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Resumen

En México la infeccion por Trypanosoma cruzi esta dada principalmente por parasitos pertenecientes al grupo
genético DTU Tcl. Recientemente, se ha demostrado una gran variabilidad genética entre los aislados DTU
Tcl, esta variabilidad en parte se debe a la gran distribucién de este grupo genético en Latinoamérica y a su
antigledad.

En los estudios anteriores realizados a aislados mexicanos, Unicamente se ha evaluado un solé 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 pertenecian al DTU Tcl, usando tres diferentes marcadores
moléculas: Microsatélites, analisis del gen mini-exdn y analisis del gen mitocondrial de citocromo B.

Al realizar el analisis genético de las cepas Tcl, fue posible distinguir que con el microsatélite SCLE 1-2 las
cepas Tcl se podian clasificar en dos genotipos diferentes, los cuales estan asociados al origen biolégico de
cada cepa. En cuanto al andlisis del gen Spliced Leader (SL) mini-exén, se encontré que la mayor parte de
las cepas mexicanas pertenecian al grupo genético Tc la, a pesar de ello fue posible encontrar entre las cepas
mexicanas, cepas pertenecientes a otros subgrupos genéticos de Tcl. 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 analisis 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 paises se encontré6 que las cepas mexicanas son
genéticamente diferentes a las cepas de otros paises.

El andlisis filogenético de las cepas mexicanas que no pertenecian al DTU Tcl y analizar los genes SL mini-
exon y citocromo B mitocondrial fue posible distinguir que los aislados pertenecen a alguno de los DTUs
hibridos, como son los DTUs TcV 6 TcVI, con lo cual se inici6 el estudio de cepas mexicanas no Tcl.

Al realizar un analisis en conjunto de todos los resultados obtenidos, se pudo concluir que T. cruzi en México
presenta mayor variacion genética de la que se pensaba anteriormente, a pesar de ello es necesario evaluar
un mayor numero de marcadores moleculares y un mayor numero de aislados, asi como la inclusién de
clonas en los analisis.
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Abstract:

In Mexico infections of Trypanosoma cruzi is mainly caused by parasites that belong to the genetic group DTU
Tcl. Recently, it has shown that Tcl 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 Tcl.

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 Tcl, 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 la, 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 TClL.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 Introduccion

1.1 Prevalencia de la Enfermedad de Chagas en el mundo

La enfermedad de Chagas, es una zoonosis causada por el parasito Trypanosoma cruzi. Esta
enfermedad también es llamada Tripanosomiasis Americana ya que el parasito se localiza
primordialmente en el Continente Americano, desde la region Sur de los Estados Unidos hasta

Argentina (OMS, 2010) (Figura 1.1).

La region que se encuentra mas afectada en el continente es Latinoamérica, ya que enfermedad de
Chagas esta ligada a la presencia del vector y a las malas condiciones de vivienda que se
encuentran ampliamente distribuidas en las areas rurales de Latinoamérica (OMS, 2010;

Reighthinger et al., 2009).

- No existen casos estimados
| |menos de 1000 casos

| ]1001-10000 casos

| ]10001 -100000 casos

uﬂ 100001-1000000 casos
mas de 1000000 de casos

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 pagina de Drugs for Neglected Diseases initiative).

A pesar de que la mayoria de los casos reportados de la enfermedad de Chagas se encuentren
concentrados en Latinoamérica se han reportado casos en Estados Unidos y Canada al igual que en
Asia (principalmente Japdn), Europa (principalmente en Espafa) y Oceania, lo cual es un reflejo de
los fendmenos 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 Espafia, Japon 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 afio y un 10 a 15% de los enfermos presentan
discapacidad como consecuencia del dafio cardiaco o gastrointestinal, por tal motivo representa uno
de los problemas de salud publica mas grave de la region (OPS, 2008), ocupando el primer lugar en
las enfermedades tropicales en Latinoameérica 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 Republica Mexicana
se ha encontrado que la enfermedad de Chagas se encuentra distribuida lo largo de la Republica. En
la encuesta nacional de seroprevalencia realizada en la década de los noventas, se encontré que la
prevalencia promedio era del 0.2% con porcentajes variables en los diferentes estados,
concentrandose la mayor parte de los casos en la regidon sureste y costa occidental de la Republica

Mexicana (Martinez 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).

« 1 punto=1caso

Figura 1.3 Casos de Enfermedad de Chagas en México del afio 1928 a 2004. De acuerdo a los registros de la
enfermedad de Chagas obtenidos entre los afios 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 Republica Mexicana que se encuentran mayormente afectados son Jalisco,
Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Chiapas, Morelos y Querétaro (http.//www.unibio.unam.mx/chagamex)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 Casos de Enfermedad de Chagas 1930 a 2004 en los diferentes estados de la Republica Mexicana. De
acuerdo a los registros se encontré que las regiones que se encuentran mayormente afectadas son la region sureste y la
costa occidental del pais.
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1.3 Biologia de T. cruzi

1.3.1 Taxonomia de T. cruzi

T. cruzi, es un parasito flagelado y digénico. Pertenece al Phylum Sarcomastigophora, subphylum
Mastigophora, perteneciente al orden Kinetoplastida que comprende organismos flagelados con un
cinetoplasto, éste ultimo es ADN mitocondrial localizado en la mitocondria que contiene una red de
minicirculos y maxicirculos concatenados. T. cruzi esta incluido en la seccion estercolaria 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 mamiferos a través de las heces. El subgénero
Schizotrypanum comprende tripanosomas que infectan vertebrados via estadio intracelular, por lo
tanto, como éste es el caso del parasito el nombre es: Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (OMS)
(Figura 1.5).

| Protozoa | Subreino

| Sarcomastigophora | Phylum

| Mastigophora | Subphylum
| Zoomastigophorea | Clase

Kinetoplastida Orden

| Trypanosomatina | Suborden
| Trypanosotidae | Familia
| Trypanosoma | Genero
Schizotrypanum Subgenero
cruzi Especie

Figura 1.5 Clasificacion Taxonémica 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 Morfologia de T. cruzi a través de su ciclo de vida
T. cruzi presenta estructuras celulares caracteristicas 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 especifico de la mitocondria.
El cinetoplasto representa de un 10 hasta un 20% del ADN total del parasito (Espinoza- Gutiérrez y
Maning-Cela, 2007).

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

Estas tres morfologias del parasito se pueden diferenciar entre si gracias a la posicion del
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cinetoplasto en relacion al nucleo y por la presencia o ausencia de membrana ondulante (Espinoza-
Gutiérrez y Maning-Cela, 2007). (Tabla 1.1).

Estadio

lescripcion

acalizacion

Tabla 1.1 Diferentes formas de T. cruzi *

@ ST ONEL A
- ‘. A - @

Es un estadio esférico casi inmévil el cual
mide entre 2 y 5 um, el cinetoplasto se ve
como un cuerpo obscuro cerca del nucleo,
no tiene flagelo libre y carece de membrana
ondulante. Esta estructura se divide por
fisién binaria.

Durante el ciclo de vida natural del parasito
se encuentra en el interior de las células de
los mamiferos, mientras que se cultivan
experimentalmente se obtienen a partir de
la transformacion de tripomastigotes en
medio de cultivo acido con deficiencias de
nutrientes.

Epimastigote

cinetoplasto se localiza en la parte media del
parasito justo por delante del nucleo. El flagelo
emerge de la parte media del parasito y forma
una membrana ondulante. En esta fase del ciclo
se encuentra en una fase proliferativa.

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

Tripomastigote

e Y

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

Durante el ciclo de vida natural del parasito 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 biolégico de T. cruzi
El ciclo de vida de T. cruzi comienza cuando un insecto (reduvido) del género Triatoma se alimenta

de sangre de un huésped infectado por T. cruzi. El insecto ingiere tripomastigotes sanguineos. Los
tripomastigotes en el tubo digestivo del insecto se convierten en epimastigotes los cuales se replican
por fision binaria, finalmente estos epimastigotes se transforman en tripomastigotes metaciclicos y se

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

Cuando el triatomino infectado se alimenta de un nuevo huésped deposita su contenido intestinal
que contiene tripomastigotes metaciclicos sobre la piel. Estos a través de la herida de la picadura,
otras heridas préximas, foliculos pilosos y mucosas sanas penetran en el tejido subcutaneo. Desde
esta localizacion 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 musculo cardiaco y Sistema Reticulo Endotelial (SRE); y se
transforman en amastigotes (forma intracelular). Los amastigotes se multiplican por fision 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 transmisién de T. cruzi
La principal forma por la cual se trasmite T. cruzi es la vectorial es decir a través un insecto

hematofago perteneciente al genero Triatoma. La transmision vectorial es la forma mas comun de
transmision de la enfermedad de Chagas en América Latina, a pesar de ello no es la Unica
(http://www.sadi.org.ar/files/Manual Chagas_2005.pd;OMS). En Meéxico existen varias especies
importantes: en el Sureste y costa del Golfo predomina T. dimidiata, en el centro del pais T.
pallidipenis, en el centro y occidente de México T. longipenis (Martinez et al., 2006) (Figura 1.7).

22



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 pais,
c) T. pallidipenis se localiza en el centro del pais (http: // www .unibio .unam .mx /chagamex).

Las vias de transmision no vectoriales, en las cuales no participa el triatomino son por medio de:

Transfusion sanguinea

Transmision de la madre infectada a su hijo durante el embarazo (transmision congénita)
Trasplantes de 6rganos de un individuo infectado a un individuo sano

Ingestion de los parasitos

Accidentes de laboratorio

abrwbh =

De la via vectorial depende el riesgo de las otras vias de transmision. Ya que si existe
transmision vectorial existira mayor riesgo de que exista transmision a través de transfusiones
sanguineas y de la transmision congénita de la enfermedad, de tal forma han existido campanas
de control en los diferentes paises de Latinoamérica, con lo cual se ha reducido el riesgo de
infeccion (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 crénica. La fase aguda tiene una
duracién de 2 a 4 meses a partir de la inoculaciéon del parasito. En esta fase existe una alta
parasitemia, por tal motivo se obtienen resultados positivos al realizar estudios parasitolégicos
directos en sangre como es el estudio de gota fresca, una caracteristica importante de esta fase es
que se presentan sintomas inespesificos como lo es la fiebre. En la fase aguda es poco frecuente la
aparicion de sintomas especificos, por tanto es comun que la infeccion pase desapercibida. La
mayor parte de los individuos que presentan sintomatologia son nifios menores a 4 afos o individuos
inmunosuprimidos. Las expresiones clinicas graves de la fase aguda son: miocarditis vy
meningoencefalitis (Rassi et al., 2010, http :// www .sadi .org .ar / files / Manual Chagas_2005.pdf).
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Los sintomas que se presentan son:

Sintomas inespecificos Sintomas especificos
(mas frecuentes) (menos frecuentes, 5%de los casos)
Sindrome febril prolongado e Complejo oftalmoganglionar
Adenomegalia e Chagoma de inoculacién
Hepatoesplenomegalia®
Anemia*

Anorexia*

Irritabilidad o Somnolencia
Convulsiones

Edema*

*De aparicién mas frecuente en lactantes y nifios menores de 4 afos. (Rassi et al., 2010; http :// www .sadi .org .ar / files / Manual Chagas_2005.pdf)

Al inicio de la fase cronica existe una fase a la cual se le denomina fase crénica asintomatica
(anteriormente denominada forma indeterminada). Esta etapa se define cuando la parasitemia se
vuelve indetectable mediante examenes parasitologicos directos, y se caracteriza por no presentar
signos ni sintomas de lesiones viscerales clinicamente detectables por medio de estudios de
gabinete, sin embargo existe la produccién de anticuerpos los cuales se pueden detectar por medio
de pruebas seroldgicas (http: //www .sadi. org.ar /files / ManualChagas _2005.pdf; Rassi et al., 2010).

La fase cronica sintomatica, se manifiesta varios afos después de la inoculacién y generalmente no
se presentaron indicios de la fase aguda. Entre un 20-30% de los individuos infectados por T. cruzi

presentaran sintomatologia en algun momento, los dos cuadros clinicos mas frecuentes son:

* Afectacion miocardica, 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).

* Dilatacion de los o6rganos tubulares, es decir se presenta megacolon, megaesofago,
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 tamano del genoma de T. cruzi varia de acuerdo a la cepa, se ha encontrado que algunas cepas
tienen un genoma mas grande que otras. El tamafio del genoma del parasito varia de 80-150 MB.
Encontrandose que el grupo genético Tcl presenta menor tamafio que los demas grupos genéticos
(Lewis et al., 2009; Bjérn, 2011), mas adelante se discutira la variabilidad genética.

En general, no se ha podido obtener un numero 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 numero de cromosomas fue por medio de electroforesis de campo pulsado, a

pesar de ello no fue posible obtener un numero exacto de cromosomas ya que los cromosomas
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homologos varian mucho en tamafo. La aproximacion mas exacta del numero de cromosomas se
obtuvo gracias al proyecto de secuenciacion del genoma, en el cual se estimé que el parasito cuenta
con 41 pares de cromosomas (Bjérn, 2011).

A partir de la secuenciacion del genoma de la clona CI Brener, fue posible observar que a pesar de
la variacién del tamafo en los cromosomas homologos existen regiones conservadas de los genes
esenciales, los cuales se encuentran organizados en genes policistrénicos, que se encuentran

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

Otra caracteristica del genoma de T. cruzi es que tiene gran numero 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 estan presentes en tandem y en

ocasiones en diferentes cromosomas (Bjérn, 2011).

1.6 Origen del género Trypanosoma y divergencia de T. cruzi

De acuerdo a los analisis filogenéticos realizados con secuencias de los genes ribosomales de
diferentes tripanosomatidos, el género Trypanosoma se diferenciéo de los demas tripanosomatidos
alrededor de 300 millones de afios antes de nuestra era. Se estima que en un principio los primeros
tripanosomas tenian un ciclo monogénico que posteriormente se adapto a un ciclo digénico (Stevens
et al., 2001).

Se cree que los primeros tripanosomas infectaron a seres acuaticos en un ciclo monogénico,
posteriormente se adaptaron a un ciclo digénico en el cual se encontraban involucrados los
vertebrados acuaticos y sanguijuelas que funcionaban como vectores. La transicion a vectores
pertenecientes a los ordenes de hemipteros, dipteros y ortdépteros se did posteriormente, hasta la
evolucion de la ingesta de sangre por estos insectos y la colonizacion de la tierra por los vertebrados
(Stevens et al., 2001).

La divergencia entre los parasitos salivarios (clado T. brucei) y estercolarios (clado T. cruzi) se cree
que se dié 100 millones de afos antes de nuestra era, aproximadamente cuando el continente
Africano se aislo de los demas continentes. Esto se cree ya que el clado de T. brucei unicamente es
posible encontrarlo en el continente Africano (Stevens et al., 1999).

En el caso del clado de T. cruzi afecta principalmente a mamiferos 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 surgio

después de la separacion del continente Africano de los continentes Américano y Oceania, por lo
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cual se cree que tiene un origen en el nuevo mundo. El unico 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 evolucidn de T. brucei y T. cruzi tienen una historia
evolutiva muy diferente con relacion a la especie humana. En el caso de T. brucei compartio un
periodo en el cual los primates evolucionaron, los cuales surgieron aproximadamente hace15
millones de afos antes de nuestra era, con la eventual aparicion del hombre que surgio
aproximadamente 3 millones de afios 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 afos), por lo cual los humanos
unicamente se sumaron a los hospederos del parasito (Stevens et al., 1999).

1.7 Interrelacion entre diversidad genética y patogénesis

Existe una posible relacion entre la diversidad genética de las poblaciones de T. cruzi y las diferentes
formas clinicas de la enfermedad de Chagas, patogenicidad y virulencia ( Espinoza et al., 1998; Lopez-
Olmos et al., 1998; Camargos et al., 2000, Macedo et al., 2004, Zingales et al., 2012). Hoy en dia se
conoce poco sobre los factores determinantes de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Hasta
hace pocos anos prevalecia la idea de que los grupos genéticos no Tcl estaria mas asociado al ciclo
doméstico de transmision de la infeccidn por el T. cruzi y por tanto a la patologia de la enfermedad
humana (Buscaglia et al., 2003; Manoel-Caetano y Silva, 2007). Aunque esta idea aun prevalezca
para las regiones endémicas clasicas del Cono Sur (Brasil y Argentina), resulta cada vez mas evidente
que, en los paises del norte de América del Sur (norte de Brasil, Bolivia, Colombia y Venezuela),
Centroameérica, México y el Sur de los Estados Unidos de América, Tcl es el principal involucrado en la
enfermedad de Chagas en humanos (Macedo et al., 2004).

Mas aun, hoy en dia se sabe que el principal causante de Enfermedad de Chagas en humanos es el
DTU Tcl, el cual causa principalmente problemas cardiacos. También se ha encontrado que Tcl ha
estado asociado a algunos brotes agudos de Chagas oral. En el caso de las DTUs Tcll, TcV y TcVI, se
han relacionado con cardiopatias y mega sindrome (Zingales et al., 2012).

El mecanismo por el cual las diferentes formas clinicas de la enfermedad se establecen no es claro.
Sin duda estan involucrados factores asociados al paciente, pero queda cada vez mas evidente la
existencia de un papel fundamental asociado a aspectos genéticos del parasito. Una posible
explicacion de la relacion entre la forma clinica de la enfermedad y la variabilidad genética del parasito,
dependiendo de la cepa de T. cruzi, podria 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 variacion en la sintomatologia de la Enfermedad de Chagas
en las diferentes areas geograficas. Por ejemplo, la forma gastrointestinal de la Enfermedad de
Chagas se observa principalmente en la region central de Brasil y Chile, mientras que en
Centroamérica es poco comun encontrarla. Las variaciones fisiopatologias se deben principalmente
a factores genéticos del parasito y el hospedero. Las variaciones genéticas de T. cruzi determinan el
curso de la enfermedad, asi como la virulencia y el tropismo a ciertos tejidos (Macedo et al., 1998;
Macedo et al., 2004).

En 1909 Chagas encontré dimorfismos entre algunos tripomastigotes sanguineos de diferentes
individuos. Posteriormente se analizaron los perfiles isoenzimaticos de T. cruzi, encontrando
variaciones entre los perfiles isoenzimaticos 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 concentracion de parasitos del orden de 10°-10' (Macedo et al.,
1998; Macedo et al., 2004).

La aplicacion de técnicas de biologia molecular permitié que se analizara el ADN del parasito. Una
de las primeras técnicas aplicadas en el analisis del ADN del T. cruzi fue la técnica de Polimorfismos
de Longitud de Fragmentos de Restriccion (por sus siglas en ingles RFLPs), analizando el ADN
mitocondrial, en dicha técnica se digiere el ADN del cinetoplasto con diferentes enzimas de
restriccion y se resolvieron los productos en geles de poliacrilamida. Con la técnica de RFLPs
encontraron que existian diferentes perfiles de restriccion del cinetoplasto en las diferentes cepas de
T. cruzi, por tanto se dio una nueva clasificaciéon: Schizodemas. Con dicha técnica fue posible
distinguir que en ciertos casos algunas cepas de T. cruzi podian pertenecer al mismo zimodema y
pertenecer a diferente Schizodema. La desventaja que presento dicho método es que también
necesita una concentracion del orden de magnitud de 10%-10° de parasitos, lo cual en ocasiones
resulta dificil de obtener (Macedo et al., 1998, Macedo et al., 2004).

Debido a que es necesario tener una gran concentracion de parasitos para realizar los perfiles
isoenzimaticos o los perfiles de restriccion se aplico la técnica de RADPs (analisis de secuencias de
ADN polimérficas al azar), la cual resulta ser mas sensible ya que solo necesita una concentracion
de parasitos del orden 10°. A pesar de que es un método altamente sensible no cuenta con la misma
resolucidn que puede otorgar un analisis de RFLP (Macedo et al., 1998).

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

analisis 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 regién variable de
kADN y posteriormente se someten los amplificados a una reaccion de PCR usando unicamente un
solo primer en condiciones de baja astringencia. El primer se une a regiones especificas y no
especificas, dando como resultado una mezcla de amplificados de diferentes tamanos, los cuales se
resuelven en geles de acrilamida. Esta técnica se ha utilizado para diferenciar diferentes genotipos
de parasitos T. cruzi en un mismo individuo (Macedo et al., 2004).

Con la amplificacion de la regidn intergenética de los genes de mini-exdn usando 3 oligonucledtidos,
dos de los cuales son especificos (TC1y TC2) y uno comun (TCC), fue posible clasificar las cepas
en dos linajes: Linaje Il o Tcl (se obtiene un producto de 350 pb) y Linaje | o Tcll (se obtiene un
producto de 300 pb). Otro marcador que nos permite clasificar las cepas en linaje | y Il es el gen de
ARN ribosomal 24 a. Al amplificar el gen de r ARN 24a da como producto un fragmento de 125 pb
(Tcll) o un fragmento de 110 pb (Tcl) (Macedo et al., 1998, Souto et al., 1996) (figura 1.8).

Una de las técnicas mas 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 nucledtidos). La variacion en el numero de repeticiones crea
diferentes patrones de banda los cuales se pueden comparar y usar para realizar analisis
filogenéticos (Macedo et al., 1998; Oliveira et al., 1998; Macedo et al., 2001).
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Figura 1.8 Tipificacion molecular de aislados de T. cruzi. Ensayos de PCR para el gen de rARN 24S ot y para el espaciador
intergénico del gen de mini-exén permiten dividir los aislados en dos grupos. La PCR para 24Sa origina un producto de 110
pb para Tcl y de 125 pb para Tcll. La PCR para mini-exén origina el producto de 350 pb para Tcl y 300 pb para Tcll. (http://
www .fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start. htm?sid=2).

En T. cruzi, el cistrén ribosomal exhibe una organizacién singular. Las dos subunidades, la pequefia
(SSU) y la grande (LSU) son considerablemente mas grandes que las moléculas tipicas de rADN de
eucariontes. Es particularmente interesante la subunidad grande (LSU) que contienen 2 moléculas
de peso de alto peso molecular de ARN (24Sat/24SB) y seis moléculas de bajo peso molecular de
ARN (S1-Sg) (Hernandez et al., 1990). El cistron de rADN esta constituido por secuencias repetidas
en donde la region codificante de SSU y LSU esta separadas por dos espaciadores internos
transcriptibles (ITS’s). La ITS1 separa la regiéon 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 6 grupo 2
rARN que amplifica un producto de 110pb, pertenecientes al Zimodema 1; y el linaje 72 6 grupo 2
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 24Sa rADN se encontré
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 24Sa rADN y mini-exén fue
posible clasificar T. cruzi en dos linajes: Tcl y Tcll, este ultimo se subdividié en cinco subgrupos
geneéticos, denominados Tclla-Tclle (Macedo et al., 2004).

Recientemente un grupo de investigadores se reunio para unificar la nomenclatura y criterios de
clasificacion,en esta convensionse reclasificaron los subgrupos del Tcll, debido a que al analizar un
conjunto de marcadores se ha identificado que son grupos independientes. Se propone que en
adelante se mencionan como Tcll-TcVI (Tabla 1.2). Esta nueva nomenclatura no toma en cuenta a
los subgrupos genéticos de Tcl descritos por Herrera y colaboradores en el 2007 (Zingales et al.,
2009).

Tabla 1.2 Nueva nomenclatura de Trypanosoma cruzi.

Nueva nomenclatura Abreviacién Equivalencia con la clasificaciones pasadas
T. cruzi | Tcl T.cruzily DTU I
T. cruzill Tcll T. cruzillb y DTU Iribu
T. cruzi lll Tclll Z3/Z1, Z3-A, DTU licy T. cruzi lll
T. cruzi IV TelV Z3,Z3-ByDTU lla
T. cruzi vV TeV Z2 Boliviano, rADN %, clonet 39 y DTU IId
T. cruzi VI TeVvi Z2 Paraguayo, Zimodema B y DTU lle, la clona
referencia Cl Brener pertenece a este DTU

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

En un articulo publicado en el aino 2009, en el cual se realiz6 un estudié filogenético utilizando
diferentes marcadores como son las secuencias de los genes SSU rADN, EF-1a, 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 | y Tc |l
(anteriormete denominado Tcllb), las cuales en ocasiones forman hibridos estables (Tomazi et al.,

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

1.9 Origen de la variabilidad genética

A pesar de que por mucho tiempo se crey6 que la reproduccion 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 fusion de células
diploides seguido por recombinacion y perdida de cromosomas al azar, hasta que se obtenga el
numero original de cromosomas (Gaunt et al., 2003).

La teoria que cuenta con mayor aceptacién, postula que el primer evento de hibridacion es
relativamente antiguo, éste se di6 entre los parentales Tcl y Tcll dando como resultado progenie
homocigota, la cual al paso del tiempo divergié en los DTU TclV y Tclll. El segundo evento de
hibridacién se dio recientemente, este fue un recruzamiento entre el DTU hibrido Tclll y el parental

Tcll, el cual dio como resultado hibridos heterocigotos DTU TcV/TcVI (Sturm et al., 2009) (Figura

1.9).

Parental 1 Parental 2

1° evento de fusion

Progenie “F1”
— — Recruzamiento
Hibridos % (a) ‘ ‘ Hibridos % (b) ‘ .

Progenie “F2”
Parental 1 Hibridos % (a) Hibridos % (b) Hibridos %(b)/2 Parental 2
DTU Tc | DTUTc IV DTU Tclll DTU Tc V/Tc VI DTU Tc Il

Hibridos Hibridos
Homocigotos Heterocigotos

Figura 1.9 Eventos de hibridacién que dieron origen a los diversos grupos genéticos de T. cruzi. Se cree que en un
principio existian unicamente Tcl (parental 1) y Tcll (parental 2), estos grupos genéticos sufrieron un fenémeno de
hibridacién, con lo cual se generaron la progenie “F1” TclV y Tclll. En un segundo evento de hibridacion entre Tcll
(parental 2) y Tclll (progenie “F1”) se generaron los hibridos 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 Seleccion clonal en T. cruzi

La infeccion por T. cruzi generalmente esta dada por un complejo de parasitos multiclonales, es decir
la poblacion de parasitos que infecta es altamente heterogénea. Se ha demostrado que en general
resulta mas compleja la poblacion de T. cruzi que se encuentra en un individuo en fase aguda que en
un individuo que se encuentre en la fase crénica de la enfermedad. Este fenomeno se debe a que a
medida que transcurre el tiempo se seleccionan ciertas subpoblaciones. Generalmente, esta
seleccion esta dada por el sistema inmunologico del hospedero (Macedo et al., 1998; Devera et al.,
2003). Uno de los experimentos que demuestra la seleccidn de subpoblaciones es el realizado por
Deane en 1984, en dicho experimento un ratén fue inoculado con dos diferentes cepas de T. cruzi, al
reaislar al parasito unicamente fue posible encontrar una de las cepas inoculadas (Devera et al.,
2003).

La seleccion clonal no solo se da in vivo, también ocurre al cultivar al parasito in vitro, se ha
demostrado que a lo largo del tiempo el parasito pierde virulencia. Algunas poblaciones de parasitos
se adaptan mas rapido a las condiciones de cultivo in vitro. De tal forma que al paso del tiempo se
modifican el perfil genético de la poblacion. Las clonas que tienen menor tiempo de duplicacién en el
medio de cultivo son las que prevalecen y se seleccionan (Devera et al., 2003).

1.11 Distribucién epidemioldgica de los variantes genéticos de T. cruzi

El grupo genético que causa mayor numero de casos de la enfermedad de Chagas es el DTU Tcl,
distribuyéndose a lo largo de toda Latinoameérica. En el Norte, Centro de Latinoamérica y Norte de
Sudameérica, causa el mayor numero de infecciones humanas, mientras que en Estados Unidos,
Norte de México y Sur de Sudamérica esta implicado principalmente en las infecciones en el ciclo
selvatico (Figura 1.10)(Buscaglia et al., 2003; Devera et al., 2003; Llewellyn et al., 2009; Zingales et
al., 2012).

En el caso de Tcll, TcV y TcVI, estan implicados principalmente en infecciones en el ciclo doméstico
en la region Centro y Sur de Sudamérica. En el caso de Tclll y TclV principalmente se encuentran
relacionados con el ciclo selvatico. Tclll se distribuye principalmente en Brasil y alrededores, es decir
Argentina principalmente en la regién del Chaco en Argentina y Venezuela. En el caso de TclV se
encuentra distribuido en Brasil, Venezuela y Argentina (exceptuando en la regién del Chaco). En el
caso de Venezuela, Tclll y TclV representan la segunda causa de mal de Chagas en humanos
(Zingales et al., 2012).
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Ciclo doméstico

Ciclo Selvatico

Figura 1.10 Distribucion epidemiolégica de los diversos DTUs de T. cruzi en Latinoamérica. En México, Centroamérica y
el Norte de Sudamérica predomina el DTU Tcl en el ciclo doméstico mientras que al sur de Sudamérica las infecciones
en el ciclo doméstico estan dadas por Tcll, TcV y TcVI (Tomado de Zingales et al., 2012).

1.12.0 Variabilidad Genética de T. cruzi |

A pesar de que Tc | 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 Analisis por medio de microsatélites

Anteriormente se creia que Tcl era altamente homogéneo, esto se debe a que anteriormente los
métodos usados no eran suficientemente sensibles y el numero de individuos analizados no era
suficientemente grande. Hoy en dia se a determinado que Tc | es el DTU que presenta mayor
variabilidad genética, esto se debe a su alta dispersién geografica y antigledad (Zingales et al.,
2012). Recientes estudios realizados con técnicas de biologia molecular, han demostrado que dicho
DTU se puede subdividir en diferentes grupos genéticos. El primer estudio que demostré que Tc |
(grupo 2 de rRNA) no era tan homogéneo como se creia, fue el realizado por Macedo en el 2001, en
dicho estudio se pudieron diferenciar 2 grupos genéticos distinguibles por medio del analisis con 7
pares de microsatélites, también fue posible observar que uno de los grupos de Tcl era mas cercano
genéticamente al grupo 1/2 de rRNA, las cuales son de origen humano, mientras que las cepas de
origen selvatico se agrupan en una sola rama (Macedo et al., 2001) (Figura 1.11).
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Legend:

rRNA Group 1
fRNA Group 2
rRNA Group 1/2

Figura 1.11 El grupo Tcl (2 de rRNA) se divide en 2 grupos altamente distinguibles. Por medio de la técnica de
microsatélites fue posible observar que Tcl se divide en dos grupos y uno de ellos estd mas relacionados con el grupo
1/2 de r ARN (Macedo et al., 2001).

En el afio 2009, se realiz6 un estudio de 135 cepas Tc | de diversas regiones geograficas de América
(sin incluir cepas mexicanas). Dicho analisis se realizé con un panel de 48 microsatélites los cuales
mostraban polimorfismos en cepas Tc |. En este estudio fue posible observar agrupamiento entre
cepas de la misma regidén geografica, es decir en general las cepas de cada pais se agrupaban en
un solo grupo. Otro fendmeno que fue posible distinguir, fue que las cepas venezolanas se
agrupaban en dos grupos genéticos diferentes de acuerdo al tipo de ciclo al cual pertenecian, es
decir se agrupaban en una rama las cepas de ciclo doméstico y en otra rama las cepas de ciclo
selvatico, este fenbmeno también se observa con los aislados de la region Andina, los aislados se
agrupan por origen geografico y biolégico (Llewellyn et al., 2009) (Figura 1.12).
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Figura 1.12 Arbol desenraizado que muestra la estructura poblacional de T. cruzi Tc | en América. El método para la
construccion del arbol 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 mamiferos selvaticos, verde triatominos selvaticos, rojos aiaslados humanos y azules triatominos domesticos.
Es posible observar cluster por region geografica y en el caso de los aislados Venezolanos se observa una agrupacion
de acuerdo al ciclo biolégico que pertenecen, al igual que los aislados de los andes, los cuales se agrupan por pais
origen bioldgico (Llewellyn et al., 2009).

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

en ingles LSSP PCR) amplificando la regon variable del cinetoplasto, se pudo observar una alta
diversidad genética entre cepas Tcl provenientes de diferentes regiones de Colombia y diversas
fuentes (algunas cepas provenian de vector, de humano o de reservorio) encontrandose que se

agrupaban por region geografica (Salazar et al., 2006) (Figura 1.13).
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Figura 1.13 Arbol filogenético construido con diversas cepas de T. cruzi Sudamericanas. El arbol se construyé usando el
método UPGMA. En el arbol es posible observar cémo se agrupan las cepas por regidn geografica (Salazar et al., 2006).

1.12.3 Analisis gen mini-exén
En el afo 2007 se describieron 4 haplotipos en cepas colombianas, gracias a la secuenciacion del

gen de mini-exdn (Herrera et al., 2007) (Figura 1.14). En estudios posteriores reportaron primers
especificos, los cuales permitieron la identificacién de dichos haplotipos por medio de PCR (Falla et
al., 2009).

~as P e e e T s P T
Cee TCCTGCAGGCACACHGT GT CCACCCACCTCCOGGLT Ss¢
e leve s T N P b rrmccrrorTArRRAAT SO
- -~ cemmaTLATETLACAN T - . e - =
SN EC TCCIGCAGGCACACEGT GT CCACCCACCTICCGELT s¢
Che TCCT CaC TGRATETATGCILCACCCACCCCCE 5¢
Tdaac¢c ¢ A CAC IGEATGTATGCICCACCCACCCCCS $$
2 |JLC ¢ Cag TGEATGTATGCECCACCCACCCCCS S9
Mgioc Tc CacC AIGEATGTATGCECCACCCACCTICCS S$
X3s8o0c¢C ICCIGCAGGCACACI GCACACGTIGIGIGICGTIGIGTATATATGCCLCACCCACCCCCGGCT 59
3 |EFC ICCIGCACCCACACRGCACACGIGIGIGIGTATGEATATATGCCLCACCCACCCCCGGCT €0
Dm28ecolC = TICCIGC AGGCACAC mp=======GT GIGIGIGIGIATGTATIGCC Si
Dm7C GCC 51
Dm A CA G s1
4 |FALC GC<e si
JDis GCC si

Figura 1.14 Alineamiento de fragmento del gen mini-exén. La region que se limita en el recuadro es la regién polimorfica
que determina los cuatro diferentes haplotipos propuestos (Herrera et al., 2007).
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En el 2010 se publico un estudio en el cual se analizaba nuevamente el gen de mini-exén en el cual
se incluian cepas y clonas de diez diferentes paises de América, las cuales provenian de diferentes
origenes bioldgicos, 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 analisis fue posible describir 5 grupos genéticos, cuatro grupos los
cuales se habian descrito anteriormente como “haplotipos” Tcl a-d, hoy en dia llamados grupos
geneéticos Tc | a-d (Falla et al., 2007; Herrera et al., 2009), y un nuevo grupo genético denominado Tc
le, en el caso de las cepas mexicanas, estas pertenecen al grupo genético Tc la. El nuevo grupo
genético, Tc le, esta constituido en su mayoria 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 nucledétido (SNPs), y en este caso se muestra que estos grupos genéticos
no tienen los mismos SNPs, por tanto son unicamente 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 | 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 la, Tc Ib Tc Ic yTc Id) y el recién
descubierto “haplotipo” Tc le, el cual predomina en las cepas chilenas (Cura et al., 2010).

En 2011, al analizar diferentes aislados de la regién del Chaco, la region que cuenta con mayor
prevalencia en Argentina, se reportd la existencia de cuatro diferentes grupos genéticos, de los

cuales dos correspondian a los grupos genéticos Tc lay 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).

[ ‘TEV91CI5-Iike Chaco-1

Tcla

0.92/0.87 — | TEV55cI1-ike Chaco-2 ]- Tclb

0.82/0.73 —
——|PalDa24-like

L—— | TEDa2cl4-like

0.79/0.66

PalDa1cl9-like

0.67/0.63 Chaco-3
PalDa20c!3-iike

171

0.99/0.99 I '
0.95/0.96 ’LL027-21 R1-lik

— |PaIV1cI1-Iike

Chaco4

0.0050

Figura 1.16 Arbol filogenético analizando el gen de mini-exén de aislados Tc | provenientes de la regién del Chaco. Es
posible observar que en la regidon del Chaco circulan cuatro diferentes grupos genéticos, encontrandose que el grupo
Chaco 3 y Chaco 4 son grupos genéticos los cuales no se habian descrito anteriormente (Tomasino et al., 2011).

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

citocromo b mitocondrial fue posible el descubrimiento de dos subgrupos genéticos de Tcl, estos
grupos genéticos se denominaron, Tc lay Tc Ib de citocromo B (Spotorno et al., 2008) (Figura 1.17).
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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 arbol es posible observar la existencia de dos subgrupos de Tcl usando como marcador la secuencia de citocromo
B, lo cual nos indica la existencia de diversidad genética en el DTU Tcl (Spotorno et al., 2008).

Recientemente, en el 2011, se publicd 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 biolégico (Ramirez et al., 2011) (Figura 1.18).

209



6

TRy |

o
e

w Al 0 e
= ERa o
®z
i L 2iz
— [ =4, =z
rrReEE AL
ga 3 § @ g =1 o i '1.:6,_‘
%%ga'ga @ & Pz 8
W g 2
=" § 3 s§§ g 13-
2 2. d <o 3
g g B o » %3
% 3 ~ gﬁ é‘,’ c;" = 8
3 3z 2
z g a =
L o N °
ins "% 5
3099332 3 &
§558gss 8 & .
EGEcR30 & ® i
v2g3388 3 & ©
1HiHEE §
Se=e3d ¥ <
caIZRoe &
528%8°%5 § 2
maa w '8
@ oe)
g
=4
°
@
3]

N

n adhouan

Figura 1.18 Analisis de clonas colombianas mediante un analisis de Maximum Likelihood y una red Median Joining.
Mediante este tipo de analisis fue posible identificar 4 diferentes grupos genéticos, los cuales se encuentran asociados a
su origén biolégico. A) Arbol filogenético obtenido a partir del analisis 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
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Los primeros estudios de la diversidad genética de T. cruzi en la Republica Mexicana se realizaron
entre los anos 80-90s. En el primero que se realizd, se analizaron algunos aislados de México
mediante la técnica de perfiles isoenzimaticos, en este estudio se observé gran homogeneidad en los
aislados mexicanos (Galvan et al., 1983). Posteriormente, mediante el analisis de RFLP’s dados por
la enzima Hindlll, de ADN asociados a los espaciadores del gen de ARN ribosomal, fue posible
determinar que existian diferentes patrones de bandeos, los cuales estaban asociados al origen
geografico de los aislados, Es decir en una rama se agrupaban aislados de la Peninsula de Yucatan
y en otra se agrupaban los aislados del Centro y Norte de la Republica Mexicana (Zavala-Castro et

al., 1992) (Figura 1.19).
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Figura 1.19 Dendograma derivado del patrén de bandeo obtenido a partir de RFLPs usando la enzima Hindlll. Se puede
distinguir 2 diferentes grupos genéticos entre las cepas mexicanas, uno asociado a las cepas de Yucatan 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 geografico (Lopez-Olmos et al., 1998)

(Figura 1.20).

a1



} Centro de la Republica Mexicana

Yucatan

} Yucatdn

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
agrupacion entre cepas de la misma regién geogréfica.

En el afo 2002 se encontré que el grupo genético predominante en México es Tcl. En este mismo

estudio se reportd que al amplificar ADN polimérfico al azar (RAPD), las cepas mexicanas son
altamente homogéneas (Bosseno et al., 2002) (Figura 1.21).
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Figura 1.21 Analisis de 56 aislados de T. cruzi mexicanos utilizando 24 diferentes RADPs. En el arbol podemos distinguir

que la mayor parte de los aislados mexicanos se agrupan con la clona Silvio X-10, la cual pertenece al grupo genético
Tcl, ademas de que la distancia genética entre los aislados Tcl es muy pequefia (Bosseno et al., 2002).
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Al analizar las secuencias de mini-exdn de aislados mexicanos, se observd una diferenciacion entre
los aislados mexicanas y aislados de otros paises, ya que fue posible distinguir un cluster que
contenia las cepas mexicanas (O Connor et al., 2007) (Figura 1.22).
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Figura 1.22 Arbol filogenético construido por el método de Maximum Likelihood a partir de secuencias de mini-exén de
clonas Tc I. En el arbol 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 paises (O Connor et al.,
2007).

Al analizar cepas mexicanas en su mayoria aisladas de humanos, por medio de siete microsatélites
se encontré 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 demas cepas mexicanas (Martinez 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 parasito T.
cruzi. Los trabajos que se han publicado indican que el grupo genético predominante es Tcl (Lopez-
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, Lopez-Olmos et al., 1998), mientras
que en otros estudios mas recientes se ha encontrado homogeneidad (Galvan 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 tamafo reducido y las
técnicas empleadas no son lo suficientemente sensibles para diferenciar genéticamente
subpoblaciones de los parasitos, aunado a que en estos estudios unicamente 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 realiz6 una caracterizacion genética, con técnicas que
cuentan con mayor sensibilidad como son: microsatélites, secuenciacion de SL mini-exon y
citocromo B. Con este estudio se plante6é obtener mayor informacién de la diversidad genética de las
cepas de T. cruzi mexicanas y también encontrar la relacion genética entre las cepas mexicanas

pertenecientes al DTU Tcl con cepas y clonas Tcl de diferentes paises.

3.0 Hipétesis

Al ampliar el grupo de estudio y aplicar tres técnicas de analisis genético a las cepas mexicanas, las
cuales cuentan con mayor sensibilidad a las aplicadas en el pasado, sera posible dilucidar la
diversidad genética en las cepas mexicanas Tcl, asi como su relacion con otros aislados de

Latinoamérica.

4.0 Objetivo

Realizar un estudio de la diversidad genética de cepas de Trypanosoma cruzi mexicanas de
diferentes origenes geograficos y bioldgicos, utilizando: microsatelites, secuenciacion del gen SL

mini-exon y fragmento de citocromo B mitocondrial.
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5.0 Metodologia

5.1.0 Analisis por medio de microsatélites

5.1.1 Seleccion de cepas

En la primera etapa del proyecto se seleccionaron 47 cepas de T. cruzi mexicanas de diversos
origenes geograficos y bioldgicos del cepario del laboratorio de investigacion 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 Potosi, Veracruz, Yucatan y
Zacatecas. Los origenes biologicos de los aislados son diversos: Humano, Reservorio o de vector
(Tabla 5.1).

Tabla 5.1 Origen geografico y bioldgico de cepas analizadas por medio de microsatélites

Clave Cepa Estado Localidad Origen bioldgico
TPIR/MX/1999/Cari 006 Cari 6 Nayarit Carrillo Puerto T. picturata
TO00/MX/1999/Cari 009 Cari 9 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma
TO00/MX/1999/Cari 011 Cari 11 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma
T000/MX/1999/Cari 043 Cari 43 Nayarit Carrillo Puerto C. Phyllosoma
TO00/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 | 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 Potosi 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 R Humano
Guaymas: TPIR/MX/0000/Guaymas Guaymas Sinaloa Guaymas | e
MHOM/MX/0000/H002 H3 Yucatdan | e Humano
MHOM/MX/0000/H005 HS5 Yucatdn = | e Humano
MHOM/MX/0000/H009 H9 Yucatdan | e Humano
MHOM/MX/0000/H010 H 10 Yucatan =~ | e Humano
MHOM/MX/0000/HG HG Yucatdn =~ | e Humano
MHOM/MX/2000/INC-6 Inc 6 Guanajuato San Pedro Tututepec Humano
TPAP/MX/2010/IRA-1 Iral Guanajuato Irapuato Vector (especie no identificada)
MHOM/MX/0000/JBE JBE Jalisco | @ s Humano
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MHOM/MX/0000/JFA JFA Jalisco | - Humano
MHOM/MX/0000/JJO * 1JO Jalisco | 0 e 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
TO00/MX/0000/Nay 01 Nay 1 Nayarit Puga C. Phyllosoma
TLON/MX/0000/Nay 16 Nay16 Nayarit Puga T. longipennis
MHOM/MX/1994/Ninoa * . Oaxaca | = seeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees Humano

Ninoa
TBAR/MX/0000/Queretaro * aro Queretaro | e 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 T. barberi

Coyotepec

TMAZ/MX/2006/Tecgro 002 TecGro 2 Guerrero e T. mazzotti
TMAZ/MX/2006/Tecgro 004 TecGro 4 Guerrero | mmeeeemeemeeeeeee T. mazzotti
TO00/MX/1998/Tep107 Tep 107 Jalisco Cruzero de San Martin C. Phyllosoma
TO00/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 = | = e D.virginiana
MDID/MX/1991/VER004 Ver 4 Veracruz = | = e D. marsupialis
MDID/MX/1989/VER 005 Ver 5 Veracruz =~ | = e D. oposum
MDID/MX/1991/VER006 * Veracruz = | = s

Ver 6
TDIM/mx/2003/Xalapa Xalapa Veracruz Xalapa | e

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

5.1.2 Descongelacion de cepas
Las cepas se encentraban congeladas en medio LIT/glicerol 7.5 % en Nitrogeno liquido. Para

descongelar los parasitos, fue necesario descongelar el criovial mediante bafio Maria a 37°C, una
vez descongelada la cepa se toman 500 pl y se colocan en condiciones de asepsia en medio LIT
suplementado con SFB al 10% y con hemina 25 ug/ml. Posteriormente se incuban a 37°C por una
hora y después de esta primera incubacion se transfiere a 28°C hasta que el cultivo alcance la fase
log de crecimiento.

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

(10 %) y hemina (25 pg/ml). El cultivo se dejé crecer hasta que alcanzara la fase exponencial de
crecimiento, la cual tardoé de 3 a 4 dias; en esta fase alcanz6 una concentracion de 30 a 50 millones
de parasitos/ml. Este cultivo se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos, con lo cual se
sedimentaron los parasitos y se decanto el medio de cultivo. Posteriormente, se realizé un lavado,
para ello se re suspendié el botdon de parasitos en1 ml de amortiguador de fosfatos salinos (PBS)
estéril, se centrifugd por 10 minutos a 10000 rpm y se decant6 el amortiguador de PBS. El boton de
parasitos se congelaron a -20°C hasta su uso (Lopez-Olmos et al., 1998).
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5.1.4 Extraccion ADN de T. cruzi
El botdn de parasitos se resuspendio en 2 ml de amortiguador de lisis (NaCl 80 mM, EDTA 45 mM

pH 8 y SDS 1 %) y agitd gentilmente, hasta que se obtuvo una solucidn viscosa. El lisado resultante
se dividié en partes iguales, a las cuales se les adiciono proteinasa K a una concentracién final de
0.1 mg/ml, y se incubaron a 37° C durante 16 horas. Pasado el tiempo de incubacion con proteinasa
K, se adiciond un volumen igual de Fenol saturado, se agitdé gentilmente hasta formar una emulsion
uniforme la cual se centrifugd 10 minutos a 14000 rpm. Al finalizar la centrifugacién, la emulsion se
separo en dos fases, la fase acuosa se separd y se le agrego un volumen de una mezcla de Fenol:
Cloroformo: Alcohol isoamilico (25:24:1), la cual se agitdé gentilmente hasta formar de nueva cuenta
una emulsion uniforme que se centrifugd 10 minutos a 14000 rpm. Al finalizar centrifugacién, se
separo la fase acuosa de la fase organica a la cual se le afadié dos volumenes de etanol absoluto
frio. La mezcla resultante se agito gentilmente y se incubd durante una hora a -20°C. Pasando el
tiempo de incubacion la solucidn se centrifugé a 14000 rpm durante 10 minutos. Al finalizar la
centrifugacion se decanto todo el liquido dejando unicamente el botén de ADN, el cual se dej6 secar
al aire. Ya completamente seco el botén de ADN este se respondié en amortiguador de RNAsa A e
incubd a 37°C durante una hora, al terminar la incubacién se repitié todo el procedimiento, el botén
de ADN resultante se resuspendid en 200 pl de agua inyectable, la disolucion resultante se
almaceno¢ a -20°C hasta su uso (Figura 5.1) (Lopez-Olmos et al., 1998).

1)Resuspender los parasitos
en 2 ml de buffer de lisis (no
exceder de 1 x 10°parastog/m)

2) Fraccionar en partes iguales y
vortexear durante 30 s.

3) Adicionar 5ul de proteinasa K
(20 mg/ml) para tener una
concentracion final de 0.1mg/
ml)

10) Adicionar un volumen igual

de Fenol:Cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) agitar
suavemente hasta obtener una
emulsion

9) Recuperar la fase acuosa y
colocarla en un micro tubo de
centrifuga

)

8) Centrifugar 10 min a 14000
rpm

4) Agitar suavemente por
inversion

7) Agitar suavemente hasta
obtener una emulsién

5) Incubar 16 h a 372C en horno |
de calor seco

6) Adicionar 1ml de fenol
saturado

I 11) Centrifugar 10 min14000rpm

/

20) Incubara372CPOR 1 h
Repetir pasos 6 a 18 y disolver el
pellet en 200pl de agua mili-Q

( 12) Recuperar la fase acuosa y

colocarla en un tubo libre de
DNAsas y RNAsas (no mas de
500yl

13) Adicionar 2 volimenes de
etanol frio y agitar suavemente
por inversion durante 30 s

19) Disolver el pellet en buffer
de RNAsa

18) Eliminar el sobrenadante y
dejar que se evapore el etanol

14) Incubar a -20° C por 1hr

17) Adicionar 400pl de etanol al

70% y centrifugar a 14000 rpm
por 12 min

15) Centrifugar a 14000 rpm 12
minadeC

16) Eliminar sobrenadante

Figura 5.1 Diagrama de flujo de extraccion de ADN por medio de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. EI ADN de las 47
cepas seleccionas se extrajo mediante esta técnica.
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5.1.5 Cuantificaciéon de ADN
La cuantificacion del ADN extraido se realiz6 mediante el espectrofotometro Nanodrop 1000 V 3.7.

La cuantificacion se realizé a 260 nm. Posteriormente se prepararon disoluciones de trabajo a 30
ng/ul. Para verificar la calidad y la cantidad de ADN extraido, se corrié un gel de agarosa al 1%,
debido a que es indispensable que el ADN se encuentre en buenas condiciones para la realizacion
del analisis por medio de microsatélites se volvidé a extraer ADN de aquellas muestras en las que se
observo degradacion.

5.1.6 Amplificacién y analisis 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, SCLEO1-
02, MCLE11-12 y MCL51-52 (Macedo et al. 2001) (Tabla 5.2). Las condiciones de la reaccion de
amplificacion para todos los juegos de primers fueron: 0.4 uM de cada primer (Frw y Rvs), 0.2 mM
dNTPs (c/u), 4 mM de MgCl, y 0.5 U Platinum Tag ADN polimerasa por reaccion y 90 ng de ADN.
Las mezclas de reaccidén que contenian 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 reaccion que contenian 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

Microsatélite Primers 57-3”
Frw 5"-ACGACCA A AGCCATCAT T-3"
Rvs 5-GATGCTAACTGCTCAAGTGA-3"
Frw 5"-AGGAGTCA A ATATA ATGAGGCA-3"
Rvs 5-ACGTGTGAAAGGCATCTATC-3"
Frw 5"-GCGTAGCGAT TCAT T TCC-3"
Rvs 5-ATCCGCTACCACTATCCAC-3"
Frw 5"-GATCCCGCA ATAGGA A AC-3"
Rvs 5-GTGCATGTTCCATGGCTT-3"
Frw 5"-CTGCCATGT T TGATCCCT-3"
Rvs 5-CGTGTACATATCGGCAGTG-3"
Frw 5"-T TA A ACGACCTCTATGTCTCTC-3"
Rvs 5-CCTGAGCAAGATACAAGGAC-3”

SCLE 11-12
MCLG 11-12
MCLF 11-12
SCLE 1-2

MCLE 11-12

MCL 51-52

(Tomados de Oliveira et al., 1998)

Para resolver los productos de amplificacion se sometieron 10 pl 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 cm? (Martinez, 2006). Para observar los productos de amplificacion los geles fueron tefidos

en una solucion de bromuro de etidio al 1% v/v durante 2 min. Para observar los amplificados se
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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 Andlisis Bayesiano de patréon de bandeo de los diferentes microsatélites
Con los diferentes fragmentos de amplificacion obtenidos a partir de la amplificacion de los 6

microsatélites se obtuvo una matriz binaria, en la cual si la cepa presentaba el fragmento de
amplificacion 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 muestred cada 100 generaciones y con los dendogramas muestreados se genero

un dendograma el cual maximiza la probabilidad.

5.2.0 Segundo analisis de cepas representativas con microsatélites

Se seleccionaron de acuerdo al primer analisis 15 cepas mexicanas representativas, de las cuales
12 pertenecen al grupo genético Tcl, tomando como criterio de seleccion la topologia del
dendograma obtenido al analizar las 47 cepas con microsatélites (ver resultados), el origen biolégico
y geografico. En esta seleccion se incluyeron también las cepas mexicanas Querétaro, Ninoa, las
cuales muestran diferente comportamiento en el proceso de invasion (Espinoza et al., 2011) y Ver 6
la cual es una cepa mexicana no Tcl. En esta seleccion también se incluyo la clona Brasilefia Cl

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

Se decididé reanalizar las cepas representativas, esta vez unicamente usando cinco microsatélites:
SCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 11-12, SCLEO1-2, y MCL 51-52, en este caso no se analiz6
MCLE 11-12 ya que en el analisis anterior se observo gran homogeneidad con él. Con esto se desea
obtener mayor sensibilidad y definicion de los fragmentos de amplificacion, debido al uso de mayor
muestra de amplificado y a la utilizacién de geles de mayor tamafo. Las condiciones de reaccién
fueron las mismas descritas en la seccion 5.1.6, con la diferencia de que se sometieron a
electroforesis 20 yl de productos de PCR en geles de poliacrilamida al 15% con una dimension de 18
x 16 cm? durante aproximadamente ocho horas a 100 volts. Los resultados obtenidos se analizaron
al igual que en la seccion 5.1.7.

5.3.0 Amplificacién y secuenciacion de gen SL mini-exén y citocromo B mitocondrial

5.3.1 Amplificacién gen SL mini-exén

Se realizd la reaccion de PCR multiplex con los primers TC1 (5GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC3),
TC2 (5CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG3) y TCC (5 CCCCCCTCCCAGGCCACACTG'3) a las cepas
representativas (Tabla 5.1). Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: 100 ng de ADN,

cada primer a una concentracion de 2 yM, 0.1 mM de dNTPs (c/u), 1 mM de MgCl, y 2.5U Taq
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platinum por reaccion. Dicha reaccion de PCR se sometié a: 27 ciclos de 94°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Los productos de la reaccion se analizaron en un
gel de agarosa al 1.5%, se tifieron con bromuro de etidio y visualizaron con luz UV.

5.3.2 Amplificacion del fragmento de 950 pb de citocromo B

Se realizé la reaccion de PCR para la obtencién del fragmento de 950 pb del gen de citocromo B
mitocondrial de T. cruzi, usando los primers D (5’ATTATGTTACAGATAATATGTGGTGT3) y R
(5°GCTTATCCAATATGAATGGAATTACA'3) a las cepas 16 cepas representativas (Tabla 5.1), los cuales
fueron disefiados por el Dr. Fernando Martinez (Hospital General Dr. Gea Gonzalez). Estos primers
nos permiten obtener un amplificado de mayor longitud a comparacion de los primers utilizados
generalmente, los cuales tienen como producto un amplificado de 550 pb; la razén para usar los
primers D y R, se debe a que mayor longitud del amplificado se espera obtener mayor informacion.

Las condiciones de la reaccién fueron 200 ng de ADN (Se determiné esta cantidad de templado ya que es la
cantidad a la cual se obtuvo mayor cantidad de producto de reaccién), 5mM MgCl,, 0.5 mM dNTPs(c/u), 1
mM de cada primer (D y R), 0.002 % de Triton X100 y 2U de Taq Platinum. Dicha reaccién de PCR
se sometio 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 extension final de 72°C por 7 minutos. Estas
condiciones de reaccion fueron estandarizadas por el Dr. Fernando Martinez.

5.3.3 Extraccion 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 tefiido con bromuro de etidio, y se visualizaron con luz UV. Para
purificar el amplificado de interés se cortd la banda correspondiente, y se purificd 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 Secuenciacion de productos de PCR

La reaccion de secuenciacion se realizo 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 reaccién de PCR para la obtencion del amplificado
de mini-exdon 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 reaccidn de secuenciacidon se precipitaron con etanol absoluto (2.5 volumenes)
y acetato de sodio 3 Mm (10%vV/v), seguido de una centrifugacion a 2000 x g por 30 min. El etanol

remanente se elimind volteando la placa y centrifugando de nueva cuenta a 150 x g por 1 minuto.
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Posteriormente se realizé un lavado con etanol al 80% centrifugando por 5 minutos a 2000 x g. Al
término de la centrifugacidn se decanto el etanol y centrifugé a 150 x g por 3 minutos para eliminar el
etanol remanente. Se repitid este ultimo paso para eliminar completamente el etanol. Ya purificados
los productos de la reaccidn de secuenciacion, éstos se disolvieron en 20 yl de formamida.

Las secuencias de los genes mini-exén 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 Edicion y obtencién 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 elimin6 parte de la secuencia donde no existia una sefial clara, con este mismo programa se
obtuvo la secuencia complementaria de la secuencia Reverse (Rvs), y esta a su vez se apareo con
la secuencia Forward (Frw), con lo cual se obtuvo la secuencia consenso (Figura 5.1).

”
A
0

Se invierte la secuencia Reverse

e iy o4 3 ol Ciap Gre 4T 1309 43 65-T3 W4

Se elimina la parte de la secuencia que no
presenta senal

CCC R SPERAC R TR OCR C PEREER O INEERC? OFPETRAOOC NOPEER

=
o)

: Se obtiene la secuencia
“““ ‘ = consenso de la secuencia
Forward y reverse

Figura 5.1 Proceso de edicién y obtencién 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 Analisis filogenético

Para realizar el analisis de las secuencias del gen SL mini-exén y el fragmento de 950 pb de
citocromo B, ademas de la secuencias obtenidas en este proyecto mitocondrial se utilizaron también
secuencias de T. cruzi de estos genes extraidas del GenBank. En el caso de los analisis de redes y
el analisis Bayesiano de las secuencias SL mini-exdn y citocromo B mitocondrial de cepas Tcl

unicamente se incluyeron secuencias de clonas y cepas que anteriormente se habian reportado
|



como Tcl. Para el analisis de redes y analisis Bayesiano que se realizé a las secuencias de
citocromo B mitocondrial y SL mini-exon de las cepas no Tcl, se bajaron del Genbank unicamente
secuencias de cepas y clonas representativas de cada DTU (Zingales et al., 2009).

Tanto para el analisis Bayesiano y de redes de los genes: SL mini-exdn y citocromo B fue necesario
realizar un alineamiento que incluyera las secuencias de las cepas mexicanas y las obtenidas del

GenBank. Para ello se utilizo 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 Andlisis Bayesiano
Se eligié el modelo de sustitucion 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 analisis Bayesiano de cada gen se realizé usando

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

analisis independientes de inicio aleatorio, usando como método de muestreo las cadenas de Monte
Carlo Markov, las cuales muestrean la distribucion de la probabilidad posterior (Ronquist y
Huelsenbeck; 2003), por medio de tres cadenas calientes y una fria 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 Anilisis 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 utilizé el método Median Joining (MJ) y posteriormente fueron posprocesadas por
maxima parsimonia (MP), el cual elimina los sitios no parsimoniosos, para darnos la red filogenética

mas corta (Anexo 2).
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6.0 Resultados

6.1.0 Analisis de microsatélites

6.1.1 Descripcion 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 provenian de Nayarit, 17% de Zacatecas, 11% de
Yucatan, 9% de Jalisco, 9% de Morelos, 9% de Veracruz, 6 % de Guerrero, 7% Oaxaca, 4% de
Guanajuato, 2% San Luis Potosi y 2% de Colima. En cuanto al origen biologico 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 biolégico del restante 5%, se desconoce su origen. (Figura 6.1).

A)

San Luis Potosi

1. picturata. T pallidipennis
% 2%

Humano 27%

Q)

I

Vectores
59%

T. longipennis
20%

<_D. marsupialis
se 2%
desconoce ~ D. oposum
5% 2%

Complejo Phillosoma .
2% Reservorio 9%

Figura 6.1 Origen Geografico y Biolégico de cepas de Trypanosoma cruzi mexicanas analizadas por medio de
microsatélites. Los aislados son en su mayoria de las regiones que se encuentran mayormente afectadas por la
enfermedad de Chagas. A) Porcentaje de cepas pertenecientes a las diferentes estados de la Republica Mexicana, B)
Localizacion de los estados de donde provienen las cepas C) Origen biolégico de los aislados.
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6.1.2 Analisis de geles de acrilamida al 12% de productos de PCR de micro satélites
Al realizar el analisis de todos los fragmentos de amplificacion 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 patron de bandeo diferente a todas las demas 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 reaccion de MCLG 11-12. Es posible observar que la mayor parte
de las cepas muestran un patron 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 amplificacion se realizé una regresion
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 ecuacion 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
ecuacion obtenida en la regresion lineal, es importante aclarar que por cada gel se realizé una curva

de calibracion (Figura 6.3).
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INCG MPM

B) Q Curva calibracién
1500
Corrimiento (cm) Ln(corrimiento) Peso Molecular
0.9175 -0.086102699 1500 5
500 4.037 1.395501842 500 3 4
400 5.505 1.70565677 400 2
6.606 1.887978327 300 2
300 8.441 2133100785 200 B
200 1101 2398803951 100
0 05 1 15 2 25 3
100 D) Ln (corrimiento de los alelos)
Peso molecular de alelos del microsatélite MCLE 11-12 cepa INC 6
Corrimiento alelos (cm) | Ln(corrimiento de alelos) | Peso molecular
6.973 1.942045548 288.1223895
8.808 2.175660399 154.202676
9.542 2.255703107 108.3181939

Figura 6.3 Ejemplo de determinacién de peso molecular de las bandas obtenidas con los primers MCLE 11y 12 de la
cepa INC 6. A) Gel de acrilamida al 12% donde se analizé 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 calibracion 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 amplificacion
obtenidos, considerandose que cada uno de estos fragmentos son un alelo, utilizando los 6
diferentes microsatélites para cada cepa. Al analizar todas las cepas se determiné el numero de
fragmentos de amplificacion resultantes por cada marcador molecular (Tabla 6.1), los pesos
moleculares de cada fragmento de amplificacion se encuentran en el Anexo 3. Encontrandose que
los fragmentos de amplificacion de MCLE 11-12 son altamente homogéneos, por lo tanto son poco

informativos.

Tabla 6.1 Fragmento de amplificacion encontrados por cada microsatélite

Microsatélite Numero de fragmentos de amplificacién
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 amplificacion 82

Contando con el numero de fragmentos de amplificacion obtenidos con los 6 microsatélites, se conto
con 82 fragmentos de amplificacion totales. Con los cuales se construyé una matriz binaria, en la
cual se represento la presencia del fragmento de amplificacién con el numero 1 y la ausencia con el

numero O (Figura 6.4).
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6.1.3 Analisis Bayesiano de matriz binaria
A partir de la matriz binaria construidas con los diferentes fragmentos de amplificacion de los

microsatélites: SCLE 11-12, MCLE 11-12, MCLG 11-12, MCLF 1-12, SCLE 01-02 y MCL 51-52, se
realiz6 un analisis Bayesiano por medio del programa Mr. Bayes v 3.2.0. En este analisis se
incluyeron dos cepas referencia; la cepa CI Brener la cual pertenece a TcVI y la cepa mexicana Tcl

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 vy
pertenece al DTU Tc |, también es posible observar que la cepa mexicana Ver | forma al igual que ClI
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 arbol no tienen un buen
soporte estadistico, puesto que la mayoria 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 exén y pertence a Tc |, la cepa
Ver |, 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 analisis con microsatélites mejorando condiciones
A partir del dendograma obtenido en el analisis Bayesiano de los microsatélites, se decidid

seleccionar 12 cepas, las cuales se consideraron representativas del grupo de estudio, el criterio de
seleccion se basoé en la topologia del dendograma obtenido anteriormente (Figura 6.5) y el origen
biolégico y geografico, En esta seleccion también se incluyeron las cepas mexicanas Querétaro,
Ninoa (anteriormente caracterizadas biologicamente) y Ver 6 (cepa no Tcl), al igual que la clona
Brasilefia Cl Brener como referencia (clona TcVI).
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Al volver a analizar las 16 cepas seleccionadas sélo 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 reaccion en geles de mayor tamafio de acrilamida al 15%, encontramos que se
pierde la sensibilidad con la mayoria de los microsatélites, ya que se observé en casi todos los casos
gran homogeneidad en el patron de bandeo. Este fenbmeno se lo podemos atribuir a que al ser mas
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 observo que al analizar los productos de PCR de los primers SCLE1-2, aumento la resolucion de
las bandas, ya que fue posible observar 3 diferentes patrones de bandeos; uno correspondiente a las

cepas No Tcl y dos pertenecientes a cepas Tcl (Figura 6.6).
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Figura 6.6 Diferentes patrones del microsatélite SCLE 1-2 de las cepas representativas. A continuacidon 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 Tcl, y dos correspondientes a cepas Tcl, los cuales se denominaron grupo genético Ay
B del microsatélite SCLE 1-2.

6.2.1 Analisis 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 decidi6 analizar unicamente el patron de bandeo obtenido con el microsatélite
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SCLE 1-2, que dio resultados mas variados. Para ello se realizé una matriz binaria y esta se analiz6
en el programa Mr. Bayes v 3.2.0.

El resultado del analisis Bayesiano nos arrojé un dendograma que todas las cepas Tc | se agrupan
en una sola rama. En la rama de las cepas Tcl es posible distinguir, el subgrupo de los no
agrupados, el cual tiene un patrén de bandeo tipo A y el subgrupo que tiene un patron de bandeo
tipo B. Es importante resaltar que el subgrupo conformado por Cari 43 y H10 no se tomé en cuenta,
ya que los valores de probabilidad posterior son menores a 0.75, mientras que el subgrupo con
patréon 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 patron 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 Tcl y la rama donde se encuentran las cepas
Tcl. En esta rama es posible distinguir dos grupos genéticos, el grupo A y B. Las ramas presentan diferente color, de
acuerdo a su origen biolégico. Abajo del dendograma se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia
entre cada taxa.

Al analizar la relacion entre origen biolégico y geografico con el grupo genético del microsatélite
SCLE 1-2, no se encontro una clara relacion, lo cual se pudo deber a que el grupo de estudio era
pequefio, por tanto se decidié analizar los productos de SCLE 1-2 en geles de 18x 17 cm? de 55
cepas mexicanas, en las cuales se incluyeron las 47 cepas analizadas anteriormente (Tabla 6.3).

El resultado del analisis de las 55 cepas mexicanas con el microsatélite SCLE 1-2, fue que el 27%
pertenecen al subgrupo con patrén de bandeo tipo A, mientras que el 73% pertenecen al subgrupo
con patrén de bandeo tipo B. Al buscar una relacién entre origen geografico y subgrupo, no se
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encontré ninguna relacion. A pesar de ello, al analizar la relacion entre origen bioldgico y subgrupo
se encontro que el 80% de las cepas pertenecientes al subgrupo con patron de bandeo tipo A habian
sido aisladas de humanos, mientras que el 85% de las cepas pertenecientes al subgrupo con patrén
de bandeo tipo B habian 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 geografico, 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 | analizadas con microsatélites SCLE 1-2

Clave Cepa Estado Localidad Origen biolégico 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 | 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 LuEs Tamazunchale Humano B
TPHY/MX/1999/Cux 43 Cux 43 Zalj::tt:i;s Cuxpala T. longipennis B
TLON/MX/1999/Cux 46 Cux 46 Zacatecas Cuxpala T. longipennis B
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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 |  -———--m-mmmmemee- Humano A
TPIR/MX/0000/Guaymas Guaymas Sinaloa Guaymas | @ e B
MHOM/MX/0000/H002 H3 Yucatan | -----mmemmemmemeeee - Humano A
MHOM/MX/0000/H005 H5 Yucatan Humano A
MHOM/MX/0000/H009 H9 Yucatan Humano A
MHOM/MX/0000/H010 H 10 Yucatan Humano A
MHOM/MX/0000/HG HG Yucatan | -----mmemmemmemeeeeeee- Humano A
MHOM/MX/2000/INC-6 Inc 6 Guanajuat San Pedro Humano B
o Tututepec
TPAP/MX/2010/IRA-1 Iral Guanajuat Irapuato Vector B
o

MHOM/MX/0000/JBE JBE Jalisco | ---mmemeemmemeeeeee- Humano B
MHOM/MX/0000/JFA JFA Jalisco | -—-mmemeemmemeeeeee- Humano A
MHOM/MX/0000/JJO JJO Jalisco | -—-mmemeemmemeeeeee- 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
MDID/MX/1997MORO011 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 | -—--—--—m-mm-mmmmmem- Humano A
TBAR/MX/0000/Queretaro Qro Queretaro | ---m-mmmmememeeme e T.s.p. A
TBAR/MX/1998/Sba 56 Sba 56 Oaxaca San Bartolo de T. barberi B

Coyotepec
TBAR/MX/1998/Sba 58 Sba 58 Oaxaca San Bartolo de T. barberi B

Coyotepec
TMAZ/MX/2006/Tecgro 002 TecGro 2 Guerrero | —memmmmememeemeeeee T. mazzotti B
TMAZ/MX/2006/Tecgro 004 TecGro 4 Guerrero | —ememmememmemeeeee e T. mazzotti B
T000/MX/1998/Tep107 Tep 107 Jalisco Cruzero de San C. Phyllosoma

Martin
T000/MX/1998/Tep 140 Tep140 Jalisco Tepehuaje C. Phyllosoma B
Tpap/mx/1991/Tequesquitengo Tequesqui Morelos Tequesquitengo T. pallidipennis B
tengo

MDID/MX/1991/VER004 Ver 4 Veracruz | -------m--mmemmemmemee- D. marsupialis B
MDID/MX/1989/VER 005 Ver 5 Veracruz | ----m-memmmmememmemeeeee D. oposum B
TDIM/mx/2003/Xalapa Xalapa Veracruz Xalapa | @ - B

6.3.0 Analisis Filogenético SL mini-exén

Las trece secuencias de mini-exon pertenecientes a las cepas mexicanas representativas de T.
cruzi Tcl, fueron analizadas por medio del programa Mega 5. En dicho analisis se encontré que 238
sitios de 267 sitios eran conservados, mientras que 22 eran variables, de los cuales 4 Uunicamente
son informativos (Figura 6.9).
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Cari43 CCTGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTCTGCGTGTGT-CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG

Col7 GTGTGTG CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG

CopGro CCTGCAGGCAACACGTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTGTGTG--CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG

CRISTI e TGCTTGTTGTG TG TG T G- CCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG

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

INC6 ===mmmme-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

Verd CCTGCAGG-CACAC----GTGTGTGTGTGTATGTATGTGTGTGTGCCCC-ACCCACCTCCGGCTCCTTCATGTTTGTGTCGTCGCTGCCCTTGTCTGCG

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

Verd 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

Verd  TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAT--ACACCGCTCC-GCA-CGCACT-AGTC

H10 TTTTTTCCCGTCTTTTGGCTCCTCGCACTGAACCGCCTGCAC--ACACCGCTCC-GCA-CGCATT-AGTC

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

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

cual se contaban con 163 secuencias de diferentes paises de Latinoameérica 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-exén de aislados Tc |

Subgrupo
genético de
Clave Nombre Pais de origen Origen Biolégico Tcl Referencia
anteriormente
reportado
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 CLT72 Argentina | s 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 | e A (Cura et al., 2010)
GU936820 | LLO17-Po0-RO Argentina T. Infestans E (Tomasini et al., 2011)
GU936818 LLO22-1R2 Argentina T. Infestans chaco3 (Tomasini et al., 2011)
GU936821 LLO27-21R1 Argentina T. Infestans E (Tomasini et al., 2011)
GU936822 LL027-21R2 Argentina T. Infestans E (Tomasini et al., 2011)
GU936817 LLO40-p33R1 Argentina Canis familiaris chaco3 (Tomasini et al., 2011)
GU936814 LLO51-P23R0 Argentina C. familiaris chaco3 (Tomasini et al., 2011)
GU179067 | MIRANDA CL78 Argentina | s 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 PalDa20CI3 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 | --—--—-—--m-mmmmee- (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 TEV55clI1 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 | --—--—-—--memmmmee- (Cura et al., 2010)
FJ713404 VA Argentina Humano D (Cura et al., 2010)
GU903124 13379 CL7 Bolivia Humano (Cura et al., 2010)
FJ713356 As Bolivia Humano E (Cura et al., 2010)
AY367129 Cutia Brasil (Cura et al., 2010)
GU179068 D11 Brasil | = e D (Cura et al. 2010)
FJ713372 G Brasil Didhelfis marsupialis D (Cura et al., 2010)
FJ713407 Silvio X10 Brasil | @ e 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 cI8 Chile Mepraia spinolai E (Cura et al., 2010)
FJ713401 TCC Chile Humano A (Cura et al., 2010)
GU903145 Ti170 clé 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 CI7 Chile Humano A (Cura et al., 2010)
AM259469 FCH Colombia | = - B (Herrera et al., 2007)
FJ713357 Amp7 Colombia Pastrongylus geniculatus | ------------e-mmm-- (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 Coy11C 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 D12C Colombia D marsupialis D (Falla et al., 2009)
EU626723 DAC Colombia Humano A (Falla et al., 2009)
EU626728 DYRC 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 Galé1 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 JvVC 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 | e (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 SEVC Colombia Humano A (Falla et al., 2009)
FJ713393 SN11 Colombia Rhodnius prolixus =~ | -----m-memmmmmmmeeem (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 | ----------mmmmmemem (Falla et al., 2009)
FJ713397 SP Colombia Humano B (Falla et al., 2009)
FJ713399 STP3.3 Colombia Rhodnius pallences (Cura et al., 2010)
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EU626737 TdC Colombia Triatoma dimidiata B (Falla et al., 2009)
FJ713406 W3534 Colombia Humano | e (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 (Oalcgr(‘)%‘;r) et
EF576837 | Raccon70 cl2/(2) | Estados Unidos Procyon lotor A (Oalcgr(‘)%‘;r) et
GU179070 USA1 Estados Unidos |  Triatoma gerstaking | -e-eeceemeereeres (Oalcgr(‘)%‘;r) et
GU179072 USA104 Estados Unidos |  Triatoma gerstaking | -e-eeceemeereeres (Oalcgr(‘)%‘;r) et
GU179073 USA108 Estados Unidos |  Triatoma gerstaking | -e-eeceemeemeeres (Oalcgr(‘)%‘;r) et
GU179074 USA111 Estados Unidos |  Triatoma gerstaking | -e-eeceemeereeces (Oalcgr(‘)%‘;r) et
GU179075 USA115 Estados Unidos |  Triatoma gerstaking | —e-eeceemeereeres (Oalcgr(‘)%‘;r) et
GU179071 USA28 Estados Unidos |  Triatoma gerstaking | —eeeeceemeereeres (O"Connor et
al.,2007)
FJ713405 VTH Guinea Francesa Humano D (Cura et al., 2010)
) - T (O"Connor et
EF576824 | Cari137 cl1/(a) México Triatoma sp al.,2007)
) - T (O"Connor et
EF576825 Cari137 cl2/(b) México Triatoma sp al.,2007)
EF576826 | Gue536 cl1/(a) México Triatoma longipennis | —--eeeeeeeeeeeee (Oalcgr(‘)%‘;r) et
EF576827 | Gue536 cl2/(b) México Triatoma longipennis | —-eeeememeeceere (Oalcgr(‘)%‘;r) et
i womane o (O Connor et
EF576845 H1cl1/(a) México Humano al.,2007)
i womane (O"Connor et
EF576846 H1 cl2/(b) México Humano al.,2007)
FJ713374 HD México | = - (Cura et al., 2010)
* INC10 México | = -
- (O"Connor et
EF576822 JJo cl1/(a) México Humano A al.,2007)
i womane o (O"Connor et
EF576823 JJo cl2/(b) México Humano al. 2007)
- . . . (O"Connor et
EF576828 L3033(a) México Triatoma longipennis A al.,2007)
- . . . (O"Connor et
EF576829 L3033(b) México Triatoma longipennis A al.,2007)
FJ713386 PG México | = - A (Cura et al., 2010)
- ) T (O"Connor et
EF576835 Pla20 cl3/(c) México Triatoma picturata al.,2007)
- ) o (O"Connor et
EF576847 Sbab4 cl1/(a) México Triatoma barberi al.,2007)
EF576848 | Sba54 cl2/(b) México Triatoma barberi | -eeeeoeoemmeemee (O"Connor et
al.,2007)
EF576819 | Tep23ci1/(a) México Triatoma longipennis | —-eeeemereeeeere (Oalcgr(‘)%‘;r) et
Tep23cl14 - . . . (O"Connor et
EF576821 c14/(z) México Triatoma longipennis | ---------mmmrmmemm- al.,2007)
EF576820 | Tep23 cl7/(g) México Triatoma longipennis | —-eeeeemereeeeere (O"Connor et
al.,2007)
FJ713403 TR México Triatoma sp A (Cura et al., 2010)
GU903132 Pan4 cl1 Panama Humano A (Cura et al., 2010)
GU903133 Pan4 cl4 Panama Humano D (Cura et al., 2010)
GU903134 Pan4 cl5 Panama Humano A (Cura et al., 2010)
GU903152 V305 CI3 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010)
GU903153 V305 ClI6 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010)
GU903154 V305 CI7 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010)
GU903148 V75 CI1 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010)
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GU903149 V75 ClI2 Paraguay Triatoma infestans D (Cura et al., 2010)
GU903150 V75 CI5 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 Martinez Martinez

6.3.1 Analisis Bayesiano de las secuencias SL mini-exén
Para realizar el analisis Bayesiano, fue necesario buscar el mejor modelo de nucledtidos, el cual se

ajuste de mejor forma a las secuencias de SL mini-exdn. Este modelo se obtuvo gracias al programa
Model Test 3.7 bajo el criterio de Akaike. El modelo mas adecuado de acuerdo a este criterio, fue el
modelo HKY+I+G, con una proporcion de sitios invariantes de 0.3678 y una distribucion Gamma de
0.3779. Con estos parametros se realizé el analisis Bayesiano con el programa Mr. Bayes v 3.2.0,
corrieron dos analisis independientes de inicio aleatorio con tres cadenas calientes y una fria durante

1000000 de generaciones muestreando cada 100 generaciones.

Al observar el arbol resultado del analisis Bayesiano, es posible observar que las cepas Mexicanas
se agrupan en una sola rama que correspondia a las cepas Tcl de otros paises, las cuales han sido
anteriormente caracterizadas como pertenecientes a los grupos genéticos Tcl a, d y Chaco 2/3. A
pesar de que es posible observar cierto agrupamiento por regién geografica, 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 ademas de que no existe un buen soporte
estadistico, ya que en su mayoria los valores de probabilidad posterior del arbol filogenético de SL
mini-exon son menores a 0.75 (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Arbol filogenético de SL mini-exén de 176 cepas y clonas Tc | de diferentes paises de Latinoamérica. La
historia evolutiva se obtuvo gracias a un andlisis Bayesiano, en el cual se utilizé el modelo HKY+I+G con una proporcién
de sitios invariantes de 0.3678 y una distribucion Gamma de 0.3779. Los colores representan el origen de las cepas y
clonas. En el arbol 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 paises pertenecientes al grupo genético Tc la, Tc ld 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 aarbol
filogenetico se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa.

6.3.2 Analisis de red Median Joining (MJ) de SL mini-exén
Debido a que el analisis Bayesiano no tenia buen soporte estadistico, se decidié realizar un analisis

de red Median Joining, el cual cuenta con mayor sensibilidad, ya que es capaz de discriminar una
sola mutacion, para ello se cre6 una red Median Joining (MJ) utilizando toda la secuencia de SL mini-
exon. En esta red se incluyeron cepas y clonas de los diversos subgrupos genéticos de Tcl.

Con este analisis fue posible observar que la mayor parte de las cepas mexicanas se agruparon con
cepas y clonas pertenecientes al grupo genético Tc la. Las cepas CopGro, JBE, Mor 11, Col 7 y
CRISTI, se encontraron asociadas a cepas y clonas que anteriormente se habian 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 lay Tc le, al cual seguimos denominando Tc Ib; y el otro grupo
se encontro 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-exén de 176 cepas y clonas Tc | de Trypanosoma cruzi de diferentes paises
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 la. 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 tamafo de los nodos, es la proporcion de individuos con la misma secuencia. La
distancia entre cada nodo es proporcional al nimero de sustituciones.

6.3.3 Analisis de red Median Joining (MJ) de SL-IR mini-exén
Debido a que algunas cepas y clonas colombianas anteriormente descritas en la literatura como Tc

Ib, se agrupan en dos grupos diferentes, se decidié realizar una red MJ utilizando unicamente el
fragmento de SL-IR mini-exdn, la region caracteristica donde se encuentran el conjunto de SNPs que
definen los diferentes grupos genéticos de Tcl. Al alinear las secuencias de origen mexicano con las
secuencias extraidas del Gen Bank, el fragmento paso de 49 a 52 nucledtidos, ya que al existir
inserciones/deleciones en las secuencias mexicanas y de la regiéon del Chaco, se tuvieron que

agregar tres gaps adicionales para poderlas alinear (Figura 6.10).

Figura 6.10. Alineamiento de la regién que define los diversos grupos genéticos de SL-IR mini-exén de Tcl.
Anteriormente esta region era de 49 nucleétidos, pero al alinear las secuencias de cepas mexicanas se convirtieron en
52 nucleétidos. De los 52 nucleétidos Unicamente 12 de ellos son informativos, en amarillo se muestran estos sitios.

Al igual que en la red filogenética donde se analiza en totalidad la region SL mini-exdn, en la red
filogenética MJ donde unicamente se analiza el fragmento de 52 pb que caracteriza a los diferentes
grupos genéticos de Tcl, fue posible observar que la mayor parte de las cepas mexicanas se
agrupan con las cepas y clonas pertenecientes al grupo Tc la. También se encontré 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 analiz6 el total de la region

SL mini-exén (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 le y Tc la, 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 esta asociado a las cepas mexicanas JBE y CopGro, al cual
denominamos grupo Tc If. Las cepas mexicanas Col 7, CRISTI, Mor11 siguieron agrupandose 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-exén de 176 cepas y clonas Tc | de Trypanosoma cruzi de diferentes
paises 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 la.
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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tamafo de los nodos es proporcional al nimero de individuos que presentan la misma secuencia. La distancia entre cada
nodo es proporcional al nUmero de sustituciones.

6.4.0 Analisis filogenético del gen mitocondrial de citocromo B

Las trece secuencias de citocromo B mitocondrial pertenecientes a las cepas mexicanas
representativas de T. cruzi Tc |, fueron analizadas por medio del programa Mega 5. En dicho analisis
se encontré que 872 sitios de 904 sitios eran conservados, mientras que 12 sitios eran variables, de
los cuales ninguno resulto informativo al uUnicamente analizar las secuencias de cepas

representativas mexicanas (figura 6.12).

1 100

H10 TTAGCATGA-TGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Cux68 e TTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Cristi - CATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Copgro -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Inc6 e TTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Col7 -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Cari43 -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Qro === T TTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Verd -TTAGCATGATGTTTTTTAGTTGTTTTATTTGTGCAAATTGA-TATTTTATTTTATTTTTGTGAGACTTTGATTTAGGTTTTGTGAT--TAGAAGTATT

Sbab6 -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

Verd 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
Verd TTTATAGGATTTATATTATTTATGTTTATAATAATTATTGCATTTATTGGGTACGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTT
Sbab56 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
Verd 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
Verd 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-

Verd TTTGTGAT-AGGTTTGCTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTTGCATTTTTCATATTATTTTGTGT-

Sbab6 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

Verd AATATATGTTATTTTTATAAATTGATATTTTGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGAT-AAAATATTACCTGAAT

Sbab6 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

Verd GATTTTTCCTATTTCTATTTGGTTTCCTTAAAGCAGTACCTGACAAATTCATGGGATTATT-TCTAATGGTAGTTCTATTATTCGCGCTATTTATGTTT
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Sbab6 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

Verd ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT

Sba56 ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT

Ninoa ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGT---

Mor11 ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT

JBE ATATTAAATTGCATATTATGGTTTGTATATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAACATATTCGTTGATTCTATTTTATAGTATATGAATGAGTGGTTTT

H10

Cux58 TTAG---------

Cristi TTAG---------

Qro  TTAG---------

Verd TTAGCTTATACG-

Sbab6 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 Tcl. El alineamiento se encuentra en formato Nexus, es posible observar una gran homogeneidad.

Las 13 secuencias mexicanas de citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas Tcl se integraron a
un alineamiento en el cual se contaban con 76 secuencias pertenecientes a clonas de T. cruzi Tcl de
Colombia (70) y Chile (6) obtenidas de la base de datos del Genbank (Tabla 6.5).

78



Tabla 6.5 Secuencias de citocromo B mitocondrial extraidas del Gen Bank

Clave Clonao Origen Origen Genotipo Referencia
Gen Bank Cepa Geografico Biologico citocromo B
reportado

EU559323 A04 Chile Mepraia 1A (Spotorno et al., 2008)
spinolai

EU559324 24t.p18 Chile Cabra 1A (Spotorno et al., 2008)

EU559326 26t.p18 Chile Cabra 1B (Spotorno et al., 2008)

EU559327 58.p18 Chile Octodon 1B (Spotorno et al., 2008)

EU559328 54.p18 Chile Octodon 1B (Spotorno et al., 2008)

EU559329 5.p18 Chile Cabra 1B (Spotorno et al., 2008)

HQ713679 D18cl10 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713680 D16c¢l8 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713681 YDm1Bcl3 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713682 YAS1cl2 Colombia Alouatta sp. C (Ramirez et al., 2011)

HQ713683 SLDm1cl9 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713684 SLDm2cl10 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713685 NR1cl10 Colombia Ratus ratus C (Ramirez et al., 2011)

HQ713686 NDm1cl7 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713687 SR2cl7 Colombia Roedor C (Ramirez et al., 2011)

HQ713688 AADm1cl1 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713689 Gal61cl16 Colombia Roedor C (Ramirez et al., 2011)

HQ713690 YDm1Mcl2 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713691 YTT1clt Colombia Tamandua C (Ramirez et al., 2011)
tetradactyla

HQ713692 Dm11cl7 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713693 Dm38cl16 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713694 D5cl7 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713695 Dm7cl6 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713696 D1cl14 Colombia Didelphis C (Ramirez et al., 2011)
marsupialis

HQ713697 AAC1cl3 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713698 AADGcI7 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713699 YD1cl5 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713700 YB1cl2 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713701 X1544cl10 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713702 X1082cl9 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713703 X236¢l8 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713704 SLA9cI9 Colombia Humano (Ramirez et al., 2011)

HQ713705 SLB3cl2 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713706 SLD2cl1 Colombia Eratyrus D (Ramirez et al., 2011)
cuspidatus

HQ713707 AAB3cI2 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713708 SLF5cl10 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus
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HQ713709 CepaZ2cl6 Colombia Roedor (Ramirez et al., 2011)

HQ713710 Palmascl7 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713711 Necoclicl6 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
pallescens

HQ713712 NB2cl15 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713713 NA3cl4 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713714 NC2cl9 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713715 N5P14cl17 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713716 RP540CI9 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713717 DYRcl15 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713718 LCVcl3 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713719 Xchcl13 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713720 JEMcI2 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713721 SEVcI8 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713722 FECcl15 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713723 YLYcl12 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713724 CACQcl14 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713725 LJVPcl7 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713726 EMcl13 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713727 EEBBcl10 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713728 EHcl1 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713729 CGcl16 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713730 DAcl14 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713731 SMACcI8 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713732 MGcl15 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713733 LERcI3 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713734 FcHcl13 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713735 SPcl11 Colombia Humano A (Ramirez et al., 2011)

HQ713736 SN5cl7 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713737 Coy11cl15 Colombia Rhodnius C (Ramirez et al., 2011)
colombiensis

HQ713738 AAATcl15 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713739 X380cl23 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713740 SLD1Eccl6 Colombia Rhodnius D (Ramirez et al., 2011)
prolixus

HQ713741 TmPA1cl6 Colombia Triatoma D (Ramirez et al., 2011)
maculata

HQ713742 TVcl9 Colombia Triatoma D (Ramirez et al., 2011)
venosa

HQ713743 Tdcl9 Colombia Triatoma B (Ramirez et al., 2011)
dimidiata

HQ713744 Td2cl10 Colombia (Ramirez et al., 2011)

HQ713745 Td11cl7 Colombia Triatoma (Ramirez et al., 2011)
dimidiata

HQ713746 AACf1cl2 Colombia Canis familiaris (Ramirez et al., 2011)

HQ713747 H10cl10 Colombia Canis familiaris (Ramirez et al., 2011)

HQ713748 SN10clI3 Colombia B (Ramirez et al., 2011)
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En un principio se deseaba analizar un fragmento de 950 pb, con lo cual se pretendia obtener mayor
informacion, 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 existia diferencia en la region de 550 a 950 pb, se decidié unicamente tomar en cuenta la region
homologa de 550 pb, dando como resultado un fragmento de 439 pb, ya que el primer D tiene
aproximadamente a 100pb su punto de unién a comparacion del primer p18, con el cual se obtiene el
fragmento de 550pb .

6.4.1 Analisis Bayesiano de fragmento de gen citocromo B mitocondrial
Se realizé un analisis Bayesiano utilizando el programa Mr. Bayes v 3.2.0, para determinar qué

modelo de nucledtidos se ajustaba de mejor forma a nuestras secuencias de citocromo B, se utilizd
el programa Model Test, de acuerdo a este analisis, el modelo que representa de mejor forma
nuestras secuencias de citocromo B es el modelo GTR+G con una distribucion gama de 0.7044. En

este analisis se utilizé como grupo externo una secuencia de T. marinkellei.

El resultado final del analisis Bayesiano es un arbol 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 clasificacion dada a partir del analisis 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 esta representado por las cepas
Mexicanas y las clonas colombianas que anteriormente se habian 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 habian clasificado anteriormente como el grupo Tc IB; el
subgrupo 2.2 esta conformado por dos clonas chilenas que anterior se habian clasificado como el
grupo Tc IA, y finalmente el subgrupo 2.3 esta conformado por 4 clonas colombianas, las cuales se
habian clasificado en el grupo D (figura 6.13).
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Figura 6.13. Arbol filogenético del gen mitocondrial de citocromo B de 80 cepas y clonas de T. cruzi Tcl. En este arbol es
posible distinguir dos grupos genéticos principales. El grupo 1 esta 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 esta conformado por cuatro cepas chilenas anteriormente descritas en el genotipo Tc IB,
mientras que el subgrupo 2.2 esta conformado por dos cepas chilenas anteriormente descritas en el genotipo Tc IA,

R?2



finalmente el subgrupo 2.3 esta conformado por clonas colombianas anteriormente descritas en el genotipo D. Abajo del
arbol filogenetico se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa.

6.4.2 Analisis 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 analisis
Bayesiano, se construyé una red Median Joining, ya que este tipo de analisis cuenta con mayor
sensibilidad. El resultado de este analisis, 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 logro
distinguir un genotipo donde se encuentran las cepas mexicanas, al cual denominamos como

genotipo de cepas mexicanas (Figura 6.14).

54.p1

TcIB 5p1

Cepas
Ninoa@ Mexicanas

N : Genotlpo C
Cux58.

YTT1c Cnsu.
Genotipo B @ O AO4F
SN10c!
TclA
SN5cl
Genotipo A NA3ciO) TVcI 24tp1
. Chile
Colombia Genotipo D

México

SPcl11

Figura 6.14. Red Filogenética MJ de 80 cepas de T. cruzi Tcl. En la red filogenética es posible distinguir siete grupos
genéticos, seis de los cuales ya se habian descrito, es decir los dos genotipos Tc IAy Tc IB y los genotipos A, B, Cy D,
adicionalmente es posible distinguir un séptimo genotipo el cual agrupa a las cepas mexicanas.

6.5.0 Analisis conjunto de los genes SL mini-exén y citocromo B mitocondrial

Se extrajeron del Gen Bank secuencias de 14 cepas y clonas colombianas de T. cruzi Tcl de los
genes SL mini-exon y citocromo B mitocondrial. Debido a que no se encontraron las secuencias de
las clonas seleccionadas de SL mini-exdn se usaron las secuencias de las cepas a las cuales
pertenecian (Tabla 6.8)

Tabla 6.8 Secuencias de cepas y clonas colombianas de Trypanosoma cruzi Tc | extraidas del Gen
Bank de SL mini-exdn y citocromo B mitocondrial
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Cepalclon Genotipo SL mini-exén (cepa) Genotipo Citocromo B
a (clona)

Cepa2cl6 Tclf 2
Coy11cl16 Tcld 5
DA Tclb 1
DYRcl15 Tclb 1
FcHcl13 Tclb 1
Gal61cl16 Tcld 2
H10cl10 Tclb 2
MGcl15 Tclb 1
N5P14cl17 Tcld 2
Necoclicl6 Tclf 5
SEVcI8 Tclb 1
SN5cl7 Tcld 2
SPcl11 TcIf 1
Tdcl9 Tclb 2

6.5.1 Andlisis Bayesiano de conjunto de los genes: SL mini-exén y fragmento de citocromo B
mitocondrial
Se realizé un analisis en el cual se combinaron en un mismo arbol filogenético los dos genes

estudiados: gen mitocondrial de citocromo B y SL mini-exén; para ello se realizd un analisis
Bayesiano a 27 cepas y clonas de T. cruzi Tc | (13 cepas mexicanas y 14 cepas colombianas),
debido a que cada gen cuenta con diferente tasa evolutiva, el analisis se compartamentaliz6, es decir
de la base 1 a la base 438 nucledtido (gen mitocondrial citocromo B) se analizdé con el modelo
GTR+G con una distribucion gama de 0.7044 y de la base 439 a la base 702 se analiz6 con el
modelo HKY+I1+G, con una proporcion de sitios invariantes de 0.3678 y una distribucion Gamma de
0.3779.

Al analizar el arbol filogenético resultado del analisis 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 pequenas. Todas las cepas mexicanas se agrupan en una sola rama en el genotipo 2 (Figura
6.15).
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Figura 6.15. Arbol suma en el cual se analizan los genes SL- mini-exén 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 demas cepas y clonas, las cuales
denominamos como genotipo 2. Es posible observar que las cepas mexicanas pertenecen al genotipo 2. Abajo del arbol
filogenetico se muestra una escala en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa.

6.6.0 Integracion de todos los resultados del analisis de las cepas Tcl

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de los analisis realizados a las cepas mexicanas Tcl, es
posible observar que de acuerdo al marcador molecular utilizado, se observa variacién genética 6 no (Tabla
6.9).

Tabla 6.9 Resumen de resultados obtenidos con los diferentes marcadores moleculares

Cepa Origen Biolégico Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo
SCLE 1-2 Analisis Red MJ Analisis Bayesiano Analisis de Red MJ Analisis Bayesiano
SL-IR mini-exén citocromo B de citocromo B Arbol suma : citocromo B /SL mini-
exoén
Cari 043 T. picturata Patrén de bandeo tipo A A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados
Col 07 T. pallidipennis Patrén de bandeo tipo B D 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados
CopGro T. mazzotti Patrén de bandeo tipo B B 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados
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CRISTI Humano Patrén de bandeo tipo B D 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

Cux 58 T. longipennis Patrén de bandeo tipo B A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

H10 Humano Patrén de bandeo tipo A A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

INC 6 Humano Patron de bandeo tipo B A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

JBE Humano Patrén de bandeo tipo A B 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

Mor 011 D. virginiana Patrén de bandeo tipo B D 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

Ninoa Humano Patrén de bandeo tipo A A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

Qro T. sp. Patrén de bandeo tipo A A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

Sba 58 T. barberi Patrén de bandeo tipo B A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

VER 004 D. marsupialis Patrén de bandeo tipo B A 2 subgrupo no Mexicanas 2
agrupados

6.7.0 Analisis Filogenético de cepas No Tcl

Se realizé un analisis filogenético de las cepas Ver | y Ver 6. Para ello se realizé un analisis
Bayesiano de los genes SL mini-exon y citocromo B mitocondria, al igual que un analisis de red MJ
al gen mitocondrial de citocromo B.

6.7.1 Analisis Bayesiano gen SL mini-exén de cepas no Tcl
Las cepas Ver 1y Ver 6 son cepas las cuales no pertenecen al grupo genético Tcl, ya que al realizar

la amplificacion del gen SL mini-exon el amplificado fue de 300pb, por tanto los productos de
amplificacion de SL mini-exén fueron secuenciados (Figura 6.16). Las secuencias obtenidas se
alinearon en un alineamiento que contaba con al menos una secuencia de SL mini-exon de cada
DTU. Para representar el DTU Tcl se usaron como cepas referencia las cepas mexicanas
representativas Tcl, como cepa representativa del DTU Tcll se uso Tul8, en el caso del DTU Tclll se
ocuparon como cepas representativas las cepas M5631 y M6241, del DTU TclV la cepa
representativa fue Can Tclll, mientras que la referencia del DTU TcV fue la cepa MN y finalmente la
cepa referencia del DTU TclV 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-exén 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-exon No Tcl

Clave Gen Bank Cepas Referencia DTU
AY367125 *Tu18 Tcll
AF050521 *M5631 Tclll
AF050522 *M6241 Tclll
AY367123 *Can llI TclV
AY367128 *MN TeV
AF506368 *Cl Brener TeVi

* Referencias (Zingales et al., 2009), como referencia del DTU Tc | se usaron las cepas mexicanas.

Para realizar el analisis Bayesiano, fue necesario buscar el mejor modelo de nucledtidos, el cual se
ajuste de mejor forma a las secuencias de SL mini-exdn. Este modelo se obtuvo gracias al programa
Model Test 3.7 bajo el criterio de Akaike. EI modelo mas adecuado de acuerdo a este criterio, fue el
modelo HKY+I+G, con una proporcion de sitios invariantes de 0.3678 y una distribucion Gamma de
0.3779. Con estos parametros se realizé el analisis Bayesiano con el programa Mr. Bayes v 3.2.0,
corrieron dos analisis independientes de inicio aleatorio con tres cadenas calientes y una fria durante

1000000 de generaciones muestreando cada 100 generaciones.

Al observar el arbol resultado del analisis Bayesiano, se pudo distinguir cuatro grupos genéticos, uno
correspondiente a las cepas Tcl; el segundo grupo correspondiente a las cepas Tcll, TcVy TcVI; el
tercer grupo genético correspondiente a las cepas Tclll y finalmente el cuarto grupo correspondiente
a las cepas pertenecientes a TclV. Las cepas mexicanas no Tcl se agruparon con las cepas
referencia Cl Brener (DTU TcVI), MN (DTU TcV) y Tu18 (DTU Tcll) (Figura 6.17).
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Figura 6.17
Arbol filogenético analizando el gen SL mini-exén cepas mexicanas no Tcl. En este arbol es posible distinguir cuatro
grupos genéticos, el primero corresponde a cepas Tcl; el segundo a las cepas Tcll, TcV y TcVI; el tercero Tclll y el cuarto
a Tc IV. Las cepas mexicanas no Tcl se agrupan en el segundo grupo genético, es decir con las cepas referencia
pertenecientes a los DTUs Tcll, TcV y TcVI. Abajo del arbol filogenetico se muestra una escala en la cual se puede
determinar la distancia entre cada taxa.

6.7.2 Andlisis filogenético de citocromo B mitocondrial del cepas mexicanas no Tc |
Las secuencias de citocromo B mitocondrial de las cepas Ver 1 y Ver 6 fueron analizadas por medio

del programa Mega 5, en este analisis fue posible observar que las cepas Ver 1 y Ver 6 son muy
similares, ya que de 872 sitios 826 son iguales encontrandose 5 sitios variantes unicamente (Figura
6.18). Es importante resaltar que al igual que en el analisis del gen mitocondrial de citocromo B de
las cepas Tcl, se analizé unicamente el fragmento homélogo 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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Ver6

Ver1

Ver6

Ver1

Ver6

Ver1

Ver6

Ver1

Ver6

Ver1

Ver6

Ver1

Ver6

Ver1

201 300

TAGGATTTGTATTATTTATGTTCATAATAGTTATTGCATTTATTGGATATGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTA

TAGGATTTGTATTATTTATGTTCATAATAGTTATTGCATTTATTGGATATGTGTTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGATTAACAGTTTTTAGTA

301 400

ATATTTTAGCAACTGTACCTGTGATCGGTCAGTGATTGTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCACGTAT

ATATTTTAGCAACTGTACCTGTGATCGGTCAGTGATTGTGTTATTGAATATGAGGTAGTGAATTTATAAATGATTTTACGCTTTTAAAACTTCACGTAT

401 500

TACACGTTCTACTTCCTTTTGTATTAATAATGGTATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTTTTTGTGATAGGTTTG

TACACGTTCTACTTCCTTTTGTATTAATAATGGTATTATTTTTGCATCTTTTTTGTTTACATTATTTTATGAGTTCAGATGCTTTTTGTGATAGGTTTG

501 600

CTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTCGCATTTTTCATATTATTTTGTGTAATGTACGTTATTTTTA

CTTTTTATTGTGAGCGACTTTGTTTTTGTATGTGATTTTATTTGAGAGATATGTTTCTCGCATTTTTCATATTATTTTGTGTAATGTACGTTATTTTTA

601 700

TAAATTGATATTTCGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGATAAAATATTACCCGAATGATTTTTCCTATTTTTAT

TAAATTGATATTTCGTTTTCCATGAAGAATCTTGGGTCATTGTTGATACATTAAAAACATCCGATAAAATATTACCCGAATGATTTTTCCTATTTTTAT

701 800

TTGGCTTCCTTAAAGCAGTGCCTGACAAATTTATGGGATTATTTTTGATGGTAGTACTATTATTCGCATTATTTATGTTTATATTAGATTGCATATTGT

TTGGCTTCCTTAAAGCAGTGCCTGACAAATTTATGGGATTATTTTTGATGGTAGTACTATTATTCGCATTATTTATGTTTATATTAAATTGCATATTGT

801 881

GATTTGTTTATTGCAGAAGTTCTTTATTATGATTAGCGTGTTCG

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 realizacion del analisis bayesiano, asi como el analisis de redes las secuencias de citocromo

B mitocondrial de las cepas mexicanas no Tcl, Ver | y Ver 6 fueron alineadas con 15 secuencias de

citocromo B de cepas referencia de cada DTU (Zingales et al. 2009) (Tabla 6.11), asi como con las

13 secuencias de citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas representativas pertenecientes al
DTU Tcl.
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Tabla 6.11 Secuencias referencia de citocromo B mitocondrial

Clave Gen Bank Clona o cepa referencia DTU
AJ130931 *Esmeraldo03 Tcll
AJ130932 *TU18cl2 Tcll
FJ168768 *Y Tcll
AJ130929 *Canllicl1 TclV
AJ439720 *M5631 Tclll
AJ439725 *92.80 TcV
AJ130935 *Cl Brener TeVi
AJ130933 *M6241cl6 Tclll
AJ130934 *MNcl2 TcV
AJ130936 *Tulahuencl2 TeVi
AJ439726 *X109/2 Tclll
AJ439723 *X57 TeVi
AJ439719 *Cuica Tcl
FJ156759 *G Tcl
AJ130928 *X10cl1 Tcl

*Secuencias referencia (Zingales et al. 2009)

6.7.2.1 Analisis Bayesiano del gen de citocromo B mitocondrial de cepas mexicanas no Tcl
Debido a que las cepas mexicanas Ver 6 y Ver 1 no pertenecen al DTU Tcl se realizd un analisis

Bayesiano usando el modelo GTR+G con una distribucion gama de 0.7044. En este analisis se
utilizé como grupo externo, el cual fue T. marinkellei. El resultado de el analisis fue un arbol, en el
cual existian tres grupos genéticos: el primer grupo genético pertenece a los aislados DTU Tc |, el
segundo grupo genético pertenece a los aislados pertenecientes a los DTUs hibridos DTUs IlI-VI,
mientras el tercer grupo genético pertenece a los aislados pertenecientes al DTU Tc Il. Las cepas
mexicanas representativas Tcl se agruparon con cepas y clonas referencia Tcl, mientras que las

cepas mexicanas Ver 1y Ver 6, se agruparon con los DTUs hibridos, es decir Tclll-VI (figura 6.19).
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Figura 6.19. Arbol 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 Tcl se
agrupan con cepas y clonas referencia Tcl, las cepas mexicanas Ver | y Ver 6, las cuales no pertenecen al DTU Tcl se
agrupan con las cepas y clonas pertenecientes a los DTUs hibridos. Abajo del arbol filogenetico se muestra una escala
en la cual se puede determinar la distancia entre cada taxa.

6.7.2.2 Analisis de red Median Joining (MJ) de cepas No Tc |
Se construy6 una red MJ, con la cual se intenté aumentar la sensibilidad del analisis, para determinar

a que DTU pertenecen las cepas Ver | y Ver 6. A pesar de nuestro deseo de aumentar la
sensibilidad del analisis, no fue posible determinar el DTU al cual pertenecen las Ver | y Ver 6, ya
que siguen agrupandose con cepas Yy clonas pertenecientes a los grupos hibridos (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 Tcl, en donde se agrupan 13 de las 15 cepas mexicanas analizadas, clonas Tcll y el tercer grupo
cepas y clonas pertenecientes a DTUs hibridos, en este grupo se encuentran las cepas Ver | y Ver 6. El tamafo de los
nodos es proporcional al nimero de individuos que presentan la misma secuencia. La distancia entre cada nodo es
proporcional al numero de sustituciones.

7.0 Discusion de resultados

Al realizar el primer analisis con los microsatélites descritos por (Macedo et al., 2001) se encontrd
que existia cierta tendencia a la agrupacién entre cepas aisladas de humano y un agrupamiento
entre cepas de Cuxpala y otra agrupacion entre las cepas de Nayarit, a pesar de ello estos
agrupamientos no contaban con el soporte estadistico necesario, ya que los valores de probabilidad
posterior son en muchos de los casos menores a 0.75. Por esa razon se decidio seleccionar 12 de
las cepas anteriormente analizadas, incluyendo esta vez las cepas Ninoa, Qro y Ver 6 las cuales no
se habian 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 amplificacion en geles de poliacrilamida al 12% de 7.7x8.6 cm?, se
resolvieron en geles de poliacrilamida al 15% de 18x17 cm? con la idea de mejorar el analisis. Esta
modificacion aumento la resolucion, a pesar de ello este método no es suficientemente sensible, una
posible alternativa, es la realizacion de una electroforesis capilar de los productos de PCR de los
microsatélites.
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Debido a la pérdida de sensibilidad, se observdé en la mayor parte de los microsatélites gran
homogeneidad, a pesar de ello fue posible distinguir dos diferentes patrones de bandeo entre cepas
Tcl, los cuales se denominaron subgrupo de no agrupados con patron de bandeo tipo A y subgrupo
con patrén de bandeo tipo B de SCLE 1-2. Al ampliar el analisis a 55 cepas fue posible relacionar los
dos diferentes subgrupos de SCLE 1-2 con el origen biologico de los aislados; ya que el 80% de las
cepas pertenecientes al subgrupo de no agrupados con patron de bandeo tipo A provenian de
humano, mientras que el 85% de las cepas pertenecientes al subgrupo con patrén de bandeo tipo B
provenian de vector. Este hecho nos sugiere que posiblemente las cepas pertenecientes al subgrupo
con patrén de bandeo tipo B, se adapten de mejor forma a los vectores y a los hospederos
selvaticos, mientras que las cepas pertenecientes al subgrupo de los no agrupados con patrén de
bandeo tipo A, se adaptan mejor a los humanos.

Este fendmeno de relacion entre genotipo y hospedero ya se ha descrito anteriormente con el gen
mitocondrial de citocromo B (Ramirez et al. 2011). A pesar de estos resultados aun es necesario
analizar cepas y clonas procedentes de otros paises para ver si esta tendencia se mantiene, o
unicamente ocurre con las cepas mexicanas, ademas de que es necesario analizar con un mayor
numero de microsatélites que sean polimorficos en aislados Tc |, como los utilizados por Llewellyn y
colaboradores en 2009. Al realizar el analisis Bayesiano de las cepas mexicanas usando como
marcador molecular el gen SL mini-exon, fue posible observar que los valores probabilidad posterior
son bajos, lo cual no indica que el método del analisis sea malo, unicamente nos habla de cierta
homogeneidad del gen mini-exon de las cepas y clonas Tcl cuando se usa este como marcador.
Este fenbmeno ya se habia observado con anterioridad (Cura et al. 2010), por tanto se decidid
realizar un analisis de redes, el cual presenta mayor sensibilidad, pues tiene como conveniente que

puede diferenciar un grupo genético entre otro por un solo nucleétido.

Lo primero que se pudo observar en el analisis de redes, fue que la mayor parte de las clonas vy
cepas de origen mexicano se agruparon con cepas y clonas pertenecientes al grupo genético Tc la 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-exén de cepas y clonas de T. cruzi Tc |
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
geneticos completamente diferentes; por un lado aquellas que tenian relacion con los grupos Tc la'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 conclusidn se reviso 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 creyd que una posible causa de la diferencia en los grupos genéticos , era que en este
estudio se utilizaba en el analisis toda la secuencia de SL mini-exdn, y en los estudios previos
unicamente se analizaba el fragmento de SL-IR mini-exon (Cura et al. 2010), es decir unicamente la
region intergenica de 49 nucledtidos 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 separacion del grupo genético Tc Ib se decidié analizar unicamente la region homologa
de 49 pb que define los diferentes grupos genéticos, en este caso, la region 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 region del Chaco (Tomasini et al., 2011), presentaban diferentes inserciones y
deleciones (indels), lo cual ocasion6 que al alinear todas las secuencias se incrementara el numero

de sitios a considerar.

En el analisis de SL-IR mini-exdn 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
agrupandose en dos grupos diferentes, al igual que en el analisis utilizando toda la region de SL
mini-exon. Este hecho lo podemos atribuir a que al aumentar el numero de sujetos analizados, puede
cambiar la topologia de la red, ya que posiblemente en los estudios anteriores no se contaba con
sujetos los cuales tuvieran una relacion 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 utilizé fue el gen mitocondrial de citocromo B, en un principio se deseaba
analizar un fragmento de 950pb, con lo cual se creia que se obtendria mayor informacién, ya que a
mayor porcion del gen analizado existia la posibilidad de obtener mas informacién. 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 nucleotidos 512-952 no era informativo, es decir no presentaba ninguna variacion
entre cepa ya que en todas las secuencias era igual esta region, ademas de que en el Genbank no
existen secuencias de citocromo B mitocondrial de T. cruzi Tcl con este tamafo, por esta razon la

region de 512-950 pb se elimind del analisis.

Al realizar un analisis 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 habian clasificado
como pertenecientes a los grupos genéticos B,C y D de citocromo B mitocondrial (Ramirez et al.,
2011), el subgrupo 2.1y 2.2 los cuales estan 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 Ramirez 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 pequefias
entre los aislados de estos grupos y al aumentar el numero de sujetos analizados se disminuyeron
las distancias genéticas relativas. Algo que nos llamo la atencidn 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 relacion entre grupo genético y origen geografico, a pesar de ello es necesario
analizar un numero mayor de cepas mexicanas con diferentes origenes bioldgicos e incluir aislados

que provengan de diferentes paises.

Al igual que en el analisis de SL mini-exén, al analizar el gen mitocondrial de citocromo B se
construy6 una red filogenética MJ, con lo cual se deseaba aumentar la sensibilidad del analisis. En
esta ocasion fue posible distinguir los grupos genéticos anteriormente descritos (Spotorno et al.,
2008; Ramirez et al., 2011), y también se encontré que las cepas mexicanas se relacionaban entre si
formando un solo grupo. Este agrupamiento entre las cepas mexicanas, nos puede indicar que estas
tienen ciertas caracteristicas especificas, las cuales son resultado de la adaptacién de las
condiciones geograficas, a los vectores bioldgicos e incluso a la adaptacién de los parasitos a los
hospederos de la region. Este resultado concuerda con los resultados obtenidos por O Connor en el
2006 en el cual se observé que las cepas mexicanas de T. cruzi Tc | son diferentes genéticamente a
los aislados de otras regiones de Latinoameérica (O Connor et al., 2006).

Debido a que la informacion genética obtenida con un solo gen es bastante limitada, se realizé un
analisis Bayesiano en el cual se analizaron de forma simultanea los genes SL mini-ex6n y citocromo
B mitocondrial, debido a que cada gen tiene una tasa evolutiva diferente se tuvo que
compartamentalizar el analisis, con lo cual se analiz6 con diferente modelo evolutivo cada gen. El
resultado del analisis conjunto de los genes SL mini-exon y citocromo B, fue un arbol filogenético en
el cual existen dos grupos genéticos principales, el primer grupo genético esta determinado por
parasitos 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 pertenecian a los grupos
genéticos 2-5 de citocromo B mitocondrial. Este fendmeno se puede deber a que al analizar de forma
simultanea los genes SL mini-exdn y citocromo B mitocondrial, el gen que domina la topologia es el
gen mitocondrial de citocromo B. Al igual que en el analisis del gen mitocondrial de citocromo B, las
cepas mexicanas se agrupan en una sola rama, lo cual hace mas fuerte la teoria de que las cepas

mexicanas son distinguibles a cepas de otros paises.

Al integrar todos los analisis realizados a las cepas mexicanas Tcl, 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-exon se observa cierta variacion. En el caso del analisis del gen
mitocondrial de citocromo B y el analisis conjunto de los genes SL mini-exdn y gen mitocondrial de
citocromo B observamos gran homogeneidad, esto ultimo lo podriamos atribuir a que en la topologia
del arbol suma predomina la topologia dada por el gen mitocondrial de citocromo B (Tabla 6.9).
Estos resultados nos indican que aun es necesario la busqueda de nuevos marcadores moleculares
asociados con la patogenicidad y virulencia de los parasitos, como lo son proteinas de superficie
(Cerqueria et al., 2008) o la secuenciacion de genes ribosomales, ya que en estos ultimos se ha
encontrado variacion entre las cepas mexicanas (Zavala-Castro et al. 1993).

A pesar de que se ha demostrado que el DTU predominante en México es Tcl (Bosseno et al.,
2002), en este estudio se analizaron 2 cepas mexicanas que no pertenecen a este DTU,Ver | y Ver
6. Al realizar un analisis Bayesiano del gen SL mini-exon, se distinguieron cuatro grupos genéticos,
en el primero de ellos se agrupan las cepas Tcl; el segundo grupo genético agrupan cepas y clonas
pertenecientes a los DTUs Tcll, V y TcVI, lo cual resulta légico ya que los DTUs TcV y TcVI son
hibridos del DTU Tcll, en este grupo genético se agrupan las cepas mexicanas Ver 1y Ver 6, lo cual
nos indica que las cepas mexicanas no Tcl posiblemente pertenezcan a alguno de estos DTUs; el
tercer grupo genético esta conformado por aislados pertenecientes al DTU Tclll; y finalmente el
cuarto grupo genético esta conformado por aislados pertenecientes al DTU TclV.

En los dos analisis realizados al gen mitocondrial de citocromo B fue posible distinguir tres grupos
genéticos, el primero de ellos correspondia a los aislados pertenecientes al DTU Tcl, el segundo
grupo genético corresponde a los aislados pertenecientes a los DTUs hibridos Tclll-VI, y finalmente
el tercer grupo genético corresponde a aislados pertenecientes al DTU Tcll. La topologia obtenida a
partir del analisis Bayesiano y el analisis de red MJ del gen mitocondrial de citocromo B, es similar a
la topologia reportada anteriormente (Pena et al., 2009). En los dos analisis se observd que las
cepas Ver | y Ver 6 se agruparon con los aislados pertenecientes a los DTUs hibridos (DTU TcllI-VI).
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Al conjuntar los resultados obtenidos de los diferentes analisis realizados a los genes SL mini-exon y
el gen mitocondrial de citocromo B, pudimos determinar que las cepas mexicanas Ver 1 y Ver 6
pertenecen a alguno de los DTUs hibridos TcV o TcVI, para determinar con mayor exactitud a que
grupo genético pertenece es necesario realizar estudios de amplificacion de los genes ribosomales
24S0 y 18Sa rADN (Zingales et al., 2012).

Haber encontrado cepas mexicanas las cuales no pertenecen al DTU Tcl es muy importante. Un
estudio reciente publicado en este afo, en el cual se analizaron Triatomas de la especie dimidiata
infectados por T. cruzi, provenientes de domicilios o areas peridomestica del estado de Veracruz,
demostrdé que existia una gran variabilidad genética de T. cruzi, encontrandose que de un 13-27% de
los triatominos, se encontraban infectados con T. cruzi no perteneciente a Tc |, se han en contrado
Tcll, Tclll, TeV y TeVI (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 TclV, el cual es un DTU hibrido al igual que los DTUs TcV y TcVI (Zingales et
al. 2012). Algo relevante de las cepas Ver 1y 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 numero de aislados de
origen selvatico 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 Tcl, fue posible determinar
que las cepas mexicanas son caracteristicas de la regidn, ya que se observa que se diferencian de
otras cepas y clonas provenientes de otros paises. También fue posible encontrar que el
microsatélite SCLE 1-2 nos permitio determinar una asociacion entre origen biolégico y genotipo, lo
cual nos indica cierta adaptacion de algunos genotipos a ciertos hospederos.

Al analizar SL mini-exdén fue posible determinar que el grupo genético anteriormente denominado Tc
Ib encontrado en cepas colombianas se dividié 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 la,
Tclfy Tcld.

En el caso del analisis del gen mitocondrial de citocromo B, se determin6é que las cepas mexicanas
son altamente homogéneas con este marcador, encontrandose que pertenecen al grupo 2 subgrupo
de no agrupados del gen mitocondrial de citocromo B; y al realizar el analisis de red MJ fue posible
observar que las cepas mexicanas se logran diferenciar de las cepas y clonas de otros paises. Al
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realizar el analisis conjunto del gen SL mini-exén y gen mitocondrial de citocromo B, se encontr¢ el

mismo resultado encontrado en el analisis de citocromo B.

Fue posible determinar que las cepas Ver 6 y Ver 1 pertenecen a los DTUs hibridos Tc V o Tc VI, lo
cual abre la puerta al estudio de cepas No Tcl mexicanas.

9.0 Perspectivas

A pesar de todos estos resultados es recomendable aumentar el numero de aislados que se
estudien, agregando aislados de origen selvatico, al igual que la inclusion de clonas, ya que se a
comprobado que las cepas son poblaciones de parasitos genéticamente heterogéneos (Yeo et al.,
2007). En nuestro laboratorio hemos logrado clonar aproximadamente 30 cepas, las cuales se
desean analizar con microsatelites que nos permitan la subdivision del DTU Tcl, esto se realizara
utilizando el panel de 48 primers utilizados por Llewellyn y colaboradores en el 2009. También es
necesario el analisis de nuevos marcadores moleculares relacionados con factores de virulencia y
patogenicidad, como son algunas proteinas de superficie que interactuan 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 analisis de genomas completos, ya que es dificil realizar
inferencia filogénetica unicamente utilizando tres marcadores moleculares. Al realizar la
secuenciacion masiva de los diferentes aislados pertenecientes a los diferentes grupos genéticos de
SL mini-exon y citocromo B, se podra realizar una comparacion entre las regiones del genoma

conservadas y variables, con lo cual se podria realizar una mejor seleccién de los genes a analizar.

Una de las razones 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 invasion y diferentes
comportamientos en la patogénesis de la enfermedad usando parasitos pertenecientes a los
diferentes grupos genéticos. Al tener clonas de T. cruzi, las cuales ya se han caracterizado
genéticamente, se podrian llevar diferentes ensayos de invasion “in vitro” e “in vivo” con lo cual se

podria determinar las implicaciones biolégicas de la diversidad genética.
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12.0 Anexos

12.1 Anexo 1 (Analisis Bayesiano)
En un analisis Bayesiano se parte del teorema de Bayes, en el cual se da una conclusion a partir de

diferentes hipotesis, concluyendo cual es la hipétesis mas probable a partir de los resultados. La
diferencia con otro tipo de analisis estadisticos con enfoque clasico es que en este ultimo se parte
de un supuesto, mientras que en el analisis Bayesiano se hace un supuesto a partir de los datos
obtenidos (De-Luna et al., 2005).

Uno de los usos del analisis Bayesiano es para inferir filogenias, en este caso se calcula en cada
arbol la probabilidad posterior, la cual es definida como la probabilidad condicional de una hipotesis

(H) dados los datos observados (De-Luna et al., 2005).

En el caso del analisis Bayesiano aplicado a filogenia, se usa generalmente el programa Mr. Bayes,
el obtiene el arbol 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 fria de Monte Carlo Markov
(MCMC). Las cuales tienen como funcién encontrar el arbol filogenético que maximice la probabilidad
posterior. Las cadena fria es un tipo de funcidn que muestrea de forma estricta todos los arboles
filogenéticos, mientras que las cadenas calientes son funciones menos estrictas, con lo cual el
proceso es mas rapido. Para maximizar la eficiencia en la busqueda del arbol filogenético con mayor
probabilidad posterior, las cadenas calientes intercambian de posicidon con la cadena fria hasta
encontrar el mejor arbol filogenético (De- Luna et al., 2005).
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12.2 Anexo 2 (Analisis de red Median Joining)
Las redes filogenéticas Median Joining, son un tipo de red de haplotipos, este tipo de red sirven para

detectar pequenas diferencias en poblaciones, las cuales son dificiles de observar con analisis
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 expansion
minima (MTS) los cuales se comienzan a combinar entre si uniendo cada arbol mediante nodos
intermedios (median vectors), la topologia de la red se da gracias al criterio de maxima parsimonia,
el cual indica que la red mas probable es aquella que tenga menor numero de cambios evolutivos
(Bandlet et al., 1999).

En las redes Median joining, los diferentes haplotipos son representados como nodos. El tamafo de
los nodos representa el numero de individuos con el mismo haplotipo (Bandlet et al., 1999).
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12.3 Anexo 3 (Peso molecular de fragmentos de amplificacion 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 1112 (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 1112 (11) 293
MCLG 1112 (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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