the same ambiguities in their sequences.

RDP, GENECONV, Bootscan and MaxChi methods were not
able to detect statistical evidence of recombination or gene
conversion with a significance level of 0.05 among the different
stocks under study.

3.2. TcI groups circulating in the Chaco Province of Argentina

All 118 possible unambiguous sequences for the eight
genotypes obtained were constructed and analyzed by the
Neighbor-Joining method. All the sequences were grouped into
three clusters which were phylogenetically well-supported (Fig. 1).
These clusters were congruent with the INDEL length at the
microsatellite region (positions 14–40), and all the possible
unambiguous sequences derived from a given genotype clustered
together. In order to determine the phylogenetic relationships
among the stocks under study, the sequences obtained from the
direct sequencing of the PCR products were analyzed by Bayesian
Inference. A low Akaike weight was obtained for the best model
(F81) selected by jModelTest suggesting little information to select
a model (AICc = 1187.25, weight = 0.32). Consequently, we used
the four best models (F81, F81+G, HKY, HKY+G) in order to test
possible bias in the topology due to uncertainty of model selection.
From the analysis, four main SL-IR groups, named Chaco-1, Chaco-
2, Chaco-3 and Chaco-4 were determined (Fig. 2). The association
among the stocks gathered in Chaco-1 and Chaco-4 SL-IR groups
was strongly supported by all the Bayesian analyses performed
(Fig. 2). Chaco-2 and Chaco-3 were grouped into a monophyletic
branch (with low Bayesian support) when models in which
gamma-shaped rate variation across sites was not assumed for the
analysis. However, when a gamma distribution was used, both
groups did not cluster together (data not shown). The Bayes Factor
was estimated for each pair of model runs and it showed evidence
in favor of models without gamma distribution (2LN B > 10) (Kass
and Raftery, 1995). Alternatively, a model-free approach using
parsimony was used and we observed that Chaco-2 and Chaco-3
SL-IR groups constituted a major monophyletic branch. However
Chaco-2 was paraphyletic (data not shown). Parsimony and
Bayesian analyses showed congruent results considering Chaco-
1 and Chaco-4 SL-IR groups. Taking into account that MrBayes and
TNT analyses consider double peaks as uncertainties, we con-
ducted a NJ analysis where ambiguous bases were considered as
average states (Fig. 3). For example, the distance between A and R
(according to IUPAC NOMENCLATURE) is considered as the mean
between A and G. The cloned stock TEDa2cl4 that was observed to
be more related to Chaco-2 in previous Bayesian (Fig. 2) and
parsimony (data not shown) analyses, was included in Chaco-3 in

[()TD$FIG]

Fig. 1. Neighbor-Joining tree constructed with all possible unambiguous sequences
corresponding to the eight genotypes of Trypanosoma cruzi I circulating in Chaco
Province. Groups are indicated in brackets. Red branches show stocks
corresponding to Chaco-3 SL-IR group and violet branches indicate stocks
corresponding to Chaco-2 SL-IR group. Hypothetical unambiguous sequences
corresponding to Palda1cl9-like (blue squares), TEDa2cl4-like (green squares) and
PalDa20cl3-like (grey squares) genotypes are indicated. Only Bootstrap values
higher than 60% corresponding to 1000 replication are showed. (For interpretation
of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of the article.)

[()TD$FIG]

Fig. 2. Unrooted 50% Majority Rule Bayesian phylogram constructed with SL-IR sequences of 25 isolates of Trypanosoma cruzi I circulating in Chaco, Argentina. Different
genotypes and SL-IR groups are indicated with brackets. Bayesian supports are indicated in each branch. The first support value corresponds to an alignment with low gap cost
(PGOP = 4) and the second one to an alignment with high gap cost (PGOP = 15) conditions.
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Figura 1.16 Árbol filogenético analizando el gen de mini-exón de aislados Tc I provenientes de la región del Chaco. Es 
posible observar que en la región del Chaco circulan cuatro diferentes grupos genéticos, encontrándose que el grupo 
Chaco 3 y Chaco 4 son grupos genéticos los cuales no se habían descrito anteriormente (Tomasino et al., 2011). 

1.12.4 Análisis gen citocromo B mitocondrial 
De acuerdo a un estudio publicado en el año 2008, al secuenciar un fragmento de 550 pb del gen de 

citocromo b mitocondrial fue posible el descubrimiento de dos subgrupos genéticos de TcI, estos 

grupos genéticos se denominaron, Tc Ia y Tc Ib de citocromo B (Spotorno et al., 2008) (Figura 1.17).  

Tc	
  Ia	
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Figura 1.17 Filograma de 28 secuencias de Citocromo B de 28 cepas de T. cruzi  usando el método Maximum likelihood. 
En el árbol es posible observar la existencia de dos subgrupos de TcI usando como marcador la secuencia de citocromo 
B, lo cual nos indica la existencia de diversidad genética en el DTU TcI (Spotorno et al., 2008).  

 

Recientemente, en el 2011, se publicó un estudio de clonas colombianas en el que también se 

analizaba el gen mitocondrial de citocromo B, con el cual encontraron cuatro diferentes grupos 

genéticos, los cuales estaban asociados a su origen biológico (Ramírez et al., 2011) (Figura 1.18). 
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Figura 1.18 Análisis de clonas colombianas mediante un análisis de Maximum Likelihood y una red Median Joining. 
Mediante este tipo de análisis fue posible identificar 4 diferentes grupos genéticos, los cuales se encuentran asociados a 
su origén biológico. A) Árbol filogenético obtenido a partir del análisis de Maximum Likelihood B) Red MJ, de acuerdo al 
origen biologico en la red MJ se coloreo los diferentes nodos de la red (Ramirez et al., 2011). 

 1.13 Variabilidad genética de T. cruzi I en México  
 

A)	
  

B)	
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Los primeros estudios de la diversidad genética de T. cruzi en la República Mexicana se realizaron 

entre los años 80-90s. En el primero que se realizó, se analizaron algunos aislados de México 

mediante la técnica de perfiles isoenzimaticos, en este estudio se observó gran homogeneidad en los 

aislados mexicanos (Galván et al., 1983). Posteriormente, mediante el análisis de RFLP´s  dados por 

la enzima HindIII, de ADN asociados a los espaciadores del gen de ARN ribosomal, fue posible 

determinar que existían diferentes patrones de bandeos, los cuales estaban asociados al origen 

geográfico de los aislados, Es decir en una rama se agrupaban aislados de la Península de Yucatán 

y en otra se agrupaban los aislados del Centro y Norte de la República Mexicana (Zavala-Castro et 

al., 1992) (Figura 1.19). 

 

Figura 1.19 Dendograma derivado del patrón de bandeo obtenido a partir de RFLPs usando la enzima HindIII. Se puede 
distinguir 2 diferentes grupos genéticos entre las cepas mexicanas, uno asociado a las cepas de Yucatán y otro asociado 
a las cepas del Centro y Norte de México (Zavala-Castro et al., 1992). 

Posteriormente en 1998, al analizar cepas mexicanas por medio de los perfiles isoenzimaticos de 11 

enzimas y 16 locis, fue posible corroborar los resultados anteriormente descritos en 1992, en general 

las cepas mexicanas se agrupaban de acuerdo a su origen geográfico (López-Olmos et al., 1998) 

(Figura 1.20). 
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Figura 1.20 Dendograma obtenido a partir de los perfiles isoenzimatico. Es posible observar que la mayor parte de las 
cepas mexicanas se agrupan en una sola rama, excepto C4. También es posible observar que existe una tendencia a la 
agrupación entre cepas de la misma región geográfica. 

 En el año 2002 se encontró que el grupo genético predominante en México es TcI.  En este mismo 

estudio se reportó que al amplificar ADN polimórfico al azar (RAPD), las cepas mexicanas son 

altamente homogéneas (Bosseno et al., 2002) (Figura 1.21).  

cantly distinct from other members of T. cruzi II (average
Jaccard’s genetic distance from other members of T. cruzi II,
0.30 ! 0.02) and from the former Zymodeme III group
(CANIII-cl1 [13]), with a Jaccard distance of 0.55.

DISCUSSION
Mexican stocks belong to T. cruzi I. T. cruzi is composed of

natural clones which have broad biological heterogeneity. De-

spite this heterogeneity, previous population genetics studies
have attempted to classify T. cruzi stocks into discrete phylo-
genetic subgroups. Two clear DTU corresponding to the for-
merly designated T. cruzi I and T. cruzi II have been identified,
and the latter DTU has been additionally divided into five
subdivisions by use of both isoenzyme and RAPD markers (1,
5). This classification should be considered a tentative basis for
future genetic diversity and biological property studies of T.

FIG. 2. Unrooted neighbor-joining tree derived from Jaccard’s genetic distances calculated among the 24 different RAPD types. The different
genotypes are localized at each terminal branch. Reference stocks are underlined. T. cruzi I is composed of genotypes R01 to R18, and T. cruzi
II comprises genotypes R20 to R23. Only significant bootstrap values, obtained by Wagner parsimony analysis, are indicated for the principal
nodes.
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Figura 1.21 Análisis de 56 aislados de T. cruzi mexicanos utilizando 24 diferentes RADPs. En el árbol podemos distinguir 
que la mayor parte de los aislados mexicanos se agrupan con la clona Silvio X-10, la cual pertenece al grupo genético 
TcI, además de que la distancia genética entre los aislados TcI es muy pequeña (Bosseno et al., 2002). 
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Al analizar las secuencias de mini-exón de aislados mexicanos, se observó una diferenciación entre 

los aislados mexicanas y aislados de otros países, ya que fue posible distinguir un clúster que 

contenía las cepas mexicanas (O`Connor et al., 2007) (Figura 1.22). 

 

Figura 1.22 Árbol filogenético construido por el método de Maximum Likelihood a partir de secuencias de mini-exón de 
clonas Tc I. En el árbol es posible observar que las cepas mexicanas se agrupan en una sola rama, lo cual nos indica 
que posiblemente las cepas mexicanas se diferencien genéticamente de las cepas de otros países (O`Connor et al., 
2007). 

Al analizar cepas mexicanas en su mayoría aisladas de humanos, por medio de siete microsatélites 

se encontró que las cepas presentaban gran homogeneidad, a pesar de ello fue posible distinguir 

que existen dos cepas (JJO y Mor03) las cuales presentan mayor distancia genética al compararlas 

con las demás cepas mexicanas (Martínez I., Nogueda B., Espinoza B; en prensa). 
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2.0 Planteamiento del problema  
   
En México existen pocos estudios en los cuales se haya caracterizado genéticamente al parásito T. 

cruzi. Los trabajos que se han publicado indican que el grupo genético predominante es TcI (López- 

Olmos et al., 1998; Bosseno et al., 2002; O`Cannor et al., 2007; datos no publicados del laboratorio) 

Hasta el momento los resultados obtenidos son ambiguos, ya que por una parte se ha encontrado 

que existe cierta heterogeneidad (Zavala-Castro et al., 1993, López-Olmos et al., 1998), mientras 

que en otros estudios más recientes se ha encontrado homogeneidad (Galván et al., 1983; Bosseno 

et al., 2002, datos del laboratorio no publicados). Por estas razones, las conclusiones de los estudios 

publicados son bastante limitadas ya que los grupos de estudio son de tamaño reducido y las 

técnicas empleadas no son lo suficientemente sensibles para diferenciar genéticamente 

subpoblaciones de los parásitos, aunado a que en estos estudios únicamente se han analizado un 

solo marcador molecular, lo cual en ocasiones no es suficiente para realizar la inferencia filogenética. 

Por tal motivo en el presente trabajo se realizó una caracterización genética, con técnicas que 

cuentan con mayor sensibilidad como son: microsatélites, secuenciación de  SL mini-exón y 

citocromo B. Con este estudio se planteó obtener mayor información de la diversidad genética de las 

cepas de T. cruzi mexicanas y también encontrar la relación genética entre las cepas mexicanas 

pertenecientes al DTU TcI con cepas y clonas  TcI de diferentes países. 

3.0 Hipótesis  
  
Al ampliar el grupo de estudio y aplicar tres técnicas de análisis genético a las cepas mexicanas, las 

cuales cuentan con mayor sensibilidad a las aplicadas en el pasado, será posible dilucidar la 

diversidad genética en las cepas mexicanas TcI, así como su relación con otros aislados de 

Latinoamérica. 

4.0 Objetivo  
 
Realizar un estudio de la diversidad genética de cepas de Trypanosoma cruzi  mexicanas de 

diferentes orígenes geográficos y biológicos, utilizando: microsátelites, secuenciación del gen SL 

mini-exón y fragmento de citocromo B mitocondrial. 
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5.0 Metodología  

5.1.0  Análisis por medio de microsatélites  

5.1.1 Selección de cepas  
En la primera etapa del proyecto se seleccionaron 47 cepas de T. cruzi mexicanas de diversos 

orígenes geográficos y biológicos del cepario del laboratorio de investigación de T. cruzi del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), tutelado 

por la Doctora Bertha Espinoza.Entre las cepas seleccionadas se encontraban cepas de los estados: 

Colima, Guanajuato, Jalisco, Morelos, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosí, Veracruz, Yucatán y 

Zacatecas. Los orígenes biológicos de los aislados son diversos: Humano, Reservorio o de vector 

(Tabla 5.1). 

Tabla 5.1 Origen geográfico y biológico de cepas analizadas por medio de microsatélites 

Clave Cepa Estado Localidad Origen biológico 
TPIR/MX/1999/Cari 006 Cari 6 Nayarit Carrillo Puerto T. picturata 

T000/MX/1999/Cari 009 Cari 9 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

T000/MX/1999/Cari 011 Cari 11 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

T000/MX/1999/Cari 043 Cari 43 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

T000/MX/1999/Cari 044 Cari 44 Nayarit Carrillo Puerto T. picturata 

T000/MX/0000/Cari 102 Cari 102 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

T000/MX/0000/Cari 103 Cari 103 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

T000/MX/0000/Cari 105 Cari 105 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

T000/MX/0000/Cari 111 Cari 111 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma 

TINF/BR/1963/CL-Brener Cl Brener Brasil  T. infestan 

Col 18: TLON/MX/1998/Col 18 Col I Colima --------------- -------------------- 

TPAP/MX/1998/Col 07 * Col 7 Colima Nogueras T. pallidipennis 

TMAZ/MX/2008/Copgro CopGro Guerrero San Francisco T. mazzotti 

MHOM/MX/2007/Cristi CRISTI San Luis Potosí Tamazunchale Humano 

TPHY/MX/1999/Cux 43 Cux 43 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 46 Cux 46 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 50 Cux 50 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 53 Cux 53 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 56 Cux 56 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 58 Cux  58 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 60 Cux 60 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

TLON/MX/1999/Cux 66 Cux 66 Zacatecas Cuxpala T. longipennis 

MHOM/MX/0000/FRV FRV Oaxaca ---------------------- Humano 

Guaymas: TPIR/MX/0000/Guaymas Guaymas Sinaloa Guaymas ------------- 

MHOM/MX/0000/H002 H 3 Yucatán ------------------------- Humano 

MHOM/MX/0000/H005 H 5 Yucatán ------------------------- Humano 

MHOM/MX/0000/H009 H 9 Yucatán ------------------------- Humano 

MHOM/MX/0000/H010 H 10 Yucatán ------------------------- Humano 

MHOM/MX/0000/HG HG Yucatán ------------------------- Humano 

MHOM/MX/2000/INC-6 Inc 6 Guanajuato San Pedro Tututepec Humano 

TPAP/MX/2010/IRA-1 Ira I Guanajuato Irapuato Vector (especie no identificada) 

MHOM/MX/0000/JBE JBE Jalisco --------------------- Humano 
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MHOM/MX/0000/JFA JFA Jalisco --------------------- Humano 

MHOM/MX/0000/JJO * JJO Jalisco --------------------- Humano 

MHOM/MX/1995/MOR002 
 

Mor 2 Morelos Temixco Humano 

MHOM/MX/1995/MOR003 * Mor 3 Morelos Temixco Humano 

MHOM/MX/1995/MOR007 
 
 

Mor 7 Morelos Xochitepec Humano 

MDID/MX/1997MOR011 Mor 11 Morelos Temixco D. virginiana 

T000/MX/0000/Nay 01 Nay 1 Nayarit Puga C. Phyllosoma 

TLON/MX/0000/Nay 16 Nay16 Nayarit Puga T. longipennis 

MHOM/MX/1994/Ninoa * Ninoa Oaxaca ------------------------- Humano 

TBAR/MX/0000/Queretaro * Qro Queretaro ------------------------- Vector (especie no identificada) 

TBAR/MX/1998/Sba 56 Sba 56 Oaxaca San Bartolo de Coyotepec T. barberi 

TBAR/MX/1998/Sba 58 Sba 58 Oaxaca San Bartolo de 
Coyotepec 

T. barberi 

TMAZ/MX/2006/Tecgro 002 TecGro 2 Guerrero -------------------- T. mazzotti 

TMAZ/MX/2006/Tecgro 004 TecGro 4 Guerrero --------------------- T. mazzotti 

T000/MX/1998/Tep107 Tep 107 Jalisco Cruzero de San Martin C. Phyllosoma 

T000/MX/1998/Tep 140 Tep140 Jalisco Tepehuaje C. Phyllosoma 

Tpap/mx/1991/Tequesquitengo Tequesquitengo Morelos Tequesquitengo T. pallidipennis 

MDID/MX/1991/VER001 Ver 1 Veracruz ------------------------- D.virginiana 

MDID/MX/1991/VER004 Ver 4 Veracruz ------------------------- D. marsupialis 

MDID/MX/1989/VER 005 Ver 5 Veracruz ------------------------- D. oposum 

MDID/MX/1991/VER006 * Ver 6 Veracruz -------------------------  

TDIM/mx/2003/Xalapa Xalapa Veracruz Xalapa -------------------- 

        En negritas  se muestran las cepas representativas. 
                                                   *Cepas analizadas únicamente con microsatélite SCLE 1-2. 

5.1.2 Descongelación de cepas  
Las cepas se encentraban congeladas en  medio LIT/glicerol 7.5 % en Nitrógeno líquido. Para 

descongelar los parásitos, fue necesario descongelar el criovial mediante baño María a 37ºC, una 

vez descongelada la cepa se toman 500 µl y se colocan en condiciones de asepsia en medio LIT 

suplementado con SFB al 10% y con hemina 25 µg/ml. Posteriormente se incuban a 37ºC por una 

hora y después de esta primera incubación se transfiere a 28ºC hasta que el cultivo alcance la fase 

log de crecimiento. 

5.1.3 Obtención  de parásitos de 57 cepas diferentes 
Se inocularon 20 millones de parásitos en 10 ml de medio LIT suplementado con suero fetal bovino 

(10 %) y hemina (25 µg/ml). El cultivo se dejó crecer hasta que alcanzara la fase exponencial de 

crecimiento, la cual tardó de 3 a 4 días; en esta fase alcanzó una concentración de 30 a 50 millones 

de parásitos/ml. Este cultivo se centrifugó a 13000 rpm durante 10 minutos, con lo cual se 

sedimentaron los parásitos y se decantó el medio de cultivo. Posteriormente, se realizó un lavado, 

para ello se re suspendió el botón de parásitos en1 ml de amortiguador de fosfatos salinos (PBS) 

estéril, se centrifugó por 10 minutos a 10000 rpm y se decantó el amortiguador de PBS. El botón de 

parásitos se congelaron a -20ºC hasta su uso (López-Olmos et al., 1998). 
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5.1.4 Extracción ADN de T. cruzi  
El botón de parásitos se resuspendió en 2 ml de amortiguador de lísis (NaCl 80 mM, EDTA 45 mM 

pH 8 y SDS 1 %) y agitó gentilmente, hasta que se obtuvo una solución viscosa. El lisado resultante 

se dividió en partes iguales, a las cuales se les adiciono proteinasa K a una concentración final de 

0.1 mg/ml, y se incubaron a  37º C durante 16 horas. Pasado el tiempo de incubación con proteinasa 

K, se adicionó un volumen igual de Fenol saturado, se agitó gentilmente hasta formar una emulsión 

uniforme la cual se centrifugó 10 minutos a 14000 rpm. Al finalizar la centrifugación, la emulsión se 

separó en dos fases, la fase acuosa se separó y se le agrego un volumen de una mezcla de Fenol: 

Cloroformo: Alcohol isoamilico (25:24:1), la cual se agitó gentilmente hasta formar de nueva cuenta 

una emulsión uniforme que se centrifugó 10 minutos a 14000 rpm. Al finalizar  centrifugación, se 

separó la fase acuosa de la fase orgánica a la cual se le añadió dos volúmenes de etanol absoluto 

frio. La mezcla resultante se agito gentilmente y se incubó durante una hora a -20ºC. Pasando el 

tiempo de incubación la solución se centrifugó a 14000 rpm durante 10 minutos. Al finalizar la 

centrifugación se decantó todo el líquido dejando únicamente el botón de ADN, el cual se dejó secar 

al aire. Ya completamente seco el botón de ADN este se respondió en amortiguador de RNAsa A e 

incubó a 37ºC durante una hora, al terminar la incubación se repitió todo el procedimiento, el botón 

de ADN resultante se resuspendió en 200 μl de agua inyectable, la disolución resultante se 

almacenó a -20ºC hasta su uso (Figura 5.1) (López-Olmos et al., 1998). 

Figura 5.1 Diagrama de flujo de extracción de ADN por medio de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. El ADN de las 47 
cepas seleccionas se extrajo mediante esta técnica. 
 
 



	
   48	
  

5.1.5 Cuantificación de ADN  
La cuantificación del ADN extraído se realizó mediante el espectrofotómetro Nanodrop 1000 V 3.7. 

La cuantificación se realizó a 260 nm. Posteriormente se prepararon disoluciones de trabajo a 30 

ng/µl. Para verificar la calidad y la cantidad de ADN extraído, se corrió un gel de agarosa al 1%, 

debido a que es indispensable que el ADN se encuentre en buenas condiciones para la realización 

del análisis por medio de microsatélites se volvió a extraer ADN de aquellas muestras en las que se 

observó degradación. 

5.1.6 Amplificación y análisis de microsatélites  
Se amplificaron seis microsatélites, los cuales fueron reportados en el 2001 por Macedo y 

colaboradores. Los primers que se utilizaron fueron: SCLE11-12, MCLG11-12, MCLF11-12, SCLE01-

02, MCLE11-12 y MCL51-52 (Macedo et al. 2001) (Tabla 5.2). Las condiciones de la reacción de 

amplificación para todos los juegos de primers fueron: 0.4 µM de cada primer (Frw y Rvs), 0.2 mM 

dNTPs (c/u), 4 mM de MgCl2 y 0.5 U Platinum Taq ADN polimerasa por reacción y 90 ng de ADN. 

Las mezclas de reacción que contenían  los juegos de primers: SCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 11-

12, SCLE 1-2, MCLE 11-12;  se sometieron a un ciclo de: 94°C 10 minutos, 95 °C 1 minuto, 59°C 2 

minutos, y 72°C 2 minutos; y  a 30 ciclos de: 95°C 1 minutos, 59°C 1 minuto y 72°C 1 minuto. Las 

mezclas de reacción que contenían el juego de primers MCL 51-52, se sometieron a un ciclo de: 

94°C 10 minutos, 95°C 1 minuto, 59°C 2 minuto, y 72°C 2 minutos; 30 ciclos de 95 °C 1 minuto, 57°C 

1 minutos y 72°C 1 minuto. 

Tabla 5.2 Secuencias de primers de microsatélites 

 

 

 

 

 

(Tomados de Oliveira  et al., 1998) 

Para resolver los productos de amplificación se sometieron 10 µl de productos de PCR a 

electroforesis  durante  aproximadamente dos horas a 100 Volts, en geles al 12% de acrilamida de 

7.7 x 8.6 cm2 (Martínez, 2006). Para observar los productos de amplificación los geles fueron teñidos 

en una solución de bromuro de etidio al  1% v/v durante 2 min. Para observar los amplificados se 

Microsatélite Primers 5”-3” 

SCLE 11-12 
Frw  5”-ACGACCA A AGCCATCAT T-3” 

Rvs  5”-GATGCTAACTGCTCAAGTGA-3” 

MCLG 11-12 
Frw  5”-AGGAGTCA A ATATA ATGAGGCA-3” 

Rvs  5”-ACGTGTGAAAGGCATCTATC-3” 

MCLF 11-12  
Frw  5”-GCGTAGCGAT TCAT T TCC-3”          

Rvs  5”-ATCCGCTACCACTATCCAC-3” 

SCLE 1-2 
Frw  5”-GATCCCGCA ATAGGA A AC-3” 

Rvs  5”-GTGCATGTTCCATGGCTT-3” 

MCLE 11-12 
Frw  5”-CTGCCATGT T TGATCCCT-3” 

Rvs  5”-CGTGTACATATCGGCAGTG-3” 

MCL 51-52 
 Frw 5”-T TA A ACGACCTCTATGTCTCTC-3” 

Rvs  5”-CCTGAGCAAGATACAAGGAC-3” 
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expuso a luz UV durante 0.1 s durante 29 exposiciones, los geles fueron documentados mediante un 

fotodocumentador Kodak Digital Science 1D. 

5.1.7 Análisis Bayesiano de patrón de bandeo de los diferentes microsatélites  
Con los diferentes fragmentos de amplificación obtenidos a partir de la amplificación de los 6 

microsatélites se obtuvo una matriz binaria, en la cual si la cepa presentaba el fragmento de 

amplificación se colocaba 1 y si no se observaba se colocaba 0. Esta matriz fue analizada  por medio 

del programa Mr. Bayes v 3.2.0. En el cual se generaron dendogramas por 1000000 de 

generaciones, se muestreó cada 100 generaciones y con los dendogramas muestreados se generó 

un dendograma el cual maximiza la probabilidad.  

5.2.0 Segundo análisis de cepas representativas con microsatélites 
 
Se seleccionaron de acuerdo al primer análisis 15 cepas mexicanas representativas, de las cuales 

12 pertenecen al grupo genético TcI, tomando como criterio de selección la topología del 

dendograma obtenido al analizar las 47 cepas con microsatélites (ver resultados), el origen biológico 

y geográfico. En esta selección se incluyeron también las cepas mexicanas Querétaro, Ninoa, las 

cuales muestran diferente comportamiento en el proceso de invasión (Espinoza et al., 2011) y Ver 6 

la cual es una cepa mexicana no TcI. En esta selección también se incluyó la clona Brasileña Cl 

Brener que pertenece al grupo genético TcVI (Tabla 5.1). 

Se decidió reanalizar las cepas representativas, esta vez únicamente usando cinco microsatélites: 

SCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 11-12, SCLE01-2, y MCL 51-52, en este caso no se analizó  

MCLE 11-12 ya que en el análisis anterior se observó gran homogeneidad con él. Con esto se desea 

obtener mayor sensibilidad y definición de los fragmentos de amplificación, debido al uso de mayor 

muestra de amplificado y a la utilización de geles de mayor tamaño. Las condiciones de reacción 

fueron las mismas descritas en la sección 5.1.6, con la diferencia de que se sometieron a 

electroforesis 20 µl de productos de PCR en geles de poliacrilamida al 15% con una dimensión de 18 

x 16 cm2 durante aproximadamente ocho horas a 100 volts. Los resultados obtenidos se analizaron 

al igual que en la sección 5.1.7. 

5.3.0 Amplificación  y secuenciación de gen SL mini-exón y  citocromo B mitocondrial  

5.3.1  Amplificación gen  SL mini-exón  

 Se realizó la reacción de PCR multiplex con los primers TC1 (5´GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC´3), 

TC2 (5`CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG´3) y TCC (5`CCCCCCTCCCAGGCCACACTG`3) a las cepas 

representativas (Tabla 5.1). Las condiciones de la reacción fueron las siguientes: 100 ng de ADN,  

cada primer a una concentración de 2 µM, 0.1 mM de dNTPs (c/u), 1 mM de MgCl2 y 2.5U Taq 
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platinum por reacción. Dicha reacción de PCR se sometió a: 27 ciclos de 94°C por 30 segundos, 

55°C por 30 segundos  y 72°C por 30 segundos. Los productos de la reacción se analizaron en un 

gel de agarosa al 1.5%, se tiñeron con bromuro de etidio y visualizaron con luz UV. 

5.3.2 Amplificación del fragmento de 950 pb de citocromo B  

Se realizó la reacción de PCR para  la obtención del fragmento de 950 pb del gen de citocromo B 

mitocondrial de T. cruzi, usando los primers D (5´ATTATGTTACAGATAATATGTGGTGT´3) y R 

(5´GCTTATCCAATATGAATGGAATTACA´3) a las cepas  16 cepas representativas (Tabla 5.1), los cuales 

fueron diseñados por el Dr. Fernando Martínez (Hospital General Dr. Gea Gonzalez). Estos primers 

nos permiten obtener un amplificado de mayor longitud a comparación de los primers utilizados 

generalmente, los cuales tienen como producto un amplificado de 550 pb; la razón para usar los 

primers D y R, se debe a que mayor longitud del amplificado se espera obtener mayor información.  

Las condiciones de la reacción fueron 200 ng de ADN (Se determinó esta cantidad de templado ya que es la 

cantidad a la cual se obtuvo mayor cantidad de producto de reacción), 5mM MgCl2, 0.5 mM dNTPs(c/u), 1 

mM de cada primer (D y R), 0.002 % de Tritón X100 y  2U de Taq Platinum. Dicha reacción de PCR 

se sometió a: 94°C por 1 minuto y 35 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 49° C por 50 segundos y 72°C 

por 1 minuto, al finalizar  los 35 ciclos se  somete a una extensión final de 72°C por 7 minutos. Estas 

condiciones de reacción fueron estandarizadas por el Dr. Fernando Martínez. 

5.3.3 Extracción de productos de PCR  
 Se realizaron 10 reacciones de PCR, por cepa por cada uno de los genes analizados. El volumen 

total de las reacciones fue cargado en un gel preparativo de agarosa al 1.5% y corrido a 100 V.  Al 

final de la electroforesis el gel fue teñido con bromuro de etidio, y se visualizaron con luz UV. Para 

purificar el amplificado de interés se cortó la banda correspondiente, y se purificó por medio del kit de 

QiAquick de la marca Qiagen (catalogo 28104). Los productos purificados fueron cuantificados por 

medio de Nanodrop y conservados a -20°C hasta su uso. 

5.3.4 Secuenciación de productos de PCR  

 La reacción de secuenciación se realizó utilizando el reactivo “BigDye® Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit” de Applied Biosystems (Foster City, CA) de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante. Los primers que se utilizaron para la reacción de PCR para la obtención del amplificado 

de mini-exón  fueron TC1 o TC2 (primer forward) y TCC (primer reverse). En el caso del amplificado 

de citocromo B se utilizaron los primers R (primer forward) y D (primer reverse). 

  Los productos de la reacción de secuenciación se precipitaron con etanol absoluto (2.5 volúmenes) 

y acetato de sodio 3 Mm (10%v/v), seguido de una centrifugación a 2000 x g por 30 min. El etanol 

remanente se eliminó volteando la placa y centrifugando de nueva cuenta a 150 x g por 1 minuto. 
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Posteriormente se realizó un lavado con etanol al 80% centrifugando por 5 minutos a 2000 x g. Al 

término de la centrifugación se decantó el etanol y centrifugó a 150 x g por 3 minutos para eliminar el 

etanol remanente. Se repitió este último paso para eliminar completamente el etanol. Ya purificados 

los productos de la reacción de secuenciación, éstos se disolvieron en 20 µl de formamida. 

Las secuencias de los genes mini-exón y el  fragmento del gen citocromo B de 950 pb se obtuvieron 

por electroforesis capilar en un secuenciador ABI-Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). 

5.3.5 Edición y  obtención de secuencia consenso de las secuencias Frw y Rvs 
Con el programa Geneious Pro 5.5.5 (http://www.geneious.com/web/geneious /download-geneious) 

se eliminó parte de la secuencia donde no existía una señal clara, con este mismo programa se 

obtuvo la secuencia complementaria de la secuencia Reverse (Rvs), y esta a su vez se apareó con 

la secuencia Forward (Frw), con lo cual se obtuvo la secuencia consenso (Figura 5.1). 

 

Figura 5.1 Proceso de edición y obtención de secuencia consenso de las secuencias Frw y Rvs.  Con el programa  
Geneious  Pro 5.5.5 se editaron las secuencias Frw y Rvs con las cuales se obtuvo la secuencia consenso. 

5.4.0 Análisis filogenético  
 
Para realizar el análisis de las secuencias del gen SL mini-exón y el fragmento de 950 pb de 

citocromo B, además de la secuencias obtenidas en este proyecto mitocondrial se utilizaron también 

secuencias de T. cruzi de estos genes extraídas del GenBank. En el caso de los análisis de redes y 

el análisis Bayesiano de las secuencias SL mini-exón y citocromo B mitocondrial de cepas TcI 

únicamente se incluyeron secuencias de clonas y cepas que anteriormente se habían reportado 
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como TcI. Para el análisis de redes y análisis Bayesiano que se realizó  a las secuencias de 

citocromo B mitocondrial y SL mini-exón de las cepas no TcI, se bajaron del Genbank únicamente 

secuencias de cepas y clonas representativas de cada DTU (Zingales et al., 2009). 

Tanto para el análisis Bayesiano y de redes de los genes: SL mini-exón y citocromo B fue necesario 

realizar un alineamiento que incluyera las secuencias de las cepas mexicanas y las obtenidas del 

GenBank. Para ello se utilizó el programa Mega 5.0 (http://www.megasoftware.net/) el cual contiene 

Clustal X, la cual es una herramienta que nos permite realizar un primer alineamiento. 

Posteriormente se refino el alineamiento de forma manual. 

5.4.1 Análisis Bayesiano  
Se eligió el modelo de sustitución de ADN que mejor se ajustara a las secuencias por medio del 

criterio de Akaike implementado en el programa Model Test 3.7 

(http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html). El análisis Bayesiano de cada gen se realizó usando 

el programa Mr. Bayes 3.1.2. (http: //mrbayes. sourceforge.net/download.php).  Se corrieron dos 

análisis independientes de inicio aleatorio, usando como método de muestreo las cadenas de Monte 

Carlo Markov, las cuales muestrean la distribución de la probabilidad posterior (Ronquist y 

Huelsenbeck; 2003), por medio de tres cadenas calientes y una fría durante 1000000 de 

generaciones muestreando cada 100 generaciones. Los arboles consensos fueron visualizados y 

editados por medio del programa Figtree v 1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) (Anexo 1). 

5.4.2 Análisis de redes Median Joining (MJ) 
Para obtener los diferentes genotipos se realizaron redes MJ (median joining).  Para construir las 

redes filogenéticas fue necesario pasar de formato “meg.“ a formato “rdf”, usando el programa DNA 

Aligment 1.3.0.1. (Fluxus Technology Ltd.) Ya con el alineamiento pasado a formato rdf., las redes 

fueron construidas por medio del programa Network 4.6.1.0. (Fluxus Technology Ltd.), para construir 

las redes se utilizó el método Median Joining (MJ) y posteriormente fueron posprocesadas por 

máxima parsimonia (MP), el cual elimina los sitios no parsimoniosos, para darnos la red filogenética 

más corta (Anexo 2). 
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6.0 Resultados  

6.1.0 Análisis de microsatélites  

6.1.1 Descripción del grupo de estudio 
De las 47 cepas analizadas con los microsatélites: SCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 11-12, SCLE 1-

2, MCLE 11-12 y MCL 51-52, el 24% de las cepas provenían de Nayarit, 17% de Zacatecas, 11% de 

Yucatán, 9% de Jalisco, 9% de Morelos, 9% de Veracruz, 6 % de Guerrero, 7% Oaxaca, 4% de 

Guanajuato, 2% San Luis Potosí y 2% de Colima. En cuanto al origen biológico de las cepas, el 27% 

de las cepas provienen de humano. El 59% eran cepas de origen vectorial; de las cuales: el 22% 

pertenecen al Complejo Phillosoma,  el 20% a T. longipennis,  el 7%  a T. manzzotti, el a 4% T. 

barberi, el a 4% T. picturata  y el 2% a T. pallidipennis. Mientras que el 9% eran cepas aisladas a 

partir de reservorios, de estas:  el 5% de D. virginiana el 2% de D. marsupialis y el 2% de D. oposum; 

finalmente el origen biológico del restante 5%, se desconoce su origen. (Figura 6.1).   
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Figura 6.1 Origen Geográfico y Biológico de cepas de Trypanosoma cruzi mexicanas analizadas por medio de 
microsatélites.  Los aislados son en su mayoría de las regiones que se encuentran mayormente afectadas por la 
enfermedad de Chagas. A) Porcentaje de cepas pertenecientes a las diferentes estados de la República Mexicana, B) 
Localización de los estados de donde provienen las cepas C) Origen biológico de los aislados. 

C)	
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6.1.2 Análisis de geles de acrilamida al 12% de productos de PCR de micro satélites  
Al realizar el análisis de todos los fragmentos de amplificación obtenidos con los diferentes 

microsatélites, fue posible encontrar que las cepas en general presentaban gran homogeneidad, a 

pesar de ello en algunos casos era posible observar algunas diferencias. Por ejemplo: El gel 

mostrado en la Figura 6.2, es un gel representativo del PCR del microsatélite MCLG 11-12, en este 

gel es posible observar que la mayor parte de las cepas son homogéneas, a pesar de ello la cepa 

Cari 43 presenta un patrón de bandeo diferente a todas las demás cepas. 

 

C"#####MPM#####1##########2##########3##########4#########5##########6##########7##########8###########9#######10########11#########12#####MPM#####

###

##600#pb#

##400#pb#

##300#pb#

##200#pb##

###100#pb#

#

 

Figura 6.2 Gel de acrilamida al 12% con productos de reacción de MCLG 11-12. Es posible observar que la mayor parte 
de las cepas muestran un patrón de bandeo similar (carril 1-9 y 11-12).  Carril: Control -, 1) INC 6 (Control +), 2) CRISTI, 
3) Cari 111, 4) Cari 44, 5) CopGro, 6) Ver 5, 7) Col 1, 8) Ver 4, 9) Nay 1, 10) Cari 43, 11) Mor 11 12) Nay 16. 

 Para determinar el peso molecular de cada fragmento de amplificación se realizó una regresión 

lineal entre logaritmo  natural del corrimiento de cada marcador de peso molecular (eje de las X) y 

peso molecular de este (eje de las Y). Con la ecuación resultante se puede  saber el peso molecular 

de cada banda, al sustituir X por el logaritmo natural del corrimiento de la banda analizada en la 

ecuación obtenida en la regresión lineal, es importante aclarar que por cada gel se realizó una curva 

de calibración (Figura 6.3). 
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Figura 6.3 Ejemplo de determinación de peso molecular de las bandas obtenidas con los primers MCLE 11 y 12 de la 
cepa INC 6. A) Gel de acrilamida al 12% donde se analizó la cepa INC 6 con el microsatélite MCLE 11-12 B) Tabla donde 
se muestra la distancia de corrimiento de los marcadores moleculares. C) Curva de calibración del gel.  D) Pesos 
moleculares de cada banda obtenidas con los primers MCLE 11-12. 

 De este modo se obtuvieron los pesos moleculares de todos los fragmentos de amplificación 

obtenidos, considerándose que cada uno de estos fragmentos son un alelo, utilizando los 6 

diferentes microsatélites para cada cepa. Al analizar todas las cepas se determinó el número de 

fragmentos de amplificación resultantes por cada marcador molecular (Tabla 6.1), los pesos 

moleculares de cada fragmento de amplificación se encuentran en el Anexo 3. Encontrándose que 

los fragmentos de amplificación de MCLE 11-12 son altamente homogéneos, por lo tanto son poco 

informativos. 

Tabla 6.1 Fragmento de amplificación encontrados por cada microsatélite 

Microsatélite  Numero de fragmentos de amplificación 

MCLE 11-12 10 

SCLE 11-12 11 

MCLF 11-12 14 

SCLE 01-02 15 

MCLG 11-12 16 

MCL 51-52 16 

Total de los fragmentos de amplificación 82 

 

Contando con el número de fragmentos de amplificación obtenidos con los 6 microsatélites, se contó 

con 82 fragmentos de amplificación totales. Con los cuales se construyó una matriz binaria, en la 

cual se representó la presencia del fragmento de amplificación con el número 1 y la ausencia con el 

numero 0 (Figura 6.4). 
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Cepa/&Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Xalapa 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0
Ver&5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Ver&4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0
Ver&1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0
Tequesquitengo 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Tep&140 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Tep&107 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0
TecGro&4 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0
TecGro&2 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0
Sba&58 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Sba&56 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
Nay&I6 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
Nay&1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
Mor&7 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1
Mor&2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1
JFA 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
JBE 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
IraI& 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0
INC&6 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
HG 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
H5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
H&9 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
H&3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H&10 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
FRV 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Cux&66 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Cux&60 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0
Cux&57 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Cux&56 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Cux&53 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0
CUX&50 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0
Cux&46 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Cux&43 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0
CRISTI 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
CopGro 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Col&1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
Cl&Brener 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1
Cari&9 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Cari&6 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Cari&44 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0
Cari&43 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
Cari&111 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0
Cari&11 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
Cari&105 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0
Cari&103 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
Cari&102 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0

MCL&51P52SCLE/11012 MCLG&11P12 MCLE/11012 SCLE&1P2 MCLF/110/12
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6.1.3 Análisis Bayesiano de matriz binaria  
 A partir de la matriz binaria construidas con los diferentes fragmentos de amplificación de los 

microsatélites: SCLE 11-12, MCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 1-12, SCLE 01-02 y MCL 51-52, se 

realizó un análisis Bayesiano por medio del programa Mr. Bayes v 3.2.0. En este análisis se 

incluyeron dos cepas referencia; la cepa Cl Brener la cual pertenece a TcVI y la cepa mexicana TcI 

Inc 6, la cual fue caracterizada por este método anteriormente en el laboratorio.  

 En el dendograma obtenido es posible  observar que  la mayor parte de las cepas se agrupan en la 

misma rama en la cual se encuentra la cepa INC 6, la cual a sido anteriormente caracterizada y 

pertenece al DTU Tc I, también es posible observar que la cepa mexicana Ver I forma al igual que Cl 

Brener una rama independiente.  En el agrupamiento principal, es decir la rama que contiene INC6, 

Se logra observar que las cepas de origen humano se agruparon, mientras existe una rama en la 

cual se encuentran agrupadas las cepas Cux, las cuales provienen de Cuxpala, Zacatecas; otro 

agrupamiento que fue posible identificar fue el de las cepas Cari, las cuales provienen de Nayarit 

forman otra rama independiente la cual también contiene cepas de Guerrero y Jalisco. A pesar de 

que encontramos esta tendencia de agrupamiento entre algunas cepas, el árbol no tienen un buen 

soporte estadístico, puesto que la mayoría de los valores de probabilidad posterior son menores a 

0.75 (Figura 6.5). 
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Figura 6.5 Dendodograma de microsatelites SCLE 11-12, MCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 1-12, SCLE 01-02 y MCL 
51-52.  Cada rama se coloreo de acuerdo a su origen geografico (ver codigo de colores),las cepas aisladas de reservorio 
se identifican con(*), las de origen humano con (#). Es posible observar  que la mayoria de  las cepas se agrupan en una 
gran rama en la cual se encuentra incluida la cepa Inc 6, que fue caracterizada  con mini exón y pertence a Tc I, la cepa 
Ver I, forma una rama a parte al igual que la cepa Cl Brener.  Dentro de la rama es posible observar un agrupamiento 
entre las cepas de origen humano, las cuales se marcaron en un cuadrado verde, al igual que el agrupamiento entre las 
cepas Cux (cuadrado azul) y  el agrupamiento de las cepas Cari (cuadrado purpura). Abajo del dendograma se muestra 
una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa.  

 

6.2.0 Segundo análisis con  microsatélites mejorando condiciones 
A partir del dendograma obtenido en el análisis Bayesiano de los microsatélites, se decidió 

seleccionar 12 cepas, las cuales se consideraron representativas del grupo de estudio, el criterio de 

selección se basó en la topología del dendograma obtenido anteriormente (Figura 6.5) y el origen 

biológico y geográfico, En esta selección también se incluyeron las cepas mexicanas Querétaro, 

Ninoa (anteriormente caracterizadas biológicamente) y Ver 6 (cepa no TcI), al igual que la clona 

Brasileña Cl Brener como referencia (clona TcVI). 
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Al volver a analizar las 16 cepas seleccionadas sólo con los microsatélites: SCLE11-12, MCLG 11-

12, MCLF 11-12, MCL51-52 y SCLE 1-2, los cuales demostraron mayor variabilidad; y analizar los 

productos de la reacción en geles de mayor tamaño de acrilamida al 15%, encontramos que se 

pierde la sensibilidad con la mayoría de los microsatélites, ya que se observó en casi todos los casos 

gran homogeneidad en el patrón de bandeo. Este fenómeno se lo podemos atribuir a que al ser más 

grandes los geles no se pudo realizar un acercamiento al fotodocumentar tal que permitiera observar 

las bandas menos intensas y al mismo tiempo obtener una imagen del gel completo. A pesar de ello, 

se observó que al analizar los productos de PCR de los primers SCLE1-2, aumento la resolución de 

las bandas, ya que fue posible observar 3 diferentes patrones de bandeos; uno correspondiente a las 

cepas No TcI y dos pertenecientes a cepas TcI (Figura 6.6). 
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Figura 6.6 Diferentes patrones del microsatélite SCLE 1-2 de las cepas representativas. A continuación se muestra un 
gel de acrilamida al 15% de 17x18 cm, en el cual  posible distinguir tres diferentes patrones de bandeo, uno 
correspondiente a las cepas no TcI, y dos correspondientes a cepas TcI, los cuales se denominaron  grupo genético A y 
B del microsatélite SCLE 1-2. 

6.2.1 Análisis Bayesiano de microsatélites SCLE 1-2 
Debido a la alta homogeneidad observada, con los microsatélites: SCLE11-12, MCLG 11-12, MCLF 

11-12 y MCL51-52, se decidió analizar únicamente el patrón de bandeo obtenido con el microsatélite 
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(5´ATTATGTTACAGATAATATGTGGTGT´3)y R (5´GCTTATCCAATATGAATGGAATTACA´3).Las condiciones de la reacción fueron 200ng de DNA, 2.5 µL de 
67!

buffer 10x, 2.5µL de solución de M
gCl2 a una concentración de 50M

m, 2.5 µL de solución de dNTPs a una concentración de 10 M
m, 0.5µL de solución a una 

68!

concentración de 50mM
 de cada primer, 1 µl de solución de Triton X100 con una concentración al 0.1%

 y  2 U de Taq Platinum; todo en un volumen final de 
69!

25 µL. Dicha reacción de PCR se sometió a: 94°C por 1 minuto y 35 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 49° C por 50 segundos y 72°C por 1 minuto, al finalizar los 
70!

35 ciclos se somete a una extensión final de 72°C por 7 minutos. 
71!

2.7 Secuenciación de amplificados  
72!

Los productos de PCR de  SL-IR mini-exón y citocromo B fueron secuenciados usando el reactivo “BigDye® Terminator v1.1Cycle Sequencing Kit” de 
73!

Applied Biosystems (Foster City, CA) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Finalmente las secuencias se obtuvieron por electroforesis capilar en un 
74!

secuenciador ABI-Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). 
75!

2.8 Análisis filogenético  
76!

Las secuencias obtenidas se editaron y posteriormente se obtuvo la secuencia conceso de la secuencia obtenida con el primer Frw y Rvs, usando el programa 
77!

Geneious Pro 5.3.4. Las secuencias de las cepas M
exicanas fueron alineadas, con secuencias obtenidas del Genbank usando clustal X incluido en el programa 

78!

M
ega 5 y posteriormente  se realineó de forma manual. 

79!

Se eligió el modelo de sustitución de DNA que mejor se ajustara a las secuencias por medio del criterio de Akaike implementado en el programa M
odel Test 

80!

3.7. El análisis Bayesiano de cada gen se realizo usando el programa M
r Bayes 3.1.2. Se corrieron dos análisis independientes de inicio aleatorio con tres 

81!

cadenas calientes y una fría durante 1000000 de generaciones muestreando cada 100 generaciones. Los arboles consensos fueron visualizados y editados por 
82!

medio del programa Figtree. 
83!

2.9 Análisis de redes 
84!

Para obtener los diferentes genotipos se realizaron redes M
J (median joining). Las redes fueron construidas por medio del programa Network 4.6.1.0.Las red 

85!

M
J fue posprocesada por M

P, el cual elimina los sitios no parsimonioso y nos da la red más corta. 
86!

3.0 Resultados  
87!

3.1 Análisis microsatélites  
88!

Al analizar los patrones de bandeo obtenidos por los diferentes microsatélites (M
acedo et al. 2001)  es posible observar que existe una gran homogeneidad en la 

89!

mayor parte de los casos. A pesar de ello pudimos identificar la existencia de dos patrones de bandeo diferentes en las cepas TcI usando el microsátelite Scle 1-
90!

2(Figura 1.a). Al realizar un análisis Bayesiano se pudo observar que dicho patrón nos permitía identificar dos subgrupos del grupo genético Tc I (Figura 1.b). 
91!

 
 

a)  
b)  

Figura 1. Subgrupos genéticos de Tc I a)  Las cepas Tc I presentan dos tipos de patrón, el patrón A 
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SCLE 1-2, que dio resultados más variados. Para ello se realizó una matriz binaria y esta se analizó 

en el programa Mr. Bayes v 3.2.0.  

El resultado del análisis Bayesiano nos arrojó un dendograma que todas las cepas Tc I se agrupan 

en una sola rama. En la rama de las cepas TcI es posible distinguir, el subgrupo de los no 

agrupados, el cual tiene un patrón de bandeo tipo A y el subgrupo que tiene un patrón de bandeo 

tipo B. Es  importante resaltar que el subgrupo conformado por Cari 43 y H10 no se tomó en cuenta, 

ya que los valores de probabilidad posterior son menores a 0.75, mientras que el subgrupo  con 

patrón de bandeo tipo B si se tomo en cuenta ya que tiene una probabilidad posterior de 0.95 

(Figura 6.7).  
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Figura 6.7 dendograma de patrón de bandeo obtenido a partir del microsatélite SCLE 1-2. Es posible distinguir dos 
grupos genéticos principales, la rama donde se encuentran las cepas no TcI y la rama donde se encuentran las cepas 
TcI. En esta rama es posible distinguir dos grupos genéticos, el grupo A y B. Las ramas presentan diferente color, de 
acuerdo a su origen biológico. Abajo del dendograma se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia 
entre cada taxa. 

 

Al analizar la relación entre origen biológico y geográfico con el grupo genético del microsatélite 

SCLE 1-2, no se encontró una clara relación, lo cual se pudo deber a que el grupo de estudio era 

pequeño, por tanto se decidió analizar los productos de  SCLE 1-2  en geles de 18x 17 cm2 de 55 

cepas mexicanas, en las cuales se incluyeron las 47 cepas analizadas anteriormente (Tabla 6.3). 

El resultado del análisis de las 55 cepas mexicanas con el microsatélite SCLE 1-2, fue que el 27% 

pertenecen al subgrupo con patrón de bandeo tipo A, mientras que el 73% pertenecen al subgrupo 

con patrón de bandeo tipo B. Al buscar una relación entre origen geográfico y subgrupo, no se 
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encontró ninguna relación. A pesar de ello, al analizar la relación entre origen biológico y subgrupo  

se encontró que el 80% de las cepas pertenecientes al subgrupo con patrón de bandeo tipo A habían 

sido aisladas de humanos, mientras que el 85% de las cepas pertenecientes al subgrupo con patrón 

de bandeo tipo B habían sido aisladas de vector (Figura 6.8). 
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Figura 6.8 Cepas analizadas con SCLE 1-2. En el gel de acrilamida al 15% de 17x18 cm fue posible observar las 
relaciones entre genotipo y  origen geográfico, en este gel se analizan 12 cepas mexicanas diferentes. Como se puede 
observar en el gel, la mayor parte de las cepas analizadas pertenecen al genotipo B. 

Tabla 6.3 Cepas Tc I analizadas con microsatélites SCLE 1-2 

Clave Cepa Estado Localidad  Origen biológico Genotipo 
SCLE 1-2 

TPIR/MX/1999/Cari 006 Cari 6 Nayarit Carrillo Puerto T. picturata B 

T000/MX/1999/Cari 009 Cari 9 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma B 

T000/MX/1999/Cari 011 Cari 11 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma B 

T000/MX/1999/Cari 043 Cari 43 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma A 

T000/MX/1999/Cari 044 Cari 44 Nayarit Carrillo Puerto T. picturata B 
T000/MX/0000/Cari 102 Cari 102 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma B 

T000/MX/0000/Cari 103 Cari 103 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma B 

T000/MX/0000/Cari 105 Cari 105 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma B 

T000/MX/0000/Cari 111 Cari 111 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma B 

TLON/MX/1998/Col 18 Col I Colima --------------- T. longipennis B 

TPAP/MX/1998/Col 07 Col 7 Colima Nogueras T. pallidipennis B 

TMAZ/MX/2008/Copgro CopGro Guerrero San Francisco T. mazzotti B 

MHOM/MX/2007/Cristi CRISTI San Luis 
Potosí 

Tamazunchale Humano B 

TPHY/MX/1999/Cux 43 Cux 43 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 

TLON/MX/1999/Cux 46 Cux 46 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 
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6.3.0 Análisis Filogenético SL mini-exón 
 

Las  trece secuencias de mini-exón pertenecientes a las  cepas mexicanas representativas de T. 

cruzi TcI, fueron analizadas por medio del programa Mega 5. En dicho análisis se encontró que 238 

sitios de 267 sitios eran conservados, mientras que 22 eran variables, de los cuales 4 únicamente 

son informativos (Figura 6.9). 

TLON/MX/1999/Cux 50 Cux 50 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 

TLON/MX/1999/Cux 53 Cux 53 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 
TLON/MX/1999/Cux 56 Cux 56 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 
TLON/MX/1999/Cux 58 Cux  58 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 

TLON/MX/1999/Cux 60 Cux 60 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 

TLON/MX/1999/Cux 66 Cux 66 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B 

MHOM/MX/0000/FRV FRV Oaxaca ---------------------- Humano A 

TPIR/MX/0000/Guaymas Guaymas Sinaloa Guaymas ------------- B 

MHOM/MX/0000/H002 H 3 Yucatán ------------------------- Humano A 

MHOM/MX/0000/H005 H 5 Yucatán ------------------------- Humano A 

MHOM/MX/0000/H009 H 9 Yucatán ------------------------- Humano A 

MHOM/MX/0000/H010 H 10 Yucatán ------------------------- Humano A 

MHOM/MX/0000/HG HG Yucatán ------------------------- Humano A 
MHOM/MX/2000/INC-6 Inc 6 Guanajuat

o 
San Pedro 
Tututepec 

Humano B 

TPAP/MX/2010/IRA-1 Ira I Guanajuat
o 

Irapuato Vector B 

MHOM/MX/0000/JBE JBE Jalisco --------------------- Humano B 

MHOM/MX/0000/JFA JFA Jalisco --------------------- Humano A 

MHOM/MX/0000/JJO JJO Jalisco --------------------- Humano A 

MHOM/MX/1995/MOR002 
 

Mor 2 Morelos Temixco Humano A 

MHOM/MX/1995/MOR003 Mor 3 Morelos Temixco Humano B 

MHOM/MX/1995/MOR007 
 
 

Mor 7 Morelos Xochitepec Humano A 

MDID/MX/1997MOR011 Mor 11 Morelos Temixco D. virginiana A 

T000/MX/0000/Nay 01 Nay 1 Nayarit Puga C. Phyllosoma B 

TLON/MX/0000/Nay 16 Nay16 Nayarit Puga T. longipennis B 

MHOM/MX/1994/Ninoa Ninoa Oaxaca ------------------------- Humano A 

TBAR/MX/0000/Queretaro Qro Queretaro ------------------------- T. s.p. A 

TBAR/MX/1998/Sba 56 Sba 56 Oaxaca San Bartolo de 
Coyotepec 

T. barberi B 

TBAR/MX/1998/Sba 58 Sba 58 Oaxaca San Bartolo de 
Coyotepec 

T. barberi B 

TMAZ/MX/2006/Tecgro 002 TecGro 2 Guerrero -------------------- T. mazzotti B 
TMAZ/MX/2006/Tecgro 004 TecGro 4 Guerrero --------------------- T. mazzotti B 

T000/MX/1998/Tep107 Tep 107 Jalisco Cruzero de San 
Martin 

C. Phyllosoma B 

T000/MX/1998/Tep 140 Tep140 Jalisco Tepehuaje C. Phyllosoma B 

Tpap/mx/1991/Tequesquitengo Tequesqui
tengo 

Morelos Tequesquitengo T. pallidipennis B 

MDID/MX/1991/VER004 Ver 4 Veracruz ------------------------- D. marsupialis B 

MDID/MX/1989/VER 005 Ver 5 Veracruz ------------------------- D. oposum B 

TDIM/mx/2003/Xalapa Xalapa Veracruz Xalapa -------------------- B 
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              1---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 100 

Cari43        CCTGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTCTGCGTGTGT-CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

Col7                                                     ------------------GTGTGTG--------------------CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

CopGro CCTGCAGGCAACACGTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTGTGTG--CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

CRISTI                                    --------------------TGCTTGTTGTGTGTGTG--------CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

CUX58        --TGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGCATGTGTGCTG-CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

INC6                       ----------ACGT----GTGTGTGTGT--ATGTATGTGTGTGTGCCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

JBE                ----CAGG-CACACGTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTAA-----CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

Mor11                                                  ------------------GTGTGTG--------------------CCCC--CCC-CCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

Ninoa       CCTGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTACGTGTGTGTGC-CC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

Qro              --TGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTA--CGTGTGTGCCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

Sba56       CCTGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTG--CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

Ver4        CCTGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTGTGCCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

H10            --TGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGCATGTGTGC-TGCCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG 

 

         101---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 200 

Cari43   CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

Col7      CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

CopGro CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

CRISTI CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

CUX58  CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

INC6      CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

JBE       CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

Mor11    CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

Ninoa  CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

Qro      CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

Sba56  CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

Ver4     CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

H10      CAAGCACGGTGTCCTGTCGTGT-CCGTCTCGCTGCTTTGTGTTCTCGCACTCCACCGCGTGTTTTACGGTGTTGCCTGCGTTTTTTGGTGTTTTTCTGC 

 

              201------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------270 

Cari43     TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

Col7        TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

CopGro  TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCACT-AGTC 

CRISTI   TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

CUX58   TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

INC6       TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

JBE         TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

Mor11      TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

Ninoa     TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 
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Qro        TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

Sba56   TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

Ver4      TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAT--ACACCGCTCC-GCA-CGCACT-AGTC 

H10       TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC 

Figura 6.9 Alineamiento de gen de mini-exón de cepas mexicanas representativas de T. cruzi pertenecientes al DTU Tc 
I. El alineamiento se encuentra en formato Nexus, es posible observar una gran homogeneidad. 

Las 13 secuencias mexicanas de SL mini-exón de cepas TcI se integraron a un alineamiento en el 

cual se contaban con 163 secuencias de diferentes países de Latinoamérica obtenidas de la base de 

datos del Genbank, muchas de ellas anteriormente descritas (Tabla 6.4).  

Tabla 6.4 Secuencias obtenidas del Genbank de SL mini-exón de aislados Tc I 

Clave Nombre País de origen Origen Biológico 

Subgrupo 
genético de 

TcI 
anteriormente 

reportado 

Referencia 

GU936800 798R1 Argentina T. Infestans A (Cura et al., 2010) 

GU936819 802-R1 Argentina T. Infestans chaco3 (Tomasini et al 2011) 

FJ713358 AY Argentina Humano D (Cura et al., 2010) 

GU179066 CA-I CL72 Argentina -------------------- A (Cura et al., 2010) 

GU936808 Da28-963A Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

FJ713371 FRA Argentina Humano A (Cura et al., 2010) 

GU179065 K98 Argentina -------------------- A (Cura et al., 2010) 

GU936820 LL017-Po0-RO Argentina T. Infestans E (Tomasini et al., 2011) 

GU936818 LL022-1R2 Argentina T. Infestans chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936821 LL027-21R1 Argentina T. Infestans E (Tomasini et al., 2011) 

GU936822 LL027-21R2 Argentina T. Infestans E (Tomasini et al., 2011) 

GU936817 LL040-p33R1 Argentina Canis familiaris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936814 LL051-P23R0 Argentina C. familiaris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU179067 MIRANDA CL78 Argentina -------------------- A (Herrera et al., 2007) 

FJ713382 Pa Argentina Humano A (Cura et al., 2010) 

GU936807 PalDa1cl9 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936811 PalDa20Cl3 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936810 PalDa22cl7 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936805 PalDa24 Argentina Didhelfis albiventris chaco2 (Tomasini et al., 2011) 

GU936813 PalDa25 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936816 PalDa31-Pol-R1 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

GU936806 PalDa3cl4 Argentina Didhelfis albiventris chaco2 (Tomasini et al., 2011) 

GU936812 Palda4cl8 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al., 2011) 

FJ713383 PALV1C11 Argentina Triatoma infestans E (Cura et al., 2010) 

GU936823 PALV1cl1 Argentina Triatoma infestans E (Cura et al., 2010) 

FJ713384 PALV2-1C14 Argentina Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 

GU936824 PALV2-2cl5 Argentina Triatoma infestans E (Tomasini et al., 2011) 

GU179064 PASch Argentina Humano A (Cura et al., 2010) 
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FJ713385 PAVOOC17 Argentina Triatoma infestans -------------------- (Cura et al., 2010) 

GU936802 RATA3 938A Argentina R. rattus A (Cura et al., 2010) 

GU903135 SE 9V Argentina Humano E (Cura et al., 2010) 

FJ713400 TA Argentina Humano A (Cura et al., 2010) 

GU936809 TEDa2cl4 Argentina Didhelfis albiventris chaco3 (Tomasini et al.,2011) 

GU936803 TEV55cl1 Argentina T. Infestans chaco2 (Tomassini et al 2011) 

EF576832 Tev91 cl1/(a) Argentina Triatoma infestans A (Cura et al., 2010) 

EF576831 Tev91 cl3/(c) Argentina Triatoma infestans A (Cura et al., 2010) 

GU936801 TEV91cl5 Argentina T. Infestans A (Cura et al., 2010) 

GU179069 V75 C17 Argentina Triatoma infestans -------------------- (Cura et al., 2010) 

FJ713404 VA Argentina Humano D (Cura et al., 2010) 

GU903124 13379 CL7 Bolivia Humano E (Cura et al., 2010) 

FJ713356 As Bolivia Humano E (Cura et al., 2010) 

AY367129 Cutia Brasil -------------------- -------------------- (Cura et al., 2010) 

GU179068 D11 Brasil -------------------- D (Cura et al. 2010) 

FJ713372 G Brasil Didhelfis marsupialis D (Cura et al., 2010) 

FJ713407 Silvio X10 Brasil -------------------- D (Cura et al., 2010) 

GU903125 Col 108 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903129 Gaj29 cl6 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903127 Gaj29 cl7 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903128 Gaj29 cl8 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903130 LGN cl7 Chile Humano E (Cura et al., 2010) 

GU903131 LGN cl8 Chile Humano E (Cura et al., 2010) 

GU903141 Sp Guayan Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903138 Sp104 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903139 Sp130 cl16 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903140 Sp130 cl18 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903136 Sp31 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903137 Sp54 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903142 STPil cl6 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903143 STPil cl7 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903144 STPil cl8 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

FJ713401 TCC Chile Humano A (Cura et al., 2010) 

GU903145 Ti170 cl6 Chile Mepraia spinolai D (Cura et al., 2010) 

GU903146 Ti170 cl7 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903147 Ti170 cl8 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010) 

GU903155 WT Cl6 Chile Humano E (Cura et al., 2010) 

GU903156 WT Cl7 Chile Humano A (Cura et al., 2010) 

AM259469 FCH Colombia -------------------- B (Herrera et al., 2007) 

FJ713357 Amp7 Colombia Pastrongylus geniculatus -------------------- (Cura et al., 2010) 

FJ713359 Cas1 Colombia Rhodnius prolixus D (Cura et al., 2010) 

FJ713360 Cas10 Colombia Rohodnius prolixus D (Cura et al., 2010) 

FJ713361 Cas15 Colombia Rohodnius prolixus D (Cura et al., 2010) 

FJ713362 Cas16 Colombia Rhodnius prolixus B (Cura et al., 2010) 

FJ713363 Cas18 Colombia Dhidelfis marsupialis D (Cura et al., 2010) 
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FJ713364 Cas19 Colombia Rhodnius prolixus D (Cura et al., 2010) 

FJ463160 Cepa2 Colombia -------------------- B (Cura et al., 2010) 

FJ713366 CHA Colombia Humano D (Cura et al., 2010) 

EU626736 Coy11 C Colombia Rhodnius colombinus D (Cura et al., 2010) 

FJ713367 Coy8 Colombia Didelfis marsupialis D (Cura et al., 2010) 

FJ713368 Coy9 Colombia Rhodnius colombinus D (Cura et al., 2010) 

EU626729 D12 C Colombia D marsupialis D (Falla et al., 2009) 

EU626723 DA C Colombia Humano A (Falla et al., 2009) 

EU626728 DYR C Colombia Humano A (Falla et al., 2009) 

EU626726 EB2d C Colombia Humano A (Falla et al., 2009) 

FJ713370 Fer1 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al., 2010) 

EU626731 Gal61 C Colombia -------------------- D (Cura et al., 2010) 

EU626730 H10 C Colombia Canis familiaris B (Falla et al.,2009) 

FJ713373 HA Colombia Humano A (Cura et al., 2010) 

EU626725 JV C Colombia Humano B (Falla et al.,2009) 

FJ713375 LB53 Colombia Triatoma dimidiata D (Cura et al., 2010) 

FJ713376 Medellin Colombia -------------------- D (Cura et al. 2010) 

FJ713380 MG Colombia Humano -------------------- (Cura et al. 2010) 

FJ713377 Mg1 Colombia R. pallescens D (Cura et al. 2010) 

FJ713379 Mg11 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al. 2010) 

FJ713378 Mg6 Colombia Pastrongylus geniculatus B (Cura et al. 2010) 

EU626738 Mg9 C Colombia T. dimidiata B (Falla et al., 2009) 

EU626733 N5P14 C Colombia rhodnius prolixus D (Falla et al., 2009) 

GU179078 Necoclic2 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al. 2010) 

GU179079 Necoclic3 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al. 2010) 

GU179080 Necoclic4 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al. 2010) 

GU179081 Necoclic5 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al. 2010) 

EU626735 Necoli C Colombia Rhodnius pallences B (Falla et al., 2009) 

EU626724 NV C Colombia Humano A (Falla et al., 2009) 

FJ713381 Ov17 Colombia Pastrongylus geniculatus D (Falla et al., 2009) 

FJ713387 Put4 Colombia Rhodnius robustus D (Cura et al., 2010) 

EU626734 Rp513 C Colombia Rhodnius prolixus D (Falla et al., 2009) 

EU626732 Rp523 C Colombia rhodnius prolixus D (Falla et al., 2009) 

FJ713388 Sebas1 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al., 2010) 

FJ713389 Sebas16 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al., 2010) 

EU626727 SEV C Colombia Humano A (Falla et al., 2009) 

FJ713393 SN11 Colombia Rhodnius prolixus -------------------- (Falla et al., 2009) 

FJ713394 SN12 Colombia Rhodnius prolixus A (Falla et al., 2009) 

FJ713390 SN3 Colombia Rhodnius prolixus D (Falla et al., 2009) 

FJ713391 SN5 Colombia Rhodnius prolixus A (Falla et al., 2009) 

FJ713392 SN8 Colombia Rhodnius prolixus A (Falla et al., 2009) 

FJ713395 SO6 Colombia Rhodnius pallences D (Falla et al., 2009) 

FJ713396 SO8 Colombia Rhodnius pallences -------------------- (Falla et al., 2009) 

FJ713397 SP Colombia Humano B (Falla et al., 2009) 

FJ713399 STP3.3 Colombia Rhodnius pallences B (Cura et al., 2010) 
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EU626737 Td C Colombia Triatoma dimidiata B (Falla et al., 2009) 

FJ713406 W3534 Colombia Humano -------------------- (Falla et al., 2009) 

AM259472 X380 Colombia -------------------- C (Herrera et al., 2007) 

GU179076 BG0811 Estados Unidos Triatoma gerstaking A (Cura et al., 2010) 

GU179077 Flop2 Estados Unidos Didhelfis virginiana A (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576837 Raccon70 cl2/(2) Estados Unidos Procyon lotor A (O´Connor et 
al.,2007) 

GU179070 USA1 Estados Unidos Triatoma gerstaking -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

GU179072 USA104 Estados Unidos Triatoma gerstaking -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

GU179073 USA108 Estados Unidos Triatoma gerstaking -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

GU179074 USA111 Estados Unidos Triatoma gerstaking -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

GU179075 USA115 Estados Unidos Triatoma gerstaking -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

GU179071 USA28 Estados Unidos Triatoma gerstaking -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

FJ713405 VTH Guinea Francesa Humano D (Cura et al., 2010) 

EF576824 Cari137 cl1/(a) México Triatoma sp -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576825 Cari137 cl2/(b) México Triatoma sp -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576826 Gue536 cl1/(a) México Triatoma longipennis -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576827 Gue536 cl2/(b) México Triatoma longipennis -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576845 H1cl1/(a) México Humano -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576846 H1 cl2/(b) México Humano -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

FJ713374 HD México -------------------- A (Cura et al., 2010) 

* INC10 México -------------------- A   

EF576822 JJ0 cl1/(a) México Humano A (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576823 JJ0 cl2/(b) México Humano -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576828 L3033(a) México Triatoma longipennis A (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576829 L3033(b) México Triatoma longipennis A (O´Connor et 
al.,2007) 

FJ713386 PG México -------------------- A (Cura et al., 2010) 

EF576835 Pla20 cl3/(c) México Triatoma picturata -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576847 Sba54 cl1/(a) México Triatoma barberi -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576848 Sba54 cl2/(b) México Triatoma barberi -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576819 Tep23cl1/(a) México Triatoma longipennis -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

EF576821 Tep23cl14 
cl14/(z) México Triatoma longipennis -------------------- (O´Connor et 

al.,2007) 

EF576820 Tep23 cl7/(g) México Triatoma longipennis -------------------- (O´Connor et 
al.,2007) 

FJ713403 TR México Triatoma sp A (Cura et al., 2010) 

GU903132 Pan4 cl1 Panamá Humano A (Cura et al., 2010) 

GU903133 Pan4 cl4 Panamá Humano D (Cura et al., 2010) 

GU903134 Pan4 cl5 Panamá Humano A (Cura et al., 2010) 

GU903152 V305 Cl3 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 

GU903153 V305 Cl6 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 

GU903154 V305 Cl7 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 

GU903148 V75 Cl1 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 
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GU903149 V75 Cl2 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 

GU903150 V75 Cl5 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010) 

GU903151 V75 Cl6 Paraguay Triatoma infestans A (Cura et al., 2010) 

GU903123 2414 Venezuela Humano D (Cura et al., 2010) 

GU903126 EP Venezuela Humano D (Cura et al., 2010) 
*Secuencia proporcionada por el M.C Ignacio Martínez Martínez 

6.3.1 Análisis Bayesiano  de las secuencias SL mini-exón 
Para realizar el análisis Bayesiano, fue necesario buscar el mejor modelo de nucleótidos, el cual se 

ajuste de mejor forma a las secuencias de SL mini-exón. Este modelo se obtuvo gracias al programa 

Model Test 3.7 bajo el criterio de Akaike. El modelo más adecuado de acuerdo a este criterio, fue el 

modelo HKY+I+G, con una proporción de sitios invariantes de 0.3678 y una distribución Gamma de 

0.3779. Con estos parámetros se realizó el análisis Bayesiano con el programa Mr. Bayes v 3.2.0, 

corrieron dos análisis independientes de inicio aleatorio con tres cadenas calientes y una fría durante 

1000000 de generaciones muestreando cada 100 generaciones. 

Al observar el árbol resultado del análisis Bayesiano, es posible observar que las cepas Mexicanas 

se agrupan en una sola rama que correspondía a las cepas TcI de otros países, las cuales han sido 

anteriormente caracterizadas como pertenecientes a los grupos genéticos TcI  a, d y Chaco 2/3. A 

pesar de que es posible observar cierto agrupamiento por región geográfica, no se aprecian los 

agrupamientos entre cepas del mismo grupo genético, es decir existen en una sola rama cepas y 

clonas pertenecientes a diferentes grupos genéticos además de que no existe un buen soporte 

estadístico, ya que en su mayoría los valores de probabilidad posterior del árbol filogenético de SL 

mini-exón son menores a 0.75 (Figura 6.8). 
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Necocli C [Tc Ib]

PaDal cl9 [Chaco 3]

Cas 18 [Tc Id]

LL040p33R1 [Chaco 3]

Necocli 3 [Tc Ib]

Cux 58

N5P14 C [Tc Id]

Rp523 C [Tc Id]

SE9V [Tc Ie]

LL02721R1 [Tc Ie]

Cas 10 [Tc Id]

PAVOO cl17

Gaj 29 cl8 [Tc Ie]

V75 cl1 [Tc Id]

VA [Tc Id]

PalDa22 cl7 [Chaco 3]

SBA56

RATA3938A [Tc Ia]

TA [Tc Ia]

Til70 cl8 [Tc Ie]

L3033 cl2

SN8 [Tc Ia]

SN3 [Tc Id]

LL02721R2 [Tc Ie]

PA [Tc Ia]

Mg 1Tc Id]

INC6
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Gal61 C [Tc Id]

LL051P23R0 [Chaco 3]
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NV C [Tc Ia]

USA 115

JJO cl2
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Figura 6.8. Árbol filogenético de SL mini-exón de 176 cepas y clonas Tc I de diferentes países de Latinoamérica. La 
historia evolutiva se obtuvo gracias a un análisis Bayesiano, en el cual se utilizó el modelo HKY+I+G con una proporción 
de sitios invariantes de  0.3678 y una distribución Gamma de 0.3779.  Los colores representan el origen de las cepas y 
clonas. En el árbol es posible observar que las cepas de origen Mexicano se agrupan en una sola rama, en la cual se 
agrupan cepas y clonas de otros países pertenecientes al grupo genético Tc Ia,  Tc Id y  el grupo Chaco 2/3. Al lado del 
nombre de cada cepa o clona anteriormente reportada se indica el grupo genético al cual pertenecen. Abajo del aárbol 
filogenetico se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa. 

6.3.2 Análisis de red Median Joining (MJ) de SL mini-exón 
Debido a que el análisis Bayesiano no tenía buen soporte estadístico, se decidió realizar un análisis 

de red Median Joining, el cual cuenta con mayor sensibilidad, ya que es capaz de discriminar una 

sola mutación, para ello se creó una red Median Joining (MJ) utilizando toda la secuencia de SL mini-

exón. En esta red se incluyeron cepas y clonas de los diversos subgrupos genéticos de TcI.  

 Con este análisis fue posible observar que la mayor parte de las cepas mexicanas se agruparon con 

cepas y clonas pertenecientes al grupo genético Tc Ia. Las cepas CopGro, JBE, Mor 11, Col 7 y 

CRISTI, se encontraron asociadas a cepas y clonas que anteriormente se habían clasificado como 

pertenecientes a los a los grupos genéticos Tc Ib y Tc Id. Algo interesante fue que las cepas y clonas  

anteriormente descritas en el grupo genético Tc Ib  se agruparon en dos grupos diferentes, uno 

relacionado con cepas y clonas Tc Ia y Tc Ie, al cual  seguimos denominando Tc Ib; y el otro grupo 

se encontró relacionado con las cepas mexicanas JBE y CopGro, al cual denominamos Tc If (Figura 
6.9). 
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Figura 6.9 Red Filogenética MJ de SL mini-exón de 176 cepas y clonas Tc I de Trypanosoma cruzi de diferentes países 
de América. En esta red se incluyeron cepas y clonas de los diversos grupos genéticos ya descritos en la literatura. Es 
posible observar  que la mayor parte  de  las cepas mexicanas se agrupan con las cepas y clonas pertenecientes al 
grupo Tc Ia. Las cepas mexicanas JBE y CopGro, se encuentran relacionadas a cepas y clonas anteriormente descritas  
como pertenecientes a cepas anteriormente descritas como pertenecientes al grupo Tc Ib, las cuales hemos denominado 
que pertenecientes al grupo Tc If. Las cepas CRISTI, Col 7 y Mor11 se encuentran relacionadas con las cepas y clonas 
pertenecientes al grupo Tc Id. El tamaño de los nodos, es la proporción de individuos con la misma secuencia. La 
distancia entre cada nodo es proporcional al número de sustituciones. 

 

6.3.3 Análisis  de red Median Joining (MJ) de SL-IR mini-exón 
Debido a que algunas cepas y clonas  colombianas anteriormente descritas en la literatura como Tc 

Ib, se agrupan en dos grupos diferentes, se decidió realizar una red MJ utilizando únicamente el 

fragmento de SL-IR mini-exón, la región característica donde se encuentran el conjunto de SNPs que 

definen los diferentes grupos genéticos de TcI. Al alinear las secuencias de origen mexicano con las 

secuencias extraídas del Gen Bank, el fragmento paso de 49 a 52 nucleótidos, ya que al existir 

inserciones/deleciones en las secuencias mexicanas y de la región del Chaco, se tuvieron que 

agregar tres gaps adiciónales para poderlas alinear (Figura 6.10). 

 

Figura 6.10. Alineamiento de la región que define los diversos grupos genéticos de SL-IR mini-exón de TcI. 
Anteriormente esta región era de 49 nucleótidos, pero al alinear las secuencias de cepas mexicanas se convirtieron en 
52 nucleótidos. De los 52 nucleótidos únicamente 12 de ellos son informativos, en amarillo se muestran estos sitios. 

Al igual que en la red filogenética donde se analiza  en totalidad la región SL mini-exón, en la red 

filogenética MJ donde únicamente se analiza el fragmento de 52 pb que caracteriza a los diferentes 

grupos genéticos de TcI, fue posible observar que la mayor parte de las cepas mexicanas se 

agrupan con las cepas y clonas pertenecientes al grupo Tc Ia. También se encontró que las cepas y 

clonas agrupadas anteriormente en un solo grupo genético denominado Tc Ib, se agrupan en dos 

grupos genéticos diferentes al igual que en la red filogenética donde se analizó el total de la región 

SL mini-exón (Figura 6.9). De los dos grupos genéticos conformados por cepas y clonas que 
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anteriormente se consideraban pertenecientes al grupo Tc Ib, uno de ellos se encuentra relacionado 

con los grupo genéticos Tc Ie y Tc Ia, al cual seguimos denominamos Tc Ib, ya que mantiene las 

mismas relaciones entre los grupos genéticos que el anterior grupo genético descrito  como Tc Ib; 

mientras que el otro grupo genético está asociado a las cepas mexicanas JBE y CopGro, al cual 

denominamos  grupo Tc If. Las cepas mexicanas Col 7, CRISTI, Mor11 siguieron agrupándose con 

las cepas y clonas pertenecientes al grupo Tc Id (Figura 6.11). 
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Figura 6.11. Red Filogenética  MJ  de SL-IR mini-exón de 176 cepas y clonas Tc I de Trypanosoma cruzi de diferentes 
países de América. En esta red se incluyeron cepas y clonas de los diversos grupos genéticos ya descritos. Es posible 
observar  que la mayor parte  de  las cepas mexicanas se agrupan con las cepas y clonas pertenecientes al grupo Tc Ia. 
Las cepas mexicanas JBE, CopGro, se encuentran relacionadas a cepas y clonas del grupo Tc Ib, mientras que las 
cepas CRISTI, Col 7 y Mor11 se encuentran relacionadas con las cepas y clonas pertenecientes al grupo Tc Id. El 
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tamaño de los nodos es proporcional al número de individuos que presentan la misma secuencia. La distancia entre cada 
nodo es proporcional al número de sustituciones. 

6.4.0 Análisis filogenético del gen mitocondrial de citocromo B 
 

Las  trece secuencias de citocromo B mitocondrial pertenecientes a las  cepas mexicanas 

representativas de T. cruzi Tc I, fueron analizadas por medio del programa Mega 5. En dicho análisis 

se encontró que 872 sitios de 904 sitios eran conservados, mientras que 12 sitios eran variables, de 

los cuales ninguno resulto informativo al únicamente analizar las secuencias de cepas 

representativas mexicanas (figura 6.12). 

               1-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------100 

H10          TTAGCATGA-TGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Cux58                      ---------------TTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Cristi            -----CATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Copgro    -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Inc6                      ------------TTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Col7        -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Cari43     -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Qro                        -------------TTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Ver4        -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Sba56     -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Ninoa     -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGACTATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

Mor11     -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

JBE         -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT 

           101------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------200 

H10      CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Cux58  CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Cristi    CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Copgro CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Inc6      CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Col7      CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Cari43  CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Qro       CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Ver4     CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Sba56   CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Ninoa    CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

Mor11   CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

JBE       CATATCTGTTTTACTTCTTTGCTATATTTTCTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTTGACACACATTTATTAGTATGA 

        201----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------300 
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H10      TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Cux58  TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Cristi    TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Copgro TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Inc6      TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Col7     TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Cari43 TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Qro      TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Ver4    TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Sba56  TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Ninoa  TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

Mor11 TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

JBE       TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT 

           301------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------400 

H10       AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Cux58   AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Cristi     AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Copgro AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Inc6      AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Col7     AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Cari43  AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Qro       AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Ver4     AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Sba56  AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Ninoa  AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

Mor11 AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

JBE       AGTAATATTTTAGCTACTGTTCCTGT-ATT-CGGCCAGTGATTATGTTATTGAATATGGGG-T--AGTGAATTTAT-AAATGATTTTACGCTTTTAAAA 

           401----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------500 

H10        CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Cux58    CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Cristi      CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Copgro CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Inc6      CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Col7     CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Cari43 CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Qro      CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Ver4    CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Sba56  CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Ninoa  CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

Mor11CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 
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JBE       CTTCATGTATTACATGTCTTGCT-CCCTTT---TGTTTTAATTATGG-TATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTT 

 

           501------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------600 

H10       TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Cux58   TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Cristi   TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Copgro TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Inc6      TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Col7     TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Cari43 TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Qro     TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Ver4   TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Sba56  TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Ninoa  TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

Mor11  TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

JBE        TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT- 

           601------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------700 

H10     AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Cux58  AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Cristi    AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Copgro AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Inc6       AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Col7      AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Cari43  AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Qro      AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Ver4    AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Sba56  AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Ninoa  AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

Mor11 AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

JBE      AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT 

           701--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------800 

H10      GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Cux58  GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Cristi   GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Copgro GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Inc6      GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Col7     GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Cari43 GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Qro     GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Ver4   GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 
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Sba56 GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Ninoa  GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

Mor11 GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

JBE    GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT 

           801--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------900 

H10       ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGG---- 

Cux58   ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

Cristi     ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

Copgro ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGG---- 

Inc6      ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTG----- 

Col7     ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGG---- 

Cari43 ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGG---- 

Qro     ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

Ver4   ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

Sba56 ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

Ninoa  ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGT--- 

Mor11 ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

JBE     ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

         901----------------------913 

H10          ------------- 

Cux58  TTAG--------- 

Cristi   TTAG--------- 

Copgro   --------------- 

Inc6      ----------------- 

Col7      ---------------- 

Cari43   --------------- 

Qro     TTAG--------- 

Ver4   TTAGCTTATACG- 

Sba56  TTAG--------- 

Ninoa  ------------- 

Mor11  TTAGC-------- 

JBE    TTAGCTTTATACG 

Figura 6.12 Alineamiento del gen mitocondrial de citocromo B de cepas mexicanas representativas de T. cruzi 
pertenecientes al DTU TcI. El alineamiento se encuentra en formato Nexus, es posible observar una gran homogeneidad. 

Las 13 secuencias mexicanas de citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas TcI se integraron a 
un alineamiento en el cual se contaban con 76 secuencias pertenecientes a clonas de T. cruzi TcI de 
Colombia (70) y Chile (6) obtenidas de la base de datos del Genbank (Tabla 6.5).  
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Tabla 6.5 Secuencias de citocromo B mitocondrial extraídas del Gen Bank 

Clave 
Gen Bank 

Clona o 
Cepa 

Origen 
Geográfico  

Origen 
Biológico 

Genotipo 
citocromo B 

reportado  

Referencia 

EU559323 A04 Chile Mepraia 
spinolai 

IA (Spotorno et al., 2008) 

EU559324 24t.p18  Chile Cabra IA (Spotorno et al., 2008) 

EU559326  26t.p18  Chile Cabra IB (Spotorno et al., 2008) 

EU559327  58.p18 Chile Octodon IB (Spotorno et al., 2008) 

EU559328 54.p18 Chile Octodon IB (Spotorno et al., 2008) 

EU559329  5.p18 Chile Cabra IB (Spotorno et al., 2008) 

HQ713679  D18cl10 Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramírez et al., 2011) 

HQ713680  D16cl8  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713681 YDm1Bcl3  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713682  YAS1cl2 Colombia  Alouatta sp. C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713683  SLDm1cl9  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713684  SLDm2cl10  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713685 NR1cl10  Colombia  Ratus ratus C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713686  NDm1cl7 Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713687 SR2cl7  Colombia  Roedor  C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713688  AADm1cl1  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713689  Gal61cl16  Colombia  Roedor  C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713690 YDm1Mcl2  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713691  YTT1cl1 Colombia  Tamandua 
tetradactyla 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713692  Dm11cl7  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713693 Dm38cl16  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713694  D5cl7  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713695  Dm7cl6  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713696  D1cl14  Colombia  Didelphis 
marsupialis 

C (Ramirez et al., 2011) 

HQ713697  AAC1cl3  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramirez et al., 2011) 

HQ713698  AAD6cl7  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramirez et al., 2011) 

HQ713699  YD1cl5  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramirez et al., 2011) 

HQ713700  YB1cl2 Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramirez et al., 2011) 

HQ713701  X1544cl10  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramirez et al., 2011) 

HQ713702 X1082cl9  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713703 X236cl8  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713704  SLA9cl9  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713705  SLB3cl2  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713706 SLD2cl1 Colombia  Eratyrus 
cuspidatus 

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713707  AAB3cl2  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713708  SLF5cl10  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 
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HQ713709  Cepa2cl6 Colombia  Roedor  C (Ramírez et al., 2011) 

HQ713710 Palmascl7  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713711  Necoclicl6 Colombia  Rhodnius 
pallescens 

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713712 NB2cl15 Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713713  NA3cl4  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713714 NC2cl9  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713715  N5P14cl17  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713716 RP540Cl9  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713717  DYRcl15 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713718  LCVcl3  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713719  Xchcl13  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713720 JEMcl2 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713721  SEVcl8  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713722  FECcl15 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713723  YLYcl12  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713724  CACQcl14  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713725  LJVPcl7  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713726  EMcl13  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713727  EEBBcl10  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713728  EHcl1  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713729  CGcl16 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713730  DAcl14 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713731  SMAcl8  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713732  MGcl15 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713733  LERcl3 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713734  FcHcl13  Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713735 SPcl11 Colombia  Humano A (Ramírez et al., 2011) 

HQ713736 SN5cl7  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713737  Coy11cl15 Colombia  Rhodnius 
colombiensis 

C (Ramírez et al., 2011) 

HQ713738 AAA7cl15  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713739  X380cl23  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713740 SLD1Eccl6  Colombia  Rhodnius 
prolixus  

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713741  TmPA1cl6  Colombia  Triatoma 
maculata 

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713742  TVcl9  Colombia  Triatoma 
venosa 

D (Ramírez et al., 2011) 

HQ713743 Tdcl9  Colombia  Triatoma 
dimidiata 

B (Ramírez et al., 2011) 

HQ713744  Td2cl10  Colombia   B (Ramírez et al., 2011) 

HQ713745 Td11cl7  Colombia  Triatoma 
dimidiata 

B (Ramírez et al., 2011) 

HQ713746  AACf1cl2  Colombia  Canis familiaris B (Ramírez et al., 2011) 

HQ713747 H10cl10  Colombia  Canis familiaris B (Ramírez et al., 2011) 

HQ713748 SN10cl3 Colombia   B (Ramírez et al., 2011) 
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En un principio se deseaba analizar un fragmento de 950 pb, con lo cual se pretendía obtener mayor 

información, pero debido a que en Genbank no se encontraron secuencias del gen mitocondrial de 

citocromo B mayores a 550 pb y al secuenciar  y al comparar las  secuencias de cepas mexicanas 

no existía diferencia en la región de 550 a 950 pb, se decidió únicamente tomar en cuenta la región 

homologa de 550 pb, dando como resultado un fragmento de 439 pb, ya que el primer D tiene 

aproximadamente a 100pb su punto de unión a comparación del primer p18, con el cual se obtiene el 

fragmento de 550pb . 

6.4.1 Análisis Bayesiano de fragmento de gen citocromo B mitocondrial 
Se realizó un análisis Bayesiano utilizando el programa Mr. Bayes v 3.2.0, para determinar qué 

modelo de nucleótidos se ajustaba de mejor forma a nuestras secuencias de citocromo B, se utilizó 

el programa Model Test, de acuerdo a este análisis, el modelo que representa de mejor forma 

nuestras secuencias de citocromo B es el modelo GTR+G con una distribución gama de 0.7044. En 

este análisis se utilizó como grupo externo una secuencia de T. marinkellei. 

El resultado final del análisis Bayesiano es un árbol filogenético donde se pueden identificar 2 grupos 

genéticos principales, el grupo 1, el cual agrupa las clonas colombianas pertenecientes al grupo 

genético A de acuerdo a la clasificación dada a partir del análisis del gen mitocondrial de citocromo 

B; el grupo 2 el cual esta conformado por 4 subgrupos, el subgrupo de los no agrupados y los 

subgrupos 2.1, 2.2 y 2.3. El subgrupo de los no agrupados está representado por las cepas 

Mexicanas y las clonas colombianas  que anteriormente se habían clasificado en los grupos 

genéticos B, D y C; el subgrupo 2.1 esta representado por el grupo genético conformado por cuatro 

clonas de origen chileno las cuales se habían clasificado anteriormente como el grupo Tc IB; el 

subgrupo 2.2 está conformado por dos clonas chilenas que anterior se habían clasificado como el 

grupo Tc IA, y finalmente el subgrupo 2.3 esta conformado por 4 clonas colombianas, las cuales se 

habían clasificado en el grupo D (figura 6.13).  
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Figura 6.13. Árbol filogenético del gen mitocondrial de citocromo B de 80 cepas y clonas de T. cruzi TcI. En este árbol es 
posible distinguir dos grupos genéticos principales. El grupo 1 está conformado por clonas colombianas anteriormente 
descritas como pertenecientes al grupo genético A, mientras que el grupo 2 esta conformado por cuatro diferentes 
subgrupos, el subgrupo de los no agrupados y los subgrupos 2.1, 2.2 y 2.3. En el subgrupo de los no agrupados se 
encuentran las cepas mexicanas, al igual que clonas colombianas anteriormente descritas en los grupos genéticos B, C y 
D. El subgrupo genético 2.1 está conformado por cuatro cepas chilenas anteriormente descritas en el genotipo Tc IB, 
mientras que el subgrupo 2.2 está conformado por  dos cepas chilenas anteriormente descritas en el genotipo Tc IA, 
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finalmente el subgrupo 2.3 está conformado por clonas colombianas anteriormente descritas en el genotipo D. Abajo del 
árbol filogenetico se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa. 

6.4.2 Análisis de red Median Joining de fragmento del gen citocromo B mitocondrial 
Debido a que las clonas colombianas que anteriormente eran descritas en los grupo genéticos B, C y 

parte del D se contraen en el grupo 2 en el subgrupo de los no agrupados al realizar el análisis 

Bayesiano, se construyó una red Median Joining, ya que este tipo de análisis cuenta con mayor 

sensibilidad. El resultado de este análisis, es una red filogenética en la cual es posible distinguir 7 

grupos genéticos,  de los cuales seis, los genotipos encontrados en las cepas chilenas, denominados 

Tc IB, Tc IA; y los genotipos colombianos denominados A, B, C y D. Adicionalmente se logró 

distinguir un genotipo donde se encuentran las cepas mexicanas, al cual denominamos como 

genotipo de cepas mexicanas (Figura 6.14). 
 

!

 

 

 
SPcl11&

Tc!IB!

Tc!IA!

Cepas!
Mexicanas!

Genotipo!D!

Genotipo!C!

Genotipo!B!

Genotipo!A!
Chile!!

Colombia!!

México!

 

Figura 6.14. Red Filogenética MJ de 80 cepas de T. cruzi TcI. En  la red filogenética es posible distinguir siete grupos 
genéticos, seis de los cuales ya se habían descrito, es decir los  dos genotipos Tc IA y Tc IB y los genotipos A, B, C y D, 
adicionalmente es posible distinguir un séptimo genotipo el cual agrupa a las cepas mexicanas. 

6.5.0 Análisis conjunto de los genes SL mini-exón y citocromo B mitocondrial 
 

Se extrajeron del Gen Bank secuencias de 14 cepas y clonas colombianas de T. cruzi TcI de los 
genes SL mini-exón y citocromo B mitocondrial. Debido a que no se encontraron las secuencias de 
las clonas seleccionadas de SL mini-exón se usaron las secuencias de las cepas a las cuales 
pertenecían (Tabla 6.8) 

Tabla 6.8 Secuencias de cepas y clonas colombianas de Trypanosoma cruzi Tc I extraídas del Gen 
Bank de SL mini-exón y citocromo B mitocondrial  
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Cepa/clon
a 

Genotipo SL mini-exón (cepa) Genotipo Citocromo B 
(clona) 

Cepa2cl6 Tc If 2 

Coy11cl16 Tc Id 5 

DA Tc Ib 1 

DYRcl15 Tc Ib 1 

FcHcl13 Tc Ib 1 

Gal61cl16 Tc Id 2 

H10cl10 Tc Ib 2 

MGcl15 Tc Ib 1 

N5P14cl17 Tc Id 2 

Necoclicl6 Tc If 5 

SEVcl8 Tc Ib 1 

SN5cl7 Tc Id 2 

SPcl11 Tc If 1 

Tdcl9 Tc Ib 2 

 

6.5.1 Análisis Bayesiano de conjunto de los genes: SL mini-exón y fragmento de citocromo B 
mitocondrial  
Se realizó un análisis en el cual se combinaron en un mismo árbol filogenético los dos genes 

estudiados: gen mitocondrial de citocromo B y SL mini-exón; para ello se realizó un análisis 

Bayesiano a 27 cepas y clonas de T. cruzi Tc I (13 cepas mexicanas y 14 cepas colombianas), 

debido a que cada gen cuenta con diferente tasa evolutiva, el análisis se compartamentalizó, es decir 

de la base 1 a la base 438 nucleótido (gen mitocondrial citocromo B) se analizó con el modelo 

GTR+G con una distribución gama de 0.7044 y de la base 439 a la base 702 se analizó con el 

modelo HKY+I+G, con una proporción de sitios invariantes de  0.3678 y una distribución Gamma de 

0.3779. 

Al analizar el árbol filogenético resultado del análisis Bayesiano integrando los dos genes, es posible 

distinguir dos grupos genéticos principales, el genotipo 1 y el genotipo 2. El genotipo 1 esta integrado 

por las clonas pertenecientes grupo genético 1 de citocromo B, mientras que el genotipo 2 

corresponde a cepas y clonas pertenecientes al grupo genético 2 de citocromo B. También es 

posible observar que las distancias genéticas entre las cepas y clonas pertenecientes al genotipo 2 

son pequeñas. Todas las cepas mexicanas se agrupan en una sola rama en el genotipo 2 (Figura 
6.15).  
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Figura 6.15. Árbol suma en el cual se analizan los genes SL- mini-exón y el fragmento del gen mitocondrial de citocromo 
B. Las cepas  y clonas  analizadas se agrupan en dos ramas principales, una en la cual se agrupan las clonas 
pertenecientes al genotipo 1 de citocromo B y en la otra rama se agrupan las demás cepas y clonas, las cuales 
denominamos como genotipo 2. Es posible observar que las cepas mexicanas pertenecen al genotipo 2. Abajo del árbol 
filogenetico se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa. 

 

6.6.0 Integración de todos los resultados del análisis de las cepas TcI  
 

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de  los análisis realizados a las cepas mexicanas TcI, es 
posible observar que de acuerdo al marcador molecular utilizado, se observa variación genética ó no (Tabla 
6.9). 

Tabla 6.9  Resumen de resultados obtenidos con los diferentes marcadores moleculares 
Cepa Origen Biológico Genotipo  

SCLE 1-2 
Genotipo   

Análisis Red MJ 
 SL-IR mini-exón 

Genotipo  
Análisis Bayesiano 

citocromo B 

Genotipo  
Análisis de Red MJ 

de citocromo B 

 Genotipo 
Análisis Bayesiano 

Árbol suma : citocromo B /SL mini-
exón 

Cari 043 T. picturata Patrón de bandeo tipo A A 2  subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas  2 

Col 07 T. pallidipennis Patrón de bandeo tipo B D 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

CopGro T. mazzotti Patrón de bandeo tipo B B 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 
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CRISTI Humano Patrón de bandeo tipo B D 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

Cux 58 T. longipennis Patrón de bandeo tipo B A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

H 10 Humano Patrón de bandeo tipo A A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

INC 6 Humano Patron de bandeo tipo B A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

JBE Humano Patrón de bandeo tipo A B 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

Mor 011 D. virginiana Patrón de bandeo tipo B D 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

Ninoa Humano Patrón de bandeo tipo A A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

Qro T. sp. Patrón de bandeo tipo A A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

Sba 58 T. barberi Patrón de bandeo tipo B A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

VER 004 D. marsupialis Patrón de bandeo tipo B A 2 subgrupo no 

agrupados 

Mexicanas 2 

 

6.7.0 Análisis Filogenético de cepas No TcI 
 
Se realizó un análisis filogenético de las cepas Ver I y Ver 6. Para ello se realizó un análisis 

Bayesiano de los genes  SL mini-exón y citocromo B mitocondria, al igual que un análisis de red MJ 

al gen mitocondrial de citocromo B.  

6.7.1 Análisis Bayesiano gen SL mini-exón de cepas no TcI  
Las cepas Ver 1 y Ver 6 son cepas las cuales no pertenecen al grupo genético TcI, ya que al realizar 

la amplificación del gen SL mini-exón el amplificado fue de 300pb, por tanto los productos de 

amplificación de SL mini-exón fueron secuenciados (Figura 6.16). Las secuencias obtenidas se 

alinearon en un alineamiento que contaba con al menos una secuencia de SL mini-exón de cada 

DTU. Para representar el DTU TcI se usaron como cepas referencia las cepas mexicanas 

representativas TcI, como cepa representativa del DTU TcII se usó Tul8, en el caso del DTU TcIII se 

ocuparon como cepas representativas las cepas M5631 y M6241, del DTU TcIV la cepa 

representativa fue Can TcIII, mientras que la referencia del DTU TcV  fue la cepa MN y finalmente la 

cepa referencia del DTU TcIV fue Cl Brener (Tabla 6.10).  

         1------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------100 

Ver 1 GTGTCTGCCACCT-CCTT-GGGTC-GCCCTCATTTTCGCTTCATGGCTG-CTATTGCCTGCATCTTT--GTTT--TGTTTT--GT----GTTTT-CTCC 

Ver 6 GTGTCCGCCACCT-CCTT-CGGGC-CCCCTCATTTTCGCTTCATGGCTG-CTATTGCCTGCATCTTT--GTTT--TGTTTT--GT----GTTTT-CTCC 

          101--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------200                   

Ver 1                - --G-TCTC--GTTCCTTT-T---ATTCGC-CTTTTT-TCCGCGT---ATG---CC-GCGCTTCTTCC--TGTGTTTT-CCGGTGTTTTT---GCC--- 

Ver 6                 ---G-TCTC--GATCCTTT-T---ATTCGC-CTTTTT-TCCGCGT---ATG---CC-GCGCTTCTTCC--TGTGTTTT-CCGGTGTTTTT---GCC--- 

          201-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------300 

Ver 1                             TTGCT--CG-CAC-ACTCGGCT---------------GCATTTGC--TGTTCCACACTC--GCCA--TGTGC-GTCT-TTTCC--G-----------CC 

Ver 6                             TTGCT--CG-CAC-ACTCGGCT---------------GCATTTGC--TGTTCCACACTC--GCCA--TGTGC-GTCT-TTTCC--G-----------CC 
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          301---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------400 

Ver 1 CCC-TG-AC-GCCGTCCACGGCGC---T-----ATCCCGGGGCCGACG--TCCCGGACCCTG----AC--CCC---TCCCCAGTGTGGCCTGGG-AGGG 

Ver 6 CCC-TG-AC-GCCGTCCACGGCGC---T-----ATCCCGGGGCCGACG--TCCCGGACCCTG----AC--CCC---TCCCCAGTGTGGCCTGGG-AGGG 

       400---404 

Ver 1 GGGA 

Ver 6 GGGA 

Figura 6.16 Alineamiento del gen SL mini-exón de cepas mexicanas representativas de T. cruzi no Tc I. El alineamiento 
se encuentra en formato Nexus, es posible observar una gran homogeneidad. 

Tabla 6.10 Secuencias referencia del gen SL mini-exón No TcI 

Clave Gen Bank Cepas Referencia  DTU 

AY367125 *Tu18 TcII 

AF050521 *M5631 TcIII 

AF050522 *M6241 TcIII 

AY367123 *Can III TcIV 

AY367128 *MN TcV 

AF506368 *Cl Brener TcVI 

* Referencias (Zingales et al., 2009), como referencia del DTU Tc I se usaron las cepas mexicanas. 

Para realizar el análisis Bayesiano, fue necesario buscar el mejor modelo de nucleótidos, el cual se 

ajuste de mejor forma a las secuencias de SL mini-exón. Este modelo se obtuvo gracias al programa 

Model Test 3.7 bajo el criterio de Akaike. El modelo más adecuado de acuerdo a este criterio, fue el 

modelo HKY+I+G, con una proporción de sitios invariantes de 0.3678 y una distribución Gamma de 

0.3779. Con estos parámetros se realizó el análisis Bayesiano con el programa Mr. Bayes v 3.2.0, 

corrieron dos análisis independientes de inicio aleatorio con tres cadenas calientes y una fría durante 

1000000 de generaciones muestreando cada 100 generaciones. 

Al observar el árbol resultado del análisis Bayesiano, se pudo distinguir cuatro grupos genéticos, uno 

correspondiente a las cepas TcI; el segundo grupo correspondiente a las cepas TcII, TcV y  TcVI; el 

tercer grupo genético correspondiente a las cepas  TcIII y finalmente el cuarto grupo correspondiente 

a las cepas pertenecientes a TcIV. Las cepas mexicanas no TcI se agruparon con las cepas 

referencia Cl Brener (DTU TcVI), MN (DTU TcV) y Tu18 (DTU TcII) (Figura 6.17).  
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Figura 6.17 
Árbol filogenético analizando el gen SL mini-exón cepas mexicanas no TcI. En este árbol es posible distinguir cuatro 
grupos genéticos, el primero corresponde a cepas TcI; el segundo a las cepas TcII, TcV y TcVI; el tercero TcIII y el cuarto 
a Tc IV. Las cepas  mexicanas no TcI se agrupan  en el segundo grupo genético, es decir con las  cepas referencia 
pertenecientes a los DTUs  TcII, TcV y TcVI. Abajo del árbol filogenetico se muestra una escala en la cual se puede 
determinar la distancia entre cada taxa. 

6.7.2  Análisis filogenético de citocromo B mitocondrial del cepas mexicanas no Tc I 
Las secuencias de citocromo B mitocondrial de las cepas Ver 1 y Ver 6 fueron analizadas por medio 

del programa Mega 5, en este análisis fue posible observar que las cepas Ver 1 y Ver 6 son muy 

similares, ya que de 872 sitios 826 son iguales encontrándose 5 sitios variantes únicamente (Figura 
6.18). Es importante resaltar que al igual que en el análisis del gen mitocondrial de citocromo B de 

las cepas  TcI, se analizó únicamente  el fragmento homólogo de 550 pb, el cual en este  caso tiene 

una longitud de 439 pb. 

              1---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------100 

Ver6        TTAGCGTGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAA-TTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGATTTTGATTTAGGTTTTGTAATTAGAAGTATTCATA 

Ver1            ----CGTGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGATATTTTATTTTATTTTTGTGAGATTTTGATTTAGGTTTTGTAATTAGAAGTATTCATA 

              101--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------200 

Ver6         TTTGTTTCACTTCCTTATTATATTTTTTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTCGACACACATTTATTAGTGTGATTTG 

Ver1        TTTGTTTCACTTCCTTATTATATTTTTTATTATATGTGCATATATTTAAATGTATAATATTGGTAATTTTATTCGACACACATTTATTAGTGTGATTTG 
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             201--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------300 

Ver6     TAGGATTTGTATTATTTATGTTCATAATAGTTATTGCATTTATTGGATATGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTA 

Ver1     TAGGATTTGTATTATTTATGTTCATAATAGTTATTGCATTTATTGGATATGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTA 

           301---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------400 

Ver6   ATATTTTAGCAACTGTACCTGTGATCGGTCAGTGATTGTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCACGTAT 

Ver1   ATATTTTAGCAACTGTACCTGTGATCGGTCAGTGATTGTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCACGTAT 

            401---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------500 

Ver6       TACACGTTCTACTTCCTTTTGTATTAATAATGGTATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTTTTTGTGATAGGTTTG 

Ver1       TACACGTTCTACTTCCTTTTGTATTAATAATGGTATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTTTTTGTGATAGGTTTG 

            501--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------600 

Ver6      CTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTCGCATTTTTCATATTATTTTGTGTAATGTACGTTATTTTTA 

Ver1       CTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTCGCATTTTTCATATTATTTTGTGTAATGTACGTTATTTTTA 

           601---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------700 

Ver6     TAAATTGATATTTCGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGATAAAATATTACCCGAATGATTTTTCCTATTTTTAT 

Ver1     TAAATTGATATTTCGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGATAAAATATTACCCGAATGATTTTTCCTATTTTTAT 

            701--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------800 

Ver6    TTGGCTTCCTTAAAGCAGTGCCTGACAAATTTATGGGATTATTTTTGATGGTAGTACTATTATTCGCATTATTTATGTTTATATTAGATTGCATATTGT 

Ver1    TTGGCTTCCTTAAAGCAGTGCCTGACAAATTTATGGGATTATTTTTGATGGTAGTACTATTATTCGCATTATTTATGTTTATATTAAATTGCATATTGT 

             801-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------881 

Ver6     GATTTGTTTATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAGCGTGTTCG------------------------------------ 

Ver1     GATTTGTTTATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCATTGATTCTATTCTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT 

Figura 6.18 Alineamiento del  fragmento del gen citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas representativas de T. 
cruzi no Tc I. El alineamiento se encuentra en formato Nexus, es posible observar una gran homogeneidad. 

Para la realización del análisis bayesiano, así como el análisis de redes las secuencias de citocromo 

B mitocondrial de las cepas mexicanas no TcI, Ver I y Ver 6 fueron alineadas con 15 secuencias de 

citocromo B de cepas referencia de cada DTU (Zingales et al. 2009) (Tabla 6.11), así como con las 

13 secuencias de citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas representativas pertenecientes al 

DTU TcI. 
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Tabla 6.11 Secuencias referencia de citocromo B mitocondrial 

Clave Gen Bank Clona o cepa referencia DTU 

AJ130931 *Esmeraldo03 TcII 

AJ130932 *TU18cl2 TcII 

FJ168768 *Y TcII 

AJ130929 *Canlllcl1 TcIV 

AJ439720 *M5631 TcIII 

AJ439725 *92.80 TcV 

AJ130935 *Cl Brener TcVI 

AJ130933 *M6241cl6 TcIII 

AJ130934 *MNcl2 TcV 

AJ130936 *Tulahuencl2 TcVI 

AJ439726 *X109/2 TcIII 

AJ439723 *X57 TcVI 

AJ439719 *Cuica TcI 

FJ156759 *G TcI 

AJ130928 *X10cl1 TcI 
                                                           *Secuencias referencia (Zingales et al. 2009) 

6.7.2.1 Análisis Bayesiano del gen de citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas no TcI 
Debido a que las cepas mexicanas Ver 6 y Ver 1 no pertenecen al DTU TcI se realizó un análisis 

Bayesiano usando el modelo GTR+G con una distribución gama de 0.7044. En este análisis se 

utilizó como grupo externo, el cual fue T. marinkellei. El resultado de el análisis fue un árbol, en el 

cual existían tres grupos genéticos: el primer grupo genético pertenece a los aislados DTU Tc I, el 

segundo grupo genético pertenece a los aislados pertenecientes a los DTUs híbridos DTUs III-VI, 

mientras el tercer grupo genético pertenece a los aislados pertenecientes al DTU Tc II. Las cepas 

mexicanas representativas TcI se agruparon con cepas y clonas referencia  TcI, mientras que las 

cepas mexicanas Ver 1 y Ver 6, se agruparon con los DTUs híbridos, es decir TcIII-VI (figura 6.19). 
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Figura 6.19. Árbol filogenético del fragmento del gen mitocondrial de citocromo B de diferentes cepas y clonas 
pertenecientes a los diversos DTUs. Se observa que las cepas mexicanas anteriormente clasificadas como TcI se 
agrupan con cepas y clonas referencia TcI, las cepas mexicanas  Ver I y Ver 6, las cuales no pertenecen al DTU TcI se 
agrupan con las cepas y clonas pertenecientes a los DTUs híbridos. Abajo del árbol filogenetico se muestra una escala 
en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa. 

6.7.2.2 Análisis de red Median Joining (MJ) de cepas No Tc I 
Se construyó una red MJ, con la cual se intentó aumentar la sensibilidad del análisis, para determinar 

a que DTU pertenecen las cepas Ver I y Ver 6. A pesar  de nuestro deseo de aumentar la 

sensibilidad del análisis, no fue posible determinar el DTU al cual pertenecen las Ver I y Ver 6, ya 

que siguen agrupándose con cepas y clonas pertenecientes a los grupos híbridos (figura 6.19).  
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Figura 6.19 Red MJ analizando gen mitocondrial de citocromo B de los diferentes DTUs incluyendo todas las cepas 
mexicanas. Al observar la red es posible observar que las cepas y clonas se agrupan en tres diferentes grupos genéticos, 
las cepas y clonas TcI, en donde se agrupan 13 de las 15 cepas mexicanas analizadas, clonas TcII y el tercer grupo 
cepas y clonas pertenecientes a DTUs híbridos, en este grupo se encuentran las cepas Ver I y Ver 6. El tamaño de los 
nodos es proporcional al número de individuos que presentan la misma secuencia. La distancia entre cada nodo es 
proporcional al número de sustituciones. 

7.0 Discusión de resultados 
 
Al realizar el primer análisis con los microsatélites descritos por (Macedo et al., 2001) se encontró 

que existía cierta tendencia a la agrupación entre cepas aisladas de humano y un agrupamiento 

entre cepas de Cuxpala y otra agrupación entre las cepas de Nayarit, a pesar de ello estos 

agrupamientos no contaban con el soporte estadístico necesario, ya que los valores de probabilidad 

posterior son en muchos de los casos menores a 0.75. Por esa razón se decidió seleccionar 12 de 

las cepas anteriormente analizadas, incluyendo  esta vez  las cepas Ninoa, Qro y Ver 6 las cuales no 

se habían analizado con estos marcadores moleculares. Ya seleccionadas las cepa se reanalizaron 

con los microsatélites: SCLE11-12, MCLG 11-12, MCLF 11-12, MCL51-52 y SCLE 1-2, pero en lugar 

de resolver los productos de amplificación en geles de poliacrilamida al 12% de 7.7x8.6 cm2, se 

resolvieron en geles de poliacrilamida al 15% de 18x17 cm2 con la idea de mejorar el análisis. Esta 

modificación aumento la resolución, a pesar de ello este método no es suficientemente sensible, una 

posible alternativa, es la realización de una electroforesis capilar de los productos de PCR de los 

microsatélites. 
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Debido a la pérdida de sensibilidad, se observó en la mayor parte de los microsatélites gran 

homogeneidad, a pesar de ello fue posible distinguir dos diferentes patrones de bandeo entre cepas 

TcI, los cuales se denominaron  subgrupo de no agrupados con patrón de bandeo tipo A y subgrupo 

con patrón de bandeo tipo B de SCLE 1-2. Al ampliar el análisis a 55 cepas fue posible relacionar los 

dos diferentes subgrupos de SCLE 1-2 con el origen biológico de los aislados; ya que el 80% de las 

cepas pertenecientes al subgrupo de no agrupados con patrón de bandeo tipo A  provenían de 

humano, mientras que el 85% de las cepas pertenecientes al subgrupo con patrón de bandeo tipo B 

provenían de vector. Este hecho nos sugiere que posiblemente las cepas pertenecientes al subgrupo 

con patrón de bandeo tipo B, se adapten de mejor forma a los vectores y a los hospederos 

selváticos, mientras que las  cepas pertenecientes al subgrupo de los no agrupados con patrón de 

bandeo tipo A, se adaptan mejor a los humanos.  

Este fenómeno de relación entre genotipo y hospedero ya se ha descrito  anteriormente con el gen 

mitocondrial de citocromo B (Ramírez et al. 2011). A pesar de estos resultados aún es necesario 

analizar cepas y clonas procedentes de otros países para ver si esta tendencia se mantiene, o 

únicamente  ocurre con las cepas mexicanas, además de que es necesario analizar con un mayor 

número de microsatélites que sean polimórficos en aislados Tc I, como los utilizados  por Llewellyn y 

colaboradores en 2009. Al realizar el análisis Bayesiano de las cepas mexicanas usando como 

marcador molecular el gen SL mini-exón, fue posible observar que los valores probabilidad posterior 

son bajos, lo cual no indica que el método del análisis sea malo, únicamente nos habla de cierta 

homogeneidad del gen mini-exón de las cepas y clonas TcI cuando se usa este como marcador. 

Este fenómeno ya se había observado con anterioridad (Cura et al. 2010), por tanto se decidió 

realizar un análisis de redes, el cual presenta mayor sensibilidad, pues tiene como conveniente que 

puede diferenciar un grupo genético entre otro por un solo nucleótido.  

Lo primero que se pudo observar en el análisis de redes, fue que la mayor parte de las clonas y 

cepas de origen mexicano se agruparon con cepas y clonas pertenecientes al grupo genético Tc Ia lo 

cual coincide con reportes previos los cuales incluyen cepas de mexicanas (Cura et al., 2010; 

Tomasini et al., 2011). Al analizar las secuencias de SL mini-exón de cepas y clonas de T. cruzi Tc I  

de todo Latinoamérica y E.U. construyendo una red MJ, fue posible observar que algunos aislados 

anteriormente descritos como pertenecientes al grupo genético Tc Ib se agrupaban en dos grupos 

genéticos  completamente diferentes; por un lado aquellas que tenían relación con los grupos Tc Ia y 

Tc Ic al cual denominamos grupo Tc Ib, y por otro lado aquellas que se encontraban relacionadas 

con las cepas mexicanas JBE y CopGro, las cuales formaron el nuevo grupo genético denominado 

Tc If. Cabe aclarar que antes de llegar a esta conclusión se revisó el alineamiento por dos personas 
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de forma independiente, con lo cual se deseaba eliminar un posible error en el alineamiento.  En ese 

momento se creyó que una posible causa de la diferencia en los grupos genéticos , era que en este 

estudio se utilizaba en el análisis toda la secuencia de SL mini-exón, y en los estudios previos 

únicamente se analizaba el fragmento de SL-IR mini-exón (Cura et al. 2010), es decir únicamente la 

región intergenica de 49 nucleótidos donde se encuentran el grupo de SNPs que describen los 

diferentes grupos genéticos (Falla et al., 2007, Herrera et al., 2009, Cura et al., 2010).  

Debido a la separación del grupo genético Tc Ib se decidió analizar únicamente la región homologa 

de 49 pb que define los diferentes grupos genéticos, en este caso, la región paso de 40 pb a 52 pb, 

esto se debe a que al alinear las secuencias de las cepas mexicanas y las secuencias de los 

aislados de la región del Chaco (Tomasini et al., 2011), presentaban diferentes inserciones y 

deleciones (indels), lo cual ocasionó que al alinear todas las secuencias se incrementara el número 

de sitios a considerar.  

En el análisis de SL-IR mini-exón mediante una red MJ, fue posible observar que las cepas y clonas, 

que en estudios anteriores fueron clasificadas como pertenecientes al grupo genético Tc Ib, siguen 

agrupándose en dos grupos diferentes, al igual que en el análisis utilizando toda la región de SL 

mini-exón. Este hecho lo podemos atribuir a que al aumentar el número de sujetos analizados, puede 

cambiar la topología de la red, ya que posiblemente en los estudios anteriores no se contaba con 

sujetos los cuales tuvieran una relación tan cercana con las cepas y clonas correspondientes al 

grupo genético Tc If y al introducir las cepas mexicanas, estas formaron un grupo genético diferente. 

También fue posible distinguir que  las cepas Mor11, Col7 y CRISTI se encuentran relacionadas con 

el grupo genético Tc Id. 

El tercer marcador que se utilizó fue el gen mitocondrial de citocromo B, en un principio se deseaba 

analizar un fragmento de 950pb, con lo cual se creía que se obtendría  mayor información, ya que a 

mayor porción del gen analizado existía la posibilidad de obtener más información. A pesar de ello 

nos dimos cuenta que el fragmento de 950 pb de gen mitocondrial de citocromo B de las cepas 

mexicanas de los  nucleótidos 512-952 no era informativo, es decir no presentaba ninguna variación 

entre cepa ya que en todas las secuencias era igual esta región, además de que en el Genbank no 

existen secuencias de citocromo B mitocondrial de T. cruzi TcI con este tamaño, por esta razón la 

región de 512-950 pb se eliminó del análisis. 

Al realizar un análisis Bayesiano de las secuencias de citocromo B mitocondrial, fue posible distinguir 

2 grupos genéticos predominantes, el grupo 1 el cual consta de los aislados colombianos de origen 

humano clasificados como pertenecientes al grupo genético A (Ramirez et al. 2011); mientras que el 
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grupo 2 esta conformado por 4 subgrupos, el subgrupo de los no agrupados, en el cual se 

encuentran las cepas mexicanas y clonas colombianas que anteriormente se habían clasificado  

como pertenecientes a los grupos genéticos B,C y D de citocromo B mitocondrial (Ramírez et al., 

2011), el subgrupo 2.1y 2.2 los cuales están conformados por cepas chilenas anteriormente 

descritas como pertenecientes a los genotipos Tc IA y Tc IB de citocromo b (Spotorno et al., 2008); y 

el subgrupo 2.3 donde se encuentran las cepas colombianas anteriormente descritas como 

pertenecientes al genotipo D (Ramirez et al., 2011). El colapsamiento de los grupos genéticos B, C y 

D descritos por Ramírez y colaboradores en el 2011 en un solo grupo genético al cual denominamos 

grupo 2  subgrupo de no agrupados, se pudo deber a que las distancias genéticas son pequeñas 

entre los aislados de estos grupos y al aumentar el número de sujetos analizados se disminuyeron 

las distancias genéticas relativas. Algo que nos llamó la atención es que los aislados  de origen 

humano colombianos se agrupan en el grupo genéticos 1, en el caso de las cepas mexicanas de 

origen humano todas se agruparon en grupo genético 2 en el subgrupo de no agrupados, lo cual nos 

puede indicar una relación entre grupo genético y origen geográfico, a pesar de ello es necesario 

analizar un número mayor de cepas mexicanas con diferentes orígenes biológicos e incluir aislados 

que provengan de diferentes países.  

Al igual que en el análisis de SL mini-exón, al analizar el gen mitocondrial de citocromo B se 

construyó una red filogenética MJ, con lo cual se deseaba aumentar  la sensibilidad del análisis. En 

esta ocasión fue posible distinguir los grupos genéticos anteriormente  descritos (Spotorno et al., 

2008; Ramírez et al., 2011), y también se encontró que las cepas mexicanas se relacionaban entre sí 

formando un solo grupo. Este agrupamiento entre las cepas mexicanas, nos puede indicar que estas 

tienen ciertas características específicas, las cuales son resultado de la adaptación de las 

condiciones geográficas, a los vectores biológicos e incluso a la adaptación de los parásitos a los 

hospederos de la región. Este resultado concuerda con los resultados obtenidos por O´Connor en el 

2006 en el cual se observó que las cepas mexicanas de T. cruzi Tc I son diferentes genéticamente a 

los aislados de otras regiones de Latinoamérica (O´Connor et al., 2006). 

 Debido a que la información genética obtenida con un solo gen es bastante limitada, se realizó un 

análisis Bayesiano en el cual se analizaron de forma simultánea los genes SL mini-exón y citocromo 

B mitocondrial, debido a que cada gen tiene una tasa evolutiva diferente se  tuvo que 

compartamentalizar el análisis, con lo cual se analizó con diferente modelo evolutivo cada gen. El 

resultado del análisis conjunto de los genes SL mini-exón y citocromo B, fue un árbol filogenético en 

el cual existen dos grupos genéticos principales, el primer grupo genético está determinado por 

parásitos colombianos pertenecientes al grupo genético 1 de citocromo B mitocondrial y en el 
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segundo grupo se reunieron el resto de las clonas y cepas, las cuales pertenecían a los grupos 

genéticos 2-5 de citocromo B mitocondrial. Este fenómeno se puede deber a que al analizar de forma 

simultanea los genes SL mini-exón y citocromo B mitocondrial, el gen que domina la topología es el 

gen mitocondrial de citocromo B. Al igual que en el análisis del gen mitocondrial de citocromo B, las 

cepas mexicanas se agrupan en una sola rama, lo cual hace más fuerte la teoría de que las cepas 

mexicanas son distinguibles a cepas de otros países. 

Al integrar todos los análisis realizados a las cepas mexicanas TcI, es posible observar que existen 

diferentes resultados dependiendo del marcador molecular utilizado, ya que al utilizar el microsatélite 

SCLE 1-2 y el gen SL mini-exón se observa cierta variación. En el caso del análisis del gen 

mitocondrial de citocromo B y el análisis conjunto de los genes SL mini-exón y gen mitocondrial de 

citocromo B observamos gran homogeneidad, esto último lo podríamos atribuir a que en la topología 

del árbol suma predomina la topología dada por el gen mitocondrial de citocromo B (Tabla 6.9). 

Estos resultados nos indican que aún es necesario la búsqueda de nuevos marcadores moleculares  

asociados con la patogenicidad y virulencia de los parásitos, como lo son proteínas de superficie 

(Cerqueria et al., 2008) o la secuenciación de genes ribosomales, ya que en estos últimos se ha 

encontrado variación entre las cepas mexicanas (Zavala-Castro et al. 1993). 

A pesar de que se ha demostrado que el DTU predominante  en México es TcI (Bosseno et al., 

2002), en este estudio se analizaron 2 cepas mexicanas que no pertenecen a este DTU,Ver I y Ver 

6. Al realizar un análisis Bayesiano del gen  SL mini-exón, se distinguieron cuatro grupos genéticos, 

en el primero de ellos se agrupan las cepas TcI; el segundo grupo genético agrupan cepas y clonas 

pertenecientes a los DTUs  TcII, V y TcVI, lo cual resulta  lógico ya que los DTUs TcV y TcVI son 

híbridos del DTU TcII, en este grupo genético se agrupan las cepas mexicanas Ver 1 y Ver 6, lo cual 

nos indica que las cepas mexicanas no TcI posiblemente pertenezcan a alguno de estos DTUs; el 

tercer grupo genético está conformado por aislados pertenecientes al DTU TcIII; y finalmente el 

cuarto grupo genético está conformado por aislados pertenecientes al DTU  TcIV.  

En los dos análisis realizados al gen mitocondrial de citocromo B fue posible distinguir tres grupos 

genéticos, el primero de ellos correspondía a los aislados pertenecientes al DTU TcI, el segundo 

grupo genético corresponde a los aislados pertenecientes a los DTUs híbridos TcIII-VI, y finalmente 

el tercer grupo genético corresponde a aislados pertenecientes al DTU TcII. La topología obtenida a 

partir del análisis Bayesiano y el análisis de red MJ del gen mitocondrial de citocromo B, es similar a 

la topología reportada anteriormente (Pena et al., 2009). En los dos análisis se observó que las 

cepas Ver I y Ver 6 se agruparon con los aislados pertenecientes a los DTUs híbridos (DTU TcIII-VI). 
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 Al conjuntar los resultados obtenidos de los diferentes análisis realizados a los genes SL mini-exón y  

el gen mitocondrial de citocromo B, pudimos determinar que las cepas mexicanas Ver 1 y Ver 6 

pertenecen a alguno de los DTUs híbridos TcV o TcVI, para determinar con mayor exactitud a que 

grupo genético pertenece es necesario  realizar estudios de amplificación de los genes ribosomales  

24Sα y 18Sα rADN (Zingales et al., 2012).  

Haber encontrado cepas mexicanas las cuales no pertenecen al DTU  TcI es muy importante. Un 

estudio reciente publicado en este año, en el cual se análizaron Triatomas de la especie dimidiata 

infectados por T. cruzi, provenientes de domicilios o áreas peridomestica del estado de Veracruz, 

demostró que existía una gran variabilidad genética de T. cruzi, encontrándose que de un 13-27% de 

los triatominos, se encontraban infectados con T. cruzi no perteneciente a Tc I, se   han en contrado   

TcII,    TcIII, TcV y TcVI (Ramos-Ligonio et al., 2012). Adicionalmente, este resultado concuerda con 

algunos reportes en los cuales se ha encontrado la presencia de aislados en Estados Unidos 

pertenecientes al DTU TcIV, el cual es un DTU hibrido al igual que los DTUs  TcV y TcVI (Zingales et 

al. 2012). Algo relevante de las cepas Ver 1 y Ver 6, es que se aislaron a partir de reservorios, lo cual 

nos indica que es necesario ampliar el grupo de estudio e integrar un mayor número de aislados de 

origen selvático y de reservorios, ya que posiblemente al analizar estos aislados podamos observar 

mayor diversidad genética en los aislados de T. cruzi de México.  

8.0 Conclusiones  
 
Al analizar las 15 cepas mexicanas, de las cuales 13 pertenecen al DTU TcI, fue posible determinar 

que las cepas mexicanas son características de la región, ya que se observa  que se diferencian de 

otras cepas y clonas provenientes de otros países. También fue posible encontrar que el 

microsatélite  SCLE 1-2 nos permitio determinar una asociación entre origen biológico y genotipo, lo 

cual nos indica cierta adaptación de algunos genotipos a ciertos hospederos.  

Al analizar SL mini-exón fue posible determinar que el grupo genético  anteriormente denominado Tc 

Ib encontrado en cepas colombianas se dividió en dos grupos genéticos, los cuales denominamos Tc 

Ib y Tc If, fue también posible determinar que en México existe la presencia de los genotipos Tc Ia, 

Tc If y Tc Id.  

En el caso del análisis del gen mitocondrial de citocromo B, se determinó que las cepas mexicanas 

son altamente homogéneas con este marcador, encontrándose que pertenecen al grupo 2 subgrupo 

de no agrupados del gen mitocondrial de citocromo B; y al realizar el análisis de red MJ fue posible 

observar que las cepas mexicanas se logran diferenciar de las cepas y clonas de otros países. Al 



	
   98	
  

realizar el análisis conjunto del gen SL mini-exón y gen mitocondrial de citocromo B, se encontró el 

mismo resultado encontrado en el análisis de citocromo B. 

Fue posible determinar que las cepas Ver 6 y Ver 1 pertenecen a los DTUs híbridos Tc V o Tc VI, lo 

cual abre la puerta al estudio de cepas No TcI mexicanas. 

9.0	
  Perspectivas	
  	
  
 
A pesar de todos estos resultados es recomendable aumentar el número de aislados que se 

estudien, agregando aislados de origen selvático, al igual que la inclusión de clonas, ya que se a 

comprobado que las cepas son poblaciones de parásitos genéticamente heterogéneos (Yeo et al., 

2007).  En nuestro laboratorio hemos logrado clonar aproximadamente 30 cepas, las cuales se 

desean analizar con microsátelites que nos permitan la subdivisión del DTU TcI, esto se realizara 

utilizando el panel de 48 primers utilizados por Llewellyn y colaboradores en el 2009. También es 

necesario el análisis de nuevos marcadores moleculares relacionados con factores de virulencia y 

patogenicidad, como son algunas proteínas de superficie que interactúan con  la célula del 

hospedero (Cerqueria et al., 2008), o enzimas como la cruzipaina, la cual esta involucrada en la 

defensa del sistema inmune. 

Otro punto importante de este estudio es el análisis de genomas completos, ya que es difícil realizar 

inferencia filogénetica únicamente utilizando tres marcadores moleculares. Al realizar la 

secuenciación masiva de los diferentes aislados pertenecientes a los diferentes grupos genéticos de 

SL mini-exón y citocromo B, se  podrá  realizar una comparación entre  las regiones del genoma 

conservadas y variables, con lo cual se podría realizar una mejor selección de los genes a analizar. 

Una de las razónes por las cuales en el laboratorio se realizan el estudio genético de los diferentes 

aislados de T. cruzi es relacionar la diversidad genética con los mecanismos de invasión y diferentes 

comportamientos en la patogénesis de la enfermedad usando parásitos pertenecientes a  los 

diferentes grupos genéticos. Al tener clonas de T. cruzi, las cuales ya se han caracterizado 

genéticamente, se podrían llevar diferentes ensayos de invasión “in vitro” e “in vivo” con lo cual se 

podría determinar las implicaciones biológicas de la diversidad genética. 
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12.0	
  Anexos	
  

12.1	
  Anexo	
  1	
  (Análisis Bayesiano) 	
  
En un análisis Bayesiano se parte del teorema de Bayes, en el cual se da una conclusión a partir de 

diferentes hipótesis, concluyendo cual es la hipótesis más probable a partir de los resultados. La 

diferencia con otro tipo de análisis estadísticos con enfoque clásico es que en este último se parte  

de un supuesto, mientras que en el análisis Bayesiano se hace un supuesto a partir de los datos 

obtenidos (De-Luna et al., 2005). 

 Uno de los usos del análisis Bayesiano es para inferir filogenias, en este caso se calcula en cada 

árbol la probabilidad posterior, la cual es definida como la probabilidad condicional de una hipótesis 

(H) dados los datos observados (De-Luna et al., 2005). 

En el caso del análisis Bayesiano aplicado a filogenia, se usa generalmente el programa Mr. Bayes, 

el obtiene el árbol filogenético que maximice la probabilidad posterior, a partir de un modelo 

evolutivo. Ya elegido el modelo evolutivo, se crean al azar diferentes arboles evolutivos por varias 

generaciones, los cuales  son muestreados por las cadenas calientes y fría de Monte Carlo Markov 

(MCMC). Las cuales tienen como función encontrar el árbol filogenético que maximice la probabilidad 

posterior. Las cadena fría es un tipo de función que muestrea de forma estricta todos los árboles 

filogenéticos, mientras  que las cadenas calientes son funciones menos estrictas, con lo cual el 

proceso es más rápido. Para maximizar la eficiencia en la búsqueda del árbol filogenético con mayor 

probabilidad posterior, las cadenas calientes  intercambian de  posición  con la cadena  fría hasta 

encontrar el mejor árbol filogenético (De- Luna et al., 2005). 
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12.2	
  Anexo	
  2	
  (Análisis	
  de	
  red	
  Median	
  Joining)	
  
Las redes filogenéticas Median Joining, son un tipo de red de haplotipos, este tipo de red sirven para 

detectar pequeñas  diferencias en poblaciones, las cuales son difíciles de observar con análisis 

convencionales. En este tipo de redes los sujetos se agrupando de acuerdo a su haplotipo, es  decir 

tomando  en cuenta un conjunto de SNPs (Bandlet et al., 1999). 

El fundamento de  las redes median Jinan es que se crean arboles filogenéticos de expansión 

mínima (MTS) los cuales se comienzan a combinar entre sí uniendo cada árbol mediante nodos 

intermedios (median vectors), la topología de la red se da gracias al criterio de máxima parsimonia, 

el cual indica que la red más probable es aquella que tenga menor número de cambios evolutivos 

(Bandlet et al., 1999). 

En las redes Median joining, los diferentes haplotipos son representados como nodos. El tamaño de 

los nodos representa el número de individuos con  el mismo haplotipo (Bandlet et al., 1999).  
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12.3	
  Anexo	
  3	
  (Peso	
  molecular	
  de	
  fragmentos	
  de	
  amplificación	
  de	
  microsatélite)	
  
Alelo Peso'molecular'(pb)'
SCLE'11'12(1) 89
SCLE'11'12(2) 156
SCLE'11'12(3) 132
SCLE'11'12(4) 183
SCLE'11'12(5) 297
SCLE'11'12(6) 360
SCLE'11'12(7) 472
SCLE'11'12(8) 448
SCLE'11'12(9) 480
SCLE'11'12(10) 537
SCLE'11?12'(11) 638
MCLG'11'12'(1) 680
MCLG'11'12'(2) 631
MCLG'11'12'(3) 609
MCLG'11'12'(4) 543
MCLG'11'12'(5) 523
MCLG'11'12'(6) 507
MCLG'11'12'(7) 448
MCLG'11'12'(8) 421
MCLG'11'12'(9) 397
MCLG'11'12'(10) 366
MCLG'11'12'(11) 293
MCLG'11'12'(12) 266
MCLG'11'12'(13) 228
MCLG'11'12'(14) 192
MCLG'11'12'(15) 158
MCLG'11'12'(16) 96
MCLE'11'12'(1) 486
MCLE'11'12'(2) 476
MCLE'11'12'(3) 467
MCLE'11'12'(4) 458
MCLE'11'12'(5) 432
MCLE11'12'(6) 382
MCLE'11'12'(7) 390
MCLE'11'12'(8) 300
MCLE'11'12'(9) 246
MCLE'11'12'(10) 215
SCLE'1?2'(1) 854
SCLE'1?2'(2) 766
SCLE'1?2'(3) 714
SCLE'1?2'(4) 651
SCLE'1?2'(5) 577
SCLE'1?2'(6) 525
SCLE'1?2'(7) 392
SCLE'1?2'(8) 457
SCLE'1?2'(9) 411
SCLE'1?2'(10) 383
SCLE'1?2'(11) 356
SCLE'1?2'(12) 329
SCLE'1?2'(13) 305
SCLE'1?2'(14) 236
SCLE'1?2'(15) 182
MCLF'(1) 1090
MCLF'(2) 733
MCLF'(3) 673
MCLF'(4) 590
MCLF'(5) 539
MCLF'(6) 469
MCLF'(7) 426
MCLF'(8) 365
MCLF'(9) 327
MCLF'(10) 256
MCLF'(11) 239
MCLF'(12) 191
MCLF'(13) 161
MCLF'(14) 132
MCL'51?52'(1) 1049
MCL'51?52'(2) 872
MCL'51?52'(3) 797
MCL'51?52'(4) 705
MCL'51?52'(5) 624
MCL'51?52'(6) 586
MCL'51?52'(7) 535
MCL'51?52'(8) 502
MCL'51?52'(9) 442
MCL'51?52'(10) 373
MCL'51?52'(11) 348
MCL'51?52'(12) 300
MCL'51?52'(13) 266
MCL'51?52'(14) 224
MCL'51?52'(15) 193
MCL'51?52'(16) 175  
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