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1. Resumen.

Plasmodium vivax es el parasito causante del paludismo mas prevalente fuera del continente
africano. En México, la implementacion y accion de las campafias de control han reducido
considerablemente el nimero de casos, de tal manera que en 2007 México pasé a fase de
pre-eliminacion. Actualmente P. vivax es el responsable del 100 % de los casos de paludismo
autoctonos a nivel nacional, el 70 % de estos se concentran en el foco de transmision en la
frontera entre el estado de Chiapas, México y Guatemala. Uno de los factores fundamentales
que dificulta la eliminacion de P. vivax es su diversidad genética alta. La diversidad genética
es el resultado de diversos procesos bioldgicos-evolutivos como mutacién, flujo génico y
recombinacion, deriva génica y seleccion natural. El entender cdmo estos procesos afectan en
el tiempo a las poblaciones del parasito es de gran ayuda para la identificacion del origen de
las infecciones, disefio de vacunas y deteccion de resistencia a farmacos. En este trabajo
analizamos la genética poblacional y demografia histérica de P. vivax en la jurisdiccion
sanitaria VII del estado de Chiapas (Sureste de México) durante 1993-2011. Utilizamos dos
marcadores nucleares candidatos para vacunas: el fragmento de 42kDa de la proteina de
superficie del merozoito 1 (pvmsplas2) y el dominio | y Il del antigeno de la membrana apical 1
(pvamaly) para estudiar la dindmica evolutiva de P. vivax. Para estudiar la demografia
histérica se analiz6 la region 3’ del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (pvcoxlsig). Los
resultados con los marcadores pvmspls; Yy pvamal.; demostraron que en la poblacion de P.
vivax del sureste de México la diversidad genética durante 1993-2011 fue baja con respecto a
otras zonas geograficas, y presentd haplotipos muy frecuentes que han persistido por
seleccion natural balanceadora. Con el marcador pvcoxlsio encontramos que la poblacién de
P. vivax del sureste de México es divergente y altamente diferenciada respecto a otras
poblaciones de parasitos de otras regiones en América y fuera del continente. Ademas,
presentd una contraccion demografica de 1993-2011, posiblemente como resultado de la
reduccion de casos de paludismo. Esos resultados tienen una gran significancia en el
entendimiento de la dindmica de transmisién de P. vivax en el sureste de México, ademas es
informacién valiosa para el mejoramiento de los sistemas de vigilancia epidemiolégica

molecular y las campafas de eliminacion del paludismo a nivel regional.

Palabras clave: paludismo, Plasmodium vivax, sureste de México, pvmsplase, pvamali,

pvcoxlsio, diversidad genética, seleccion natural, demografia historica.



2. Introduccion general.

2.1. Situacion actual del paludismo.

El paludismo o malaria es una enfermedad de regiones tropicales y subtropicales que ha
afectado a la humanidad a lo largo de la historia (Cox, 2002). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que existen aproximadamente 3 mil millones de personas en zonas de
riesgo de transmision de paludismo en méas de 91 paises; asi mismo, se estiman 216 millones
de casos y 445,000 muertes por afio (OMS, 2017). El paludismo es causado por protozoarios
del género Plasmodium y se han identificado alrededor de 150 especies de este género, pero
solo son de importancia médica las especies: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale y P. knowlesi. (Sermwittayawong et al., 2012). P. falciparum es considerado el mas
importante en términos de muertes, principalmente en Africa, en donde el 90 % de las muertes
son causadas por este parasito (OMS, 2017). P. vivax es el mas morbido fuera de Africa, pero
ha sido considerado como causa de una enfermedad menor o “paludismo benigno” ya que
raramente es mortal (Menegon et al.,, 2014). P. malariae y P. ovale son mucho menos
comunes como causantes de la enfermedad, mientras que P. knowlesi solo se ha reportado

como causante de paludismo por zoonosis (Antinori et al., 2013).

2.2. Ciclo de vida de Plasmodium spp.

Los parasitos del género Plasmodium presentan un ciclo de vida complejo, con un estadio
haploide que involucra mdltiples ciclos de multiplicacién asexual en el hospedero vertebrado, y
un ciclo de reproduccién sexual y otro asexual (ooquiste) en el mosquito vector (Cox, 2010)
(Figura 1). Los parasitos son transmitidos por distintas especies de mosquitos hembra del
género Anopheles y tienen un ciclo de vida muy parecido. La infeccién comienza cuando los
esporozoitos, estadio infectivo, son inyectados al torrente sanguineo por un mosquito, los
esporozoitos llegan al higado en donde invaden a los hepatocitos; una vez dentro hay una
fase de multiplicacién asexual (esquizogonia exoeritrocitica), resultando en la produccién de
miles de merozoitos que son liberados al torrente sanguineo. Los merozoitos de P. falciparum,
P. malariae y P. knowlesi en el torrente sanguineo invaden a los eritrocitos, mientras que los
de P. vivax y P. ovale invaden a los reticulocitos (lyer et al., 2007). Los merozoitos dentro de
las células rojas forman un esquizonte eritrocitico iniciando una segunda fase de multiplicacién
asexual (esquizogonia eritrocitica), resultando en la liberacion de 8 a 16 merozoitos por
eritrocito infectado, estos merozoitos invadirdn nuevos eritrocitos. Este Ultimo proceso de
invasion se repite indefinidamente y es el responsable de los sintomas del paludismo. Con
forme la infeccién progresa, algunos merozoitos se diferencian a gametocitos masculinos y

femeninos que permanecen circulando en el torrente sanguineo hasta que son absorbidos por
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un nuevo mosquito al alimentarse de sangre. Una vez dentro del mosquito los gametocitos
maduran en gametos aptos para la fertilizacion, ésta da paso a la formaciéon de un cigoto
diploide en donde se produce la meiosis y recombinacion genética, el resultado de este
proceso es un oocineto tetraploide mévil (Janse et al., 1986). En el intestino posterior del
mosquito, el oocineto atraviesa el epitelio intestinal y se aloja por debajo de la lamina basal en
donde forma un ooquiste, en el ooquiste hay una fase de multiplicacion asexual (esporogonia)
que resulta en la formacion de los esporozoitos haploides. Finalmente, los esporozoitos
migran hacia las glandulas salivares del mosquito y cuando el mosquito pique a un nuevo

hospedero, estos son inyectados junto con la saliva (Farrar et al., 2013).

P. vivax y P. ovale tienen la capacidad de pasar a un estado de dormancia dentro de los
hepatocitos (hipnozoitos) (Figura 1) que con el tiempo pueden ser reactivados iniciando una
recaida por una multiplicacion exoeritrocitica y nuevo ataque de los merozoitos a los

reticulocitos en ausencia de un nuevo piquete de mosquito infectado (Greenwood et al., 2005).

Mosquito infectado
Transmision al

\ humano
-
e \ Higado

\ \ WNo Esporozoito

N \ S Nicleo

L ¢f Hipnozoito

Esporozoito —————— ; .« &

« = |

Ooquiste y \ J

Oocineto - } Hepatocito
infectado

Cigoto | Y

diploide ‘

Microgameto ——=="
)

Macrogameto —\

@

| Estadio de dormancia
en P. vivax

Esquizonte

4

Merozoitos

Eritrocito

Transmision al
mosquito

Gametocitos

Trofozoito en anillo
Esquizonte
Trofozoito

Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium spp. El ciclo de vida de Plasmodium es un ciclo complejo
gue involucra un mosquito vector y un hospedero vertebrado. El ciclo inicia con la alimentacion de
un mosquito Anopheles hembra infectado con esporozoitos de Plasmodium, dieciséis dias
después, aproximadamente, el hospedero vertebrado presenta gametocitos que pueden ser
ingeridos por el mosquito vector. Con la ingestién de gametocitos por el vector inicia la segunda
parte del ciclo de vida y catorce dias después los esporozoitos pueden ser encontrados en las
glandulas salivales del vector; el ciclo puede iniciar nuevamente con la picadura del mosquito a un
nuevo hospedero (Tomado y modificado de www.mmv.org.).


http://www.mmv.org/

Los sintomas mas frecuentes del paludismo no complicado son: fiebre, taquicardia,
escalofrios, sudoracion, nauseas, vomito, diarrea, anemia, y dolor muscular y de cabeza.
Estos sintomas no especificos se pueden presentar en personas que viven o han visitado

zonas endémicas (presencia del mosquito vector y del parasito) (Farrar et al., 2013).

2.3. Paludismo causado por Plasmodium vivax (paludismo vivax).

P. vivax es el parasito causante del paludismo méas prevalente fuera del continente africano
(Gething et al.,, 2012) (Figura 2). El paludismo vivax es una enfermedad que afecta
principalmente a poblaciones humanas que viven en condiciones de pobreza y acceso limitado
a los servicios de salud. Los ciclos de fiebre, anemia severa y dificultades respiratorias
causados por el paludismo vivax son sintomas incapacitantes que llevan a la pérdida de
productividad de los adultos y el agotamiento de las reservas financieras de la poblacion,
como consecuencia la gente queda atrapan en un ciclo continuo de pobreza (Carlton et al.,
2011).

A nivel mundial, se reportan 16 millones de casos de paludismo por afio. En Latinoamérica,
entre 2010-2016 se reportd una reduccién del 17 % en el nimero de casos y en 2016 se
reportaron 556,000 casos. En esta region, P. vivax es el responsable del 70 % de los casos.
De los 18 paises con problemas de paludismo en Latinoamérica, Argentina, Costa Rica y
Paraguay estan en fase de eliminacién, mientras que Belice, el Salvador, Ecuador, Republica
Dominicana y México estan en la fase de pre-eliminacion, el resto de los paises se encuentran
en fase de control. P. vivax es el causante del 75-100 % de los casos de paludismo en los
paises en fase de pre-eliminacién, excepto en Republica Dominicana, donde P. falciparum es
el responsable del 99% de los casos (OMS, 2017).

En Africa la prevalencia de P. vivax es baja (Figura 2). Esto se ha atribuido a la ausencia del
receptor Duffy (Fy) en los reticulocitos de las poblaciones humanas de la region. El gen que
codifica esta proteina presenta dos alelos (FyA y FyB), una mutacion en la region promotora
del gen que codifica para el receptor evita su transcripcion resultando en un alelo nulo (FyAES)
o (FyB®®), y los individuos homocigotos para alelos nulos resultan en un fenotipo nulo Fy(a-b-),
es decir, no presentan el receptor (Howes et al., 2011; Zimmerman et al., 2013). Se ha
descrité que el receptor Duffy interacciona con la proteina de unién al receptor Duffy de P.
vivax (PvDBP), la interaccion entre estas dos proteinas da inicio al proceso de la invasion
(Wertheimer y Barnwell, 1989), por lo que la ausencia del receptor Duffy confiere resistencia

contra P. vivax (Howes et al., 2011).
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Figura 2. Distribucion espacial de zonas endémicas de P. vivax. Las zonas endémicas fueron
definidas por el promedio anual del indice parasitario de P. vivax en individuos en un rango de
edad de 1-99 afos (PvPR1-99). El PVvPR es definido como la proporcién de individuos muestreados
al azar en un censo poblacional con parasitemia evidente en sangre detectada por microscopia o
prueba de diagnéstico rapido (RDT). Las zonas de trasmision inestable y libres de transmision
fueron obtenidas con el indice parasitario anual para P. vivax (PvIPA) el cual se define como el
namero de casos confirmados por un afio entre la poblacion censada (x1000). Las zonas de
transmision inestables se definieron por un valor de PvIPA < 0.1 por cada 1000 individuos y para
las zonas libres de transmisién un valor de PvIPA = 0.1 por cada 1000 individuos. Tomado y
modificado de Gething et al., 2012.

P. vivax posee caracteristicas bioldgicas que dificultan su control y eliminacién:

1) presenta un estadio de dormancia en el higado (hipnozoito) responsable de las recaidas,
Los patrones de recaida varian segun en diferentes latitudes, en regiones tropicales con
transmisién persistente las recaidas pueden ocurrir después de dias o semanas, mientras que
en zonas templadas con transmision estacional pueden ocurrir en meses o afios. Ademas, los
patrones pueden ser influenciados por diferentes factores que aun no comprendemos del todo:
inoculacion con diferentes cepas del parasito, rangos de inoculacibn con esporozoitos,
respuesta inmune del hospedero, coinfecciéon con otra especie del parasito y/o tratamientos
con farmacos. Las recaidas contribuyen a la persistencia de la transmision y la generacién de
diversidad (por recombinacién de diferentes genotipos en el vector) en regiones endémicas
(White, 2011). El medicamento utilizado para eliminar a los hipnozoitos es la primaquina, sin
embargo, este medicamento no puede ser aplicado en areas donde la poblacién es deficiente
en la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) (Bowman et al., 2004). La deficiencia

de G6PD es un defecto enzimético heredable que afecta a mas de 400 millones de personas



en todo el mundo. Las regiones mas afectadas son Africa, Europa (region del Mediterraneo),
sureste de Asia y Suramérica (Howes et al., 2013). En México, la prevalencia de deficiencia de
G6PD es de aproximadamente el 1 % (CENETEC, 2016), y la OMS no recomienda una
prueba de deficiencia de la enzima antes de la aplicacion del tratamiento con primaquina
(OMS, 2017).

2) invade a los reticulocitos, resultando en parasitemias bajas en sangre que pueden escapar
al diagnéstico. La poblacién de reticulocitos en el ser humano es de 0.5-1.5 % del total de las
células rojas circulantes, por lo tanto, el niumero de merozoitos liberados es mas bajo que el
ndmero de merozoitos liberados por P. falciparum que infecta a los eritrocitos. Ademas, el
umbral pirogénico (concentracion de parasitos en sangre necesaria para producir sintomas) de
P. vivax es bajo (aproximadamente 181 parasitos/ul) en comparacién con el de P. falciparum
(aproximadamente 1,460 parasitos/ul), de tal manera que cuando aparecen los sintomas (2-3
dias después de la infeccidn) el nivel de parasitos en sangre es mas dificil de detectar con los
métodos de diagndstico rutinarios (Olliaro et al., 2016): la microscopia puede detectar de 50-
500 parasitos/ul, pero hay que tomar en cuenta que es laboriosa y tardada, y a menudo
operacionalmente inexacta (Wongsrichanalai et al., 2007), y las pruebas de diagndstico rapido

(RDTSs) para P. vivax pueden detectar de 200-500 parasitos/ul (Olliaro et al., 2016).

3) desarrolla gametocitos en etapas tempranas de la infecciéon, cuando aldn no se presenta el
cuadro clinico. En P. falciparum los gametocitos aparecen en circulacion de 10-14 dias
después de los primeros sintomas, mientras que en P. vivax aparecen al tercer dia después
de la primera aparicién de los merozoitos. La infecciéon con P. falciparum puede ser detenida
iniciando el tratamiento después de la aparicion de los sintomas y el diagnéstico, ya que para
este momento los gametocitos aun no circulan en el torrente sanguineo. En el caso de P.
vivax, el diagnéstico no previene la transmision, ya que para cuando los sintomas aparecen la
circulacion de gametocitos ya ha iniciado (su aparicién es inmediata a la aparicién de los
merozoitos) y consigo la probabilidad de transmisién (Bousema y Drakeley, 2011; Olliaro et
al., 2016).

4) es transmitido por un nimero amplio de especies de mosquitos vectores (anofelinos). Se
han identificado 71 especies de mosquitos anofelinos que pueden ser potenciales
transmisores de P. vivax, la mayor diversidad se encuentra en Asia y América. (Battle et al.,
2012). Los habitos alimenticios de esos mosquitos son diversos, la mayoria son endofagicos y

exofilicos, es decir que entran a las viviendas a alimentarse y salen antes del amanecer, y



durante el dia permanecen fuera de las vivendas; por ejemplo, Anopheles dirus en el sureste
de Asia y An. farauti en Oceania (Sinka, 2013). Otras especies han modificado sus habitos y
se han adaptado a su entorno, en Africa, An. gambiae y An. arabiensis se consideran exofilica
y zoofilicas (preferencia por alimentarse de animales), pero también se ha reportado como
antropofilicas y endofagicas. Por otra parte, An. darlingi en Suramérica puede ser endo— o
exofagica, se ha propuesto que la forma de alimentarse de esta especie es una adaptacion a
las conductas humanas (Sinka, 2013; Vector Base, 2018). La gran diversidad de mosquitos
vectores da la posibilidad de que P. vivax tenga mas opciones de adaptacion, por ejemplo, a
los mosquitos que habitan cerca de grandes asentamientos humanos (por ejemplo, An.
stephensi en la India (Sharma et al., 1999)), o por la especificidad en la infectividad segun la
cepa del parasito (por ejemplo, An. albimanus y An. pseudopunctipennis en México (Gonzalez-
Ceron et al., 1999)). La variabilidad de los habitos de los mosquitos dificulta su control y
consigo la transmision del parasito, diferentes métodos de control deben de ser aplicados
segun los habitos de los mosquitos, por ejemplo, las especies exofilicas son menos afectadas
por las medidas de intervencion convencionales como los rociamientos internos y mayas

impregnadas con insecticidas (Battle et al., 2012; Sinka, 2013; Bassat et al., 2016).

2.4. El genoma de Plasmodium vivax.

Los estudios genémicos en P. vivax han avanzado lentamente ya que el parasito no puede ser
cultivado in vitro, las muestras clinicas de paludismo vivax presentan bajas parasitemias, y no
hay acceso a modelos animales, los primates de los géneros Aotus y Saimiri pueden servir
como hospedero para reproducir al parasito, pero son raros y costosos. A pesar de las
dificultades, el primer genoma de P. vivax se obtuvo en 2008 a partir de una cepa aislada de
un paciente de La Paz en El Salvador y adaptada a primates (Salvador I; (Sal-1)) (Carlton et
al., 2008), este genoma completamente ensamblado es el mas utilizado como referencia y ha

permitido el estudio de las bases genéticas de P. vivax.

Actualmente, las estrategias para la concentracion de parasitos y/o eliminacion del ADN
humano en muestras de sangre infectada y el incremento de la sensibilidad de las tecnologias
de secuenciacion a cantidades de ADN cada vez menores, han contribuido a lograr obtener
multiples genomas de P. vivax (Dharia et al., 2010; Auburn et al., 2016; Hupalo et al., 2016;
Pearson et al., 2016; Winter et al., 2016; de Oliveira et al., 2017; Cowell et al., 2018). El
aumento de la informacién genémica ha contribuido a mejorar el conocimiento de las bases
biolégicas y evolutivas del parasito, y de manera paralela se ha avanzado en la deteccion de

regiones bajo presion de seleccion natural relacionadas con la resistencia a farmacos (Hupalo



et al., 2016; Parobek et al., 2016; Pearson et al., 2016; Winter et al., 2016; de Oliveira et al.,
2017; Cowell et al., 2018).

El genoma mas completo de P. vivax es de aproximadamente 29 Mb, el contenido de guanina
(G) y citocina (C) es de aproximadamente 40% y contiene alrededor de 6,600 genes
distribuidos en 14 cromosomas, mas del 50% de los genes contienen intrones (Carlton et al.,
2008; Tachibana et al., 2012; Auburn et al., 2016; Pearson et al., 2016).

2.5. Procesos evolutivos que determinan la diversidad genética en las poblaciones.

La variacion genética que presentan los organismos en una poblacidon es originada por
mutaciones al azar, dicha variacién aumenta por flujo génico y recombinacion, y es mantenida
por seleccion natural y deriva génica. El estudio de los cambios evolutivos en las poblaciones
de P. vivax nos permitira detectar la dispersion de variantes alélicas de genes candidatos para
vacunas, y genotipos de resistencia a drogas o relacionados con recaidas (Brito y Ferreira,
2011; Rice et al. 2013).

2.5.1. Mutacion.

La mutacién es la fuente primaria de variabilidad genética. Hay dos tipos de mutaciones:
puntuales, es el reemplazo de un nucleétido por otro en el genoma; y cromosémica, que
afecta la estructura de los cromosomas. Ademas, las mutaciones pueden ser recurrentes
(aparecen con una cierta tasa) 0 no recurrentes (ocurren una sola vez). Las mutaciones
puntuales como transiciones y transversiones suelen ser recurrentes ya que pueden ocurrir
con cierta frecuencia (tasa de mutacion). En ocasiones estas mutaciones pueden ocurrir en el
mismo nucledtido, asi que pueden ser reversibles o irreversibles, siendo diez veces mas
comunes las irreversibles. Si la sustitucion ocurre dentro de regiones codificantes ésta puede
0 no modificar al coddn, asi, las mutaciones pueden ser sinénimas o silenciosas cuando no
moadifican al coddn y no sinénimas cuando modifican al codén (Hamilton, 2009). Por otra parte,
dentro de las mutaciones cromosdmicas podemos encontrar inserciones y deleciones (indels).
Las indels pueden variar en sus longitudes, de un nucleétido hasta regiones cromosémicas de
miles de nucledtidos. Cuando los indels son de pocos nucleétidos pueden generar
desplazamiento del marco de lectura en regiones codificantes, pero cuando involucran
grandes regiones (inversiones y translocaciones) generan reordenamientos cromosomicos.
Las inversiones y translocaciones se consideran no recurrentes, ya que es muy poco probable
gue se repita un reordenamiento cromosomico en los mismos sitios (Clancy, 2008; Loewe,
2008).



La tasa de mutacion puede ser definida como la probabilidad de que ocurra una mutacion por
generacién en un organismo especifico. Por ejemplo, la tasa de mutacidon en organismos
unicelulares como bacterias esta en el orden de 10® a 10%nucleétido/replicacion, mientras
gue en los seres humanos y otros organismos pluricelulares esta en el rango de 101° -10
Y/nucledtido/generacion sexual. (Hamilton, 2009). Hay que tomar en cuenta que algunas
regiones del genoma son mas propensas que otras a las mutaciones (puntos calientes), por
ejemplo, regiones repetidas en donde pueden generarse mutaciones durante la replicacion, o
regiones génicas que pueden acumular mutaciones benéficas para el organismo. Estos
eventos hacen que la tasa de mutacion pueda variar dentro del genoma y dentro de los genes
(Clancy, 2008; Loewe, 2008).

2.5.2. Flujo génico y recombinacién.

El flujo génico es el intercambio de genes de una poblaciébn a otra, asi, los genes
caracteristicos de una poblacién pueden ser establecidos en el acervo genético de otra
(Futuyma, 1998). El flujo génico puede ser estimado por la tasa de migracidn (probabilidad de
que un gen tomado al azar de una poblacién sea un migrante) y es un componente esencial
en la estructura de las poblaciones, a mayor flujo génico menor estructura poblacional y

viceversa.

Las poblaciones raramente son sistemas cerrados, por lo regular, hay una cierta transferencia
de genes, y aumenta cuando las poblaciones se hallan estrechamente relacionadas
geografica y genéticamente. Cuando las poblaciones son cercanas geograficamente el flujo de
genes puede ser grande, es de esperar que las poblaciones contiguas posean una
composicion genética semejante que las que estan alejada geograficamente. En poblaciones
geograficamente aisladas el flujo génico es un evento de gran importancia ya que altera las
frecuencias alélicas, y en general, todas las diferencias genéticas entre las poblaciones se
reducen. La eficacia del intercambio de material genético entre dos poblaciones (migrante y
receptora) depende de la tasa de migracién y de que tan grande sea la diferencia entre sus

frecuencias génicas.

En un sentido amplio, la recombinacion es el intercambio de material genético entre dos
genomas. Mientras la mutacién introduce nuevas variantes alélicas a la poblacion, la
recombinacion genera nuevas combinaciones de las variantes existentes. En organismos
eucariontes, durante la meiosis, la recombinacién puede ocurrir por segregacion
independiente de genes en diferentes cromosomas (segunda ley de Mendel) y por

entrecruzamiento (crossing-over). En la segregacion independiente hay un ordenamiento de
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las cromatidas hermanas antes de la haploidizacibn en la mitosis Il, sin que ocurra
entrecruzamiento de DNA entre cromosomas, este proceso siempre produce el 50 % de
genotipos recombinantes. Mientras que el entrecruzamiento entre genes homologos en
cromatidas no hermanas, el porcentaje de recombinantes puede variar entre el 0 y 50 % ya
que durante este proceso es posible que dos genes homodlogos no se encuentren o que

intercambien fragmentos de ADN de tamario variable (Griffiths et al., 2000).

Las consecuencias evolutivas de la recombinacién son: 1) la generacion de nuevas variantes
alélicas a partir de los alelos parentales (Milgroom, 1996); 2) la generacion de nuevos
genotipos permitira la dispersiéon de mdultiples mutaciones potencialmente benéficas (Fisher,
1932; Muller, 1932) o de interés medico como fenotipos de virulencia, resistencia a farmacos o
enfermedades genéticas; y 3) se rompe la correlacion genealdgica entre diferentes regiones

de un genoma; es decir, el ligamiento entre los genes (McVean et al., 2002).

2.5.3. Seleccién natural.

La seleccion natural es la explicacion para muchos caracteres adaptativos de los organismos.
El principal supuesto inherente a la teoria de la selecciébn natural es que algunos tipos
hereditarios de una poblacién tienen una cierta ventaja sobre otros para adaptarse a los
cambios ambientales, ya sea por su mayor supervivencia y/o capacidad reproductora
(Hamilton, 2009).

La consecuencia primaria de la seleccién natural en las poblaciones es el cambio de las
frecuencias génicas (Futuyma, 1998; Li, 1997). Como ya se menciond, la mutacién genera
nuevos cambios en el genoma de un organismo, estos nuevos cambios, pueden favorecer o
perjudicar la capacidad de supervivencia de un individuo. A nivel molecular la seleccién natural
puede ser positiva, negativa o balanceadora. En la seleccion positiva las mutaciones nuevas
proporcionan adecuaciones mayores que el promedio de la poblacion y las frecuencias
alélicas de estas mutantes tenderan a aumentar, mientras en la seleccion negativa las nuevas
mutaciones disminuyen la adecuacion promedio de la poblacion y las frecuencias alélicas de
estas mutantes tenderan a disminuir o desaparecer de la poblacion. Estos dos tipos de
seleccién tendran un efecto negativo en la diversidad genética por la fijacion y/o pérdida de
alelos. Por otra parte, la selecciéon balanceadora, promueve la diversidad alélica, ya que los
alelos mutantes no afectan la adecuacion promedio de la poblacion (Li, 1997). Este tipo de
seleccién tendra un efecto positivo en la diversidad genética, ya que los individuos
heterocigotos tienen la mayor capacidad de adaptacion y de esta manera la seleccion

mantiene diferentes alelos dentro de la poblacion.
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2.5.4. Deriva génica.

La deriva génica se refiere a las fluctuaciones al azar en las frecuencias alélicas. Las
poblaciones constan de un namero limitado de individuos (poblacién finita), por lo que los
cambios en sus frecuencias alélicas dependeran del nimero de descendientes por individuo.
Cuanto mayor sea el nimero de progenitores que dan origen a la siguiente generacién, mayor
probabilidad habra de observar una igualdad entre las frecuencias alélicas de la generacion
descendiente y la generacion parental, es decir, el efecto de la deriva génica sera menor. Por
el contrario, cuanto menor es el nUmero de progenitores en la poblacién, probablemente las
frecuencias alélicas de la siguiente generacidbn se desviaran de las generaciones
predecesoras Yy los efectos de la deriva génica seran mayores (Gillespie, 1998). También hay
que tomar en cuenta que la deriva génica es un caso particular de los errores de muestreo, y

la magnitud de estos errores es proporcional al tamafio de muestra.

La deriva génica afecta a la evolucién de dos maneras: actla como fuerza dispersora que
tiende a la eliminacion de alelos raros 0 menos frecuentes, y como consecuencia se genera
una disminucion de la diversidad genética en la poblacién, este efecto es inversamente
proporcional al tamafio de la poblacién. Por otra parte, afecta la probabilidad de que una
mutacién se fije, es decir que una mutacion tiene la misma probabilidad de que se fije o

elimine, independientemente del tamafio de la poblacién (Gillespie, 1998).

2.6. Marcadores moleculares para el estudio de la genética de poblaciones en
Plasmodium vivax.

La genética de poblaciones se puede definir como la cuantificacion de la variabilidad genética
mediante la descripcion de los cambios de las frecuencias alélicas. Aunque resulta
practicamente imposible investigar todas las variables genéticas presentes en una poblacién,
se puede estudiar a la poblacién a través de la variacion de fenotipos individuales (rasgos

morfolégicos vy fisioldgicos) o de sus genotipos (marcadores moleculares).

Los estudios de genética de poblaciones de P. vivax a nivel local, regional y global han
generado informacién (til para entender las dinamicas de transmision, diversidad genética y la
vigilancia epidemioldgica molecular (Arnott et al., 2012). Los estudios de la complejidad de las
infecciones, es decir, el nimero de genotipos en una infecciéon, permiten examinar la
diversidad genética entre las diferentes clonas presentes en una infeccién y a distinguir si una
infeccion es resultado de una recaida o una nueva infeccién, siempre tomando en cuenta que
es posible que la infeccion inicial sea producida por parasitos genéticamente diferentes

produciendo hipnozoitos diferentes y las recaidas pueden ser diferentes al que produjo la
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parasitemia inicial. Ademas, siempre es posible que haya reinfecciones con el mismo genotipo
circulante. También, han generado conocimiento sobre los tiempos de latencia de los
hipnozoitos y las frecuencias de las recaidas, que pueden modificar las dinamicas de
transmisién. Por otra parte, el andlisis de marcadores bajo seleccién natural como candidatos
para vacunas o de resistencia a farmacos, son utiles para detectar nuevas mutaciones y sus
dispersiones a través de diferentes regiones geograficas, la vigilancia epidemioldgica
molecular basada en esos marcadores permitird que los programas de control hagan un mejor
ajuste en el disefio de vacunas y en los regimenes de aplicacién de farmacos. Finalmente, el
conocimiento de la estructura poblacional del parasito y sus relaciones genealdgicas dentro y
entre regiones permitird la identificacién de los linajes existentes en cada region, si los
pardsitos pueden ser genotipados a su lugar de origen, los casos locales e importados pueden
ser tedricamente detectados, mejorando los programas de vigilancia epidemiolégica molecular
(Daniels et al., 2015).

Diversos estudios de genética de poblaciones en P. vivax han utilizado diferentes clases de
marcadores moleculares, a continuacion, se hace una breve revisiéon de cada uno de ellos y su

utilidad en los andlisis de genética de poblaciones segln sus caracteristicas.

2.6.1. Microsatélites.

Los microsatélites son secuencias de 2-6 nucleétidos que se repiten de manera consecutiva.
Se estima que en el genoma de P. vivax hay aproximadamente 240 microsatélites con una
longitud promedio de 3.1 nucleétidos y un nimero de copias promedio de 19.1, y presentan 1-
7 alelos por locus. El 76 % de ellos son perfectos (con un solo tipo de unidad repetitiva en
tandem), el resto son compuestos (con mas de un tipo de unidad repetitiva) o imperfectos (con
unidades repetitivas con nucleoétidos intercalados). Sus distribuciones son heterogéneas entre
los 14 cromosomas, la mayor densidad se encuentra en los cromosomas 9y 14 y la menor en
los cromosomas 1 y 4 (Carlton et al., 2008; Brito y Ferreira, 2011). Presentan una tasa de

mutacion de 1x10-2 a 1x10“/locus/generacion (Orjuela-Sanchez et al., 2013).

Los microsatélites son marcadores polimérficos, el nimero de variacion genética que
presentan depende de su longitud, va de moderada a alta (Gomez et al., 2003; Leclerc et al.,
2004; Imwong et al., 2006; Rezende et al.,, 2010). Ademas, se consideran selectivamente
neutrales, a menos que estén localizados cerca de genes bajo selecciéon (vinculados), por
ejemplo, genes con mutaciones que confieran resistencia a drogas (Cheeseman et al., 2012).
Los microsatélites moderadamente polimérficos se utilizan, principalmente, para estimar la

diversidad genética (Van den Eede et al., 2010; Waltmann et al., 2018) y para caracterizar la
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estructura poblacional (Joy et al., 2008; Iwagami et al. 2013; Batista et al. 2014; Delgado-Ratto
et al. 2014; Koepfli et al. 2015). Mientras que los microsatélites altamente polimorficos se
utilizan para detectar el nimero de clonas en una muestra (infecciones multiples) (Imwong et
al., 2007; Gunawardena et al., 2010) y diferenciar entre recaidas e infecciones nuevas
(Orjuela-Sanchez et al., 2009; Restrepo et al., 2011; Gonzalez-Ceron et al., 2013).

Andlisis con microsatélites a nivel global han demostrado que P. vivax es genéticamente mas
diverso y con menor estructura poblacional que P. falciparum (Koepfli et al., 2015). La
diversidad genética de P. falciparum estd asociada directamente con la intensidad de la
transmisién (Barry et al., 2015), en P. vivax no hay una relacion clara entre la intensidad de la
transmision y los niveles de diversidad. En regiones de alta transmision del sureste de Asia y
Oceania la diversidad genética es alta (Orjuela-Sanchez et al., 2013; Jennison et al., 2015;
Koepfli et al., 2015), pero ha observado que en regiones de baja transmision de Sudamérica,
Europa y Asia la diversidad genética no es baja, por ejemplo, en Brasil y Sri Lanka se observo
una alta diversidad genética y alto nimero infecciones mudltiples (Ferreira et al., 2007;
Gunawardena et al., 2014), y en Grecia se presentd una alta diversidad, pero un bajo numero
de infecciones mdltiples (Spanakos et al., 2018). Por otra parte, en Indonesia y Papla Nueva
Guinea en donde la transmision es alta se observo una diversidad genética alta y gran nimero
de infecciones multiples, pero en Indonesia no se observo estructura poblacional, mientras
que en Papua Nueva Guinea si se observd estructura (Pava et al., 2017; Fola et al., 2018).
Finalmente, en las islas del Pacifico en donde hay regiones de transmisién alta, media y baja
se observd que con la reduccién en el nimero de casos aumento la estructura poblacional
pero solo hubo una ligera reduccién en la diversidad genética (Waltmann et al., 2018).La
heterogeneidad que presenta P. vivax en su diversidad genética a lo largo de diferentes
regiones geograficas sugiere que tiene un tamafio efectivo poblacional estable, esta
observacion y sus caracteristicas bioldgicas podrian ser factores que dificultan su control y

eliminacion.

2.6.2. Polimorfismos de un simple nucleétido (SNPs).

Los SNPs son variaciones en las secuencias de ADN que afectan a un solo nucleotido. La
distribucion de los SNPs en el genoma nuclear de P. vivax no es uniforme, la mayoria de ellos
se localizan en las regiones subteloméricas, y su proporcion es de aproximadamente 50/50 en
regiones codificantes/no codificantes (Carlton et al., 2008; Pearson et al., 2016). Los SNPs en
regiones codificantes han demostrado la evolucion de P. vivax por seleccion natural, por
ejemplo, comparaciones de genes ortdlogos de P. vivax y P. cynomolgi han permitido

identificar genes bajo seleccion natural positiva-diversificadora, incluyendo genes involucrados
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en la evasion del sistema inmune del hospedero (Carlton et al., 2008; Cornejo et al., 2014), y
en genes de resistencia a farmacos (Winter et al., 2015; Hupalo et al., 2016; Pearson et al.,
2016; de Oliveira et al., 2017). Esos resultados sugieren que la evolucion de P. vivax ha sido

influenciada por sus interacciones con el hospedero y la presion de seleccion con farmacos.

Los SNPs en regiones no codificantes y genes conservados se consideran selectivamente
neutros y presentan una tasa de mutacion mas lenta (1-10X10°/nucledtido/sitio/generacion)
que la de los microsatélites (Paget-McNicol y Saul, 2001). Por tales razones se han utilizado
para caracterizar la estructura poblacional de P. vivax. Al igual que con los microsatélites, los
SNPs han demostrado que P. vivax es menos estructurado que P. falciparum (Neafsey et al.,
2012). Recientes andlisis genémicos han agrupado a las poblaciones de P. vivax en dos: las
del viejo mundo (Asia) y las del nuevo mundo (América) (Hupalo et al., 2016; Chen et al.,
2017). Andlisis regionales también han demostrado estructura, por ejemplo, dentro del sureste
de Asia-Oceania se detecté una estructuraciéon alta (tres subpoblaciones bien definidas)
(Pearson et al., 2016). Por otra parte, entre regiones de baja transmision de América se
detectdé una baja-media estructura, en donde México y Brasil forman poblaciones bien
definidas, mientras que Perl y Colombia son poblaciones similares (de Oliveira et al., 2016).
Por el contrario, un andlisis local en el noreste de Pert demostré baja estructura poblacional,

sugiriendo flujo génico entre las localidades analizadas (Cowell et al., 2018).

Las observaciones anteriores son de gran importancia para la vigilancia epidemiolégica y la
determinacion del origen de los parasitos. Si los parasitos pueden ser genotipados a su lugar
de origen, los casos locales e importados pueden ser teéricamente diferenciados. En este
contexto, el aumento del numero de SNPs reportados para P. vivax ha permitido comenzar
con el desarrollo de un cédigo de barras molecular (Baniecki et al., 2015) como ya se hizo
previamente en P. falciparum (Daniels et al., 2008), esto permitird hacer estudios

comparativos mas amplios (regionalmente) sobre la estructura poblacional.

2.6.3. ADN mitocondrial.

El genoma mitocondrial de P. vivax tiene un tamafio de 6 Kb (Wilson et al., 1997), esta
integrado por cinco genes, tres que codifican para proteinas involucradas en la respiracion
celular, citocromo c oxidasa subunidad | (coxl) y subunidad Il (coxlll) y el citocromo b (citb), y
dos correspondientes a la subunidad pequefia (SSU) y grande (LSU) del ARN ribosomal
(ARNr) (Feagin et al., 1997).
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El ADN mitocondrial evoluciona mucho mas lentamente (4x102 sustituciones/sitio/millén de
afio) que los microsatélites y SNPs presentes en regiones no codificantes, y es mas
susceptibles a los cambios en el tamafio de la poblacion y deriva génica. Estas caracteristicas
lo hacen buen marcador para inferir la evolucién y el pasado demografico de las poblaciones,
asi como estimar cambios en la estructura poblacional entre regiones (Culleton et al., 2011;
Miao et al., 2012; Taylor et al., 2013). Ademas, al ser heredado de manera uniparental permite
determinar relaciones genealdgicas y procesos de diversificacion de manera historica
(Jongwutiwes et al., 2005; Mu et al., 2005; Taylor et al., 2013).

Analisis con el genoma mitocondrial de P. vivax proponen la hipétesis de que su origen tuvo
lugar en Asia (Escalante et al., 2005; Mu et al., 2005; Cornejo y Escalante, 2006). La hipotesis
sugiere que después de que las poblaciones de primates incrementaron y comenzaron a
sobrelaparse geograficamente en el sureste de Asia hace 3.5-4.7 millones de afios (ma) hubo
una radiacion adaptativa de parasitos de primates no humanos. Posteriormente, hubo un salto
de los parasitos de los primates (probablemente de un macaco) a hominidos hace 200-300 mil
afios (Cornejo y Escalante, 2006). Esta hipo6tesis es apoyada por andlisis filogenéticos que
han ubicado a P. vivax en un grupo monofilético del género Plasmodium que parasitan a
Cercopitécidos del género Macaca (monos del viejo mundo), y a su vez este grupo
monofilético es geneal6gicamente cercano a otro grupo de parasitos que infectan a
Cercopitécidos del género Cercocebus (Figura 3) (Escalante et al.,, 1998; Escalante et al.,
2005; Mu et al., 2012).

Pfa ——
Pre — Figura 3. Arbol filogenético de paréasitos
POVI]_ del género Plasmodium y  sus
Pma hospederos primates. El arbol filogenético
Psi u de Plasmodium fue inferido a partir del
Homo sapiens Pvi genoma mitocondrial completo de diferentes
Pso — especies: P. falciparum, Pfa; P. reichenowi,
Pcy | —— Pre; P. ovale, Pov; P. malariae, Pma; P.
B simium, Psi; P. vivax, Pvi; P. simiovale, Pso;
o == - P. cynomolgi, Pcy; P. hylobates, Phy; P.
Magaca — Pin j inui, Pin; P. knowlesi, Pkn; P. fieldi, Pfi; P.
sp (mandril), Psp y P. gonderi, Pgo. El
Pkn —|  |f asterisco indica el clado de parasitos
asiadticos. Los taxones asociados estan
P o unidos por las lineas de diferntes colores.
b Tomado y modificado de Mu et al., (2012).
Cercocebus—| i
Z'T — Pgo
| I
0.04
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Ademads, la especie genéticamente mas cercana a P. vivax es P. cynomolgi, especie que
parasita principalmente a macacos del sureste de Asia (Sutton et al., 2016), estos dos
pardsitos pudieron haber divergido hace 1.3 ma, cuando diferentes poblaciones de Macaca y
Homo erectus estaban en expansidon geografica (Pacheco et al., 2012). Los analisis
filogenéticos son apoyados por inferencias evolutivas basadas en rasgos bioldgicos entre las
dos especies: ambos parasitos tienen la capacidad de pasar a un estado de dormancia
(hipnozoito), tienen preferencia por invadir a los reticulocitos, una temprana formacion de
gametocitos y modificacion de las membranas de los eritrocitos infectados (granulado de
Schuffner) (Revisado en Sutton et al., 2016). Ademas, el contenido de G+C en sus genomas
son muy similares (McCutchan et al., 1984). Finalmente, la hipétesis de que la transmision
inicial de P. vivax haya sido una zoonosis por macacos es apoyada por reportes en donde P.
knowlesi (parasito de macacos de Asia) también infecta humanos en condiciones de

transmisién natural (Singh et al., 2004).

Estudios recientes han demostrado que la poblacion global de P. vivax esta en una expansion
demografica desde hace 30-60 mil afios (Taylor et al., 2013; Rodrigues et al., 2018). La
expansion en Suramérica se ha atribuido a eventos sucesivos de introduccion de parasitos
provenientes de Africa y el sur de Asia y posterior recombinacion y diversificacion local
(Rodrigues et al., 2018). Aunque no se tiene claro como P. vivax llegd a América, la hipétesis
mas aceptada sugiere que los parasitos de Suramérica descienden de los linajes europeos
extintos. En Europa los linajes de P. vivax provenientes de Africa y Asia lograron diversificarse
y diferenciarse de sus contrapartes en esos continentes y posteriormente fueron traidos a
Suramérica con los viajes post-colombinos, estando en América se diversificaron de manera
local (Culleton et al., 2012; Taylor et al., 2013; Gelabert et al., 2016; Rodrigues et al., 2018).
Por otra parte, se sugiere que las poblaciones de P. vivax de Suramérica pudieron haberse
desplazado desde Oceania, se sugiere que los hipnozoitos fueron capaces de sobrevivir a los
largos viajes oceanicos precolombinos desde el este del Pacifico hasta Suramérica a través
de la ruta Kon-Tiki (Carter et al., 2003), un estudio reciente apoya este supuesto al reportar
significante flujo génico de las poblaciones de P. vivax de Oceania a América (Rodrigues et
al., 2018).

2.6.4. Genes que codifican proteinas antigénicas.

En las diferentes especies de Plasmodium los genes mas polimérficos son aquellos que
codifican para proteinas expuestas en la superficie del parasito. Estas proteinas estan
expuestas directamente al sistema inmune del hospedero y en un constante proceso de

coevolucion que genera patrones distintivos de polimorfismos en las proteinas del parasito
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(Mu et al., 2007; Volkman et al., 2007). Estas caracteristicas permiten identificar sefiales de
seleccién natural e identificar potenciales candidatos para el desarrollo de vacunas (Weedall y
Conway, 2010; Cowman et al.,, 2012). Ademas, su alto polimorfismo y muchos alelos en
frecuencias moderadas ha ayudado a determinar el nimero de clonas por muestra y la
diversidad genética (Koepfli et al., 2011; de Araujo et al., 2012; Kim et al., 2012).

Diversos estudios han evaluado genes que codifican proteinas antigénicas en la busqueda de
candidatos para vacunas contra P. vivax. Hay proteinas en tres fases del ciclo de vida del
pardsito que podrian ser blancos efectivos para la activacion de la respuesta inmune: en el
esporozoito, proteina de superficie del esporozoito (CSP) (Hernandez-Martinez et al., 2011;
Chenet et al., 2012; Bennett et al.,, 2016), proteina andnima asociada a trombospondina
(TRAP) (Bauza et al., 2014) (Figura 4); en el merozoito, proteina de unién al receptor Duffy
(DBP) (de Cassan et al., 2015; Ntumngia et al., 2012), proteinas de superficie del merozoito 1
(MSP1) (Rosa et al., 2006; Pacheco et al., 2007), y el antigeno de la membrana apical 1
(AMA1) (Bouillet et al., 2011; Vicentin et al., 2014) (Figura 4); y en el oocineto, los antigenos
para del bloqueo de la transmisiéon 25 y 28 (Pvs25 y Pvs28) en el mosquito vector (Hisaeda et
al., 2000; Feng et al., 2011).

Roptrias

MSP1, proteina de superficie del
merozoito 1

CSP, proteina de

superficie del esporozoito Micronemas

AMAL1, antigeno de la
membrana apical 1

TRAP, proteina andnima
relacionada a trombospondina

DBP, proteina de unién al

\\\{" /B
\ g {3 receptor Duffy

\ \\\\ Mefozolto EBA, antigeno de unién al
Esporozoito N eritrocito

Figura 4. Esquema del esporozoito y merozoito, y sus principales proteinas candidatas a
vacunas. Las roptrias y meronemas de ambos estadios son los organelos en donde se sintetizan y
almacenan las principales proteinas involucradas en la adhesion e invasion del eritrocito. Estas
proteinas se pueden clasificar como: adhesinas que funcionan como ligandos que interaccionan
con receptores del eritrocito, como CSP, MSP1, DBP y EBA; e invasinas que participan
directamente en el proceso de invasion del reticulocito, aunque no necesariamente por la
interaccién con un receptor del hospedero, como el caso de AMAL1 (Cowman et al., 2012).

La proteina de la superficie del merozoito 1 (PvMSP-1) y el antigeno de la membrana apical 1

(PvAMA-1) participan en el proceso de invasién de los reticulocitos. La proteina MSP-1
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participa en la adhesion inicial del merozoito al reticulocito y la proteina AMA-1 en la
reorientacion de la parte apical del merozoito y en la formacién de las uniones estrechas que
permitiran al merozoito iniciar la invasion del reticulocito (Figura 5) (Wright y Rayner, 2014). Se
ha reportado que ambos antigenos estan bajo fuerte presion selectiva por el sistema inmune
del hospedero, y estudios inmuno-epidemiolégicos han demostrado una respuesta con
anticuerpos alelo-especifica asociada con proteccion, considerdndose buenos candidatos para

el desarrollo de vacunas (Weedall y Conway, 2010).

MSP-1 B AMA-1

P. vivax

Reticulocito

Unién Reorientacion Formacién
de uniones
estrechas

Figura 5. Invasion del reticulocito por Plasmodium vivax. Las diferentes etapas de la invasion
del reticulocito. A. Representacion de la unién del merozoito a un reticulocito, este proceso es
mediado por la interaccidon de diversas proteinas en la superficie de ambas células, entre ellas
MSP-1. B. Representacién de la reorientacion e invasion del reticulocito por el merozoito.
Inmediatamente después de la union del merozoito comienza la reorientacién de la parte apical del
merozoito, la cual se yuxtapone directamente a la membrana del reticulocito. Esta posicién le
permite al merozoito comenzar con la secrecién de toda la maquinaria proteica que formara las
uniones estrechas que le permitirdn la invasién. Las uniones estrechas pasaran, en forma de
cinturdn, alrededor del merozoito. La invasién termina cuando las uniones estrechas llegan a la
parte posterior del merozoito y este queda internalizado en una vacuola parasitéfora. Tomado y
modificado de Wright y Rayner, (2014).

2.6.4.1. Proteina de superficie del merozoito 1 de Plasmodium vivax (pvmsp1l).

El gen que codifica para la proteina de superficie del merozoito 1 de P. vivax (PvMSP-1) tiene
un tamafo de 5,396 pb y se encuentra en el cromosoma 7. Esta compuesto por 19 bloques
diferentes (Figura 6A) (del Portillo et al., 1991; Espinosa et al., 2003). PvMSP-1 es la proteina
més abundante y funcionalmente conservada en el merozoito de P. vivax, sugiriendo que
juega un papel importante en la unién inicial del merozoito al reticulocito. Es una proteina de
200 kDa sintetizada durante la esquizogonia. En la region C-terminal de su estructura primaria

contiene un grupo glucosil-fosfatidil-inositol (GPI) que le permite anclarse a la membrana del
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merozoito (Gerold et al., 1996) y dos dominios parecidos al factor de crecimiento epidermal
(EGF) en un arreglo compacto uno a uno (Cowman et al., 2012) que le sirven para la union al
reticulocito (Han et al., 2004). Después de la traduccion, PvMSP-1 sufre un procesamiento
proteolitico generando fragmentos de diferentes tamafos (82, 30, 38 y 42 kDa) (Figura 6B)
(Holder et al., 1992). Durante la invasién del reticulocito PvMSP-14, es procesado en dos
fragmentos de tamafios de 33 y 19 kDa (PVvMSP-133 y PVMSP-119), PYMSP-119 es el Unico
fragmento que permanece en la superficie del merozoito al momento de la internalizacion en

el reticulocito (Blackman et al., 1990).

A 1 500 1,000 1,500 1,751aa
| I l 1 J
IN ”H N N ”Hn 7V =R
I ics
[ variable
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PS GPI

B . 83 kDa I) 30 kDa I] 38 kDa X) 42 kDa '

0 33kDa D19kDa)

Figura 6. Representacion esquematica de la proteina de la membrana del merozoito 1 de P.
vivax (PvMSP-1). A. Los diferentes blogues que presenta PvMSP-1 a lo largo de su secuencia de
aminoacidos, conservadas entre especies (ICB), variable y semiconservado, fueron obtenidos por
la comparacion de las secuencias de MSP-1 de P. vivax, P. falciparum y P. yoelli (del Portillo et al.,
1991). B. Fragmentos resultantes del procesamiento post traduccional de PvMSP-1 (PvMSP-1s3,
PVMSP-130, PVvMSP-133 y PYMSP-142). El fragmento PvMSP-142 presenta una region conservada
(sombreada en color gris) correspondiente al fragmento PvMSP-119 y una regién mas variable
correspondiente al fragmento PvMSP-133. PS, péptido sefial; GPI, glucosil-fosfatidil-inositol; aa,
aminoacidos. Tomado y modificado de Espinosa et al., 2003 y Cheng et al., 2013.

El fragmento PVvMSP-119 es mas conservado que el fragmento PvMSP-133, en este Ultimo se
ha detectado seleccidn natural balanceadora (Kang et al., 2012; Parobek et al., 2014; Zhou et
al.,, 2017). Por otra parte, en humanos expuestos de manera natural a P. vivax se ha
detectado anticuerpos en respuesta a PvMSP-14, y PVYMSP-119, sugiriendo activacion de la
respuesta inmune por esta proteina (Wickramarachchi et al., 2007; Riccio et al., 2013; Xia et
al. 2015; Cassiano et al., 2016; Longley et al., 2017). Ademas, un estudio clinico longitudinal
sugiriere proteccion adquirida por anticuerpos contra PYMSP-119 al detectar titulos altos de
anticuerpos en pacientes asintomaticos, mientras que en pacientes sintomaticos detectaron

titulos bajos de anticuerpos (Nogueira et al., 2006).
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2.6.4.2. Antigeno de la membrana apical 1 de Plasmodium vivax (pvamal).

El gen que codifica para el antigeno de la membrana apical 1 de P. vivax (PvAMA-1) tiene un
tamafo de 2,195 pb y se encuentra en el cromosoma 9. AMA-1 es una proteina integral de
membrana tipo 1 que esta presente en todas las especies de Plasmodium. Es sintetizada
como una proteina de 83 KDa en el desarrollo tardio del ezquizonte de la fase eritrocitica de
P. vivax, acumulandose en los meronemas del merozoito en desarrollo. Esta formada por
diferentes regiones incluyendo un péptido sefial, un dominio ectoplasmatico o ectodominio
(DEC), una regién transmembranal y una pequefa region C-terminal que forma el dominio
citoplasmético (DC) (Figura 7). El DEC cuenta con 16 residuos de cisteina que forman ocho
puentes disulfuro que ayudan al plegamiento y su divisidn en tres dominios: dominio | (DI),
dominio 1l (DIl) y dominio Il (DIIl) (Figura 7). En el DIl se encuentra un motivo de unién
perteneciente a la familia del plasminégeno-nematodo (PAN) del cual sobresale un asa de 40
aminodacidos conservado. El ordenamiento de esta asa resulta en un hueco hidrofébico que
sirve como sitio de union a ligando. Justo antes de la invasion del reticulocito, la forma madura
de la proteina es transportada a la superficie de la membrana celular del merozoito como una
proteina de 66 kDa, jugando un papel fundamental en la reorientaciéon del merozoito y la
subsiguiente formacion de las uniones estrechas entre ambas células (Figura 6B) (Remarque
et al., 2008; Grynberg et al., 2008 y Mufalo et al., 2008).

PS DEC ™ DC
NH,| Dominio | Dominio Il Dominio Il - COOH
43 143 243 343 43 487aa

Figura 7. Diagrama esquematico del antigeno de la membrana apical 1 de P. vivax (PvAMA-
1). Representacion del péptido sefal (PS) en la region amino terminal (NH2), el ectodominio
(DEC), la region transmembranal (TM) y el dominio citoplasmatico (DC) en la regién carboxilo
terminal (COOH). aa, aminoacidos. Tomado y modificado de Bueno et al., (2011).

Los polimorfismos en el gen de ama-1 de P. vivax (pvama-1) no ocurren al azar a lo largo de
la region codificante, la mayoria de ellos son encontrados en el DEC, especificamente en DI.
Se ha reportado que el DEC esta bajo una seleccion natural balanceadora que permite
mantener los polimorfismos en el DEC, y la principal presion de seleccion es el sistema
inmune del hospedero. Estos resultados son apoyados por estudios que han demostrado que
los polimorfismos en el DEC ayudan al pardsito a la evasién de la respuesta inmune del
hospedero (Grynberg et al., 2008). Ademas, en personas infectadas con el parasito se ha
detectado la generacion de anticuerpos en contra del DEC de PVAMA-1 (Arévalo-Herrera et
al., 2010; Vicentin et al., 2014).
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2.7. Paludismo en México.

El reporte de casos de paludismo en los 1980’s en México fluctu6é entre 20,000 y 130,000.
Pero, después de la implementacion del Programa de Acciones Intensivas y Simultdneas
(PAIS) (1989-1998) y el programa de Control Focalizado (2000-actualidad), México bajo
considerablemente el nimero de casos y en 2007 paso a una fase de pre-eliminacién (OMS,
2009). Desde el afio 2000, P. vivax es el responsable del 100 % de los casos de paludismo
autdctonos en los focos de transmision persistentes: en el noroeste del pais en los estados de
Nayarit, Chihuahua, Sinaloa, Sonora y Durango, y en el sureste del pais en el estado de
Chiapas (frontera con Guatemala) (Figura 8A) (DGE, 2017).

2.7.1. Paludismo vivax en el sureste de Chiapas.

El estado de Chiapas ha sido un foco persistente dificil de eliminar y ha jugado un papel
importante en la epidemiologia del paludismo México. Durante la epidemia de 1985, el estado
de Chiapas registré el 24.2 % (32,333) de los casos de paludismo, mientras que Oaxaca
registro el 27 % (36,167), ambos estados contribuyeron con mas del 50 % de los casos a nivel
nacional. Posteriormente, durante el brote de 1998, 15,121 casos de paludismo fueron
registrados a nivel nacional, Chiapas y Oaxaca registraron el 70 % y 21 % de los casos,
respectivamente. Por otra parte, el devastamiento causado por el huracan STAN a finales del
2005 limit6 el acceso a las zonas con paludismo en Chiapas provocando un aumento en el
numero de casos durante 2006-2007, principalmente en la region del Soconusco, registrando
el 51 % (2818) de los casos a nivel nacional. Para 2016, Chiapas registro el 61.7 % (338) de
los casos a nivel nacional, mientras que Oaxaca habia quedado libre de paludismo desde
2013 (DGE, 2017).

El foco de transmision de paludismo vivax en la frontera entre el estado de Chiapas y
Guatemala (Figura 8B) se caracteriza por un patron de transmision persistente con riesgo
permanente de brotes asociados a casos recurrentes, movimientos migratorios y movimiento
continuo entre las comunidades fronterizas por el intercambio laboral y comercial. La
transmisién en esta regién es baja y estacional, una vez por afio, generalmente dura de cuatro
a seis meses; comenzando después de la temporada de lluvias y continua toda la temporada
de secas (enero-junio). Es una region en donde la presencia de genotipos mezclados fue
reportada baja (< 10 %) y poca probabilidad de que un paciente reciba mas de un piguete en
un afio (Gonzalez-Ceron et al., 2013). Los principales vectores de la transmision en la region
son Anopheles pseudopunctipennis predominante en zonas que se encuentran por arriba de

los 180 msnm y An. albimanus en las costas (Gonzalez-Ceron et al., 1999).
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Para la deteccion de casos de paludismo en esta region se utiliza principalmente la deteccion
pasiva de casos sintomaticos y la revisién de sus convivientes con un examen microscopico
en sangre. La persistencia de las infecciones con P. vivax es favorecida por la presencia de
recaidas, casos asintomaticos y casos clinicos no detectados ni tratados que mantienen la

transmision (Rodriguez et al., 1993; Betanzos, 2011).
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Figura 8. Limites de la transmisién de Plasmodium vivax en México. A. En México la
transmision del paludismo es focalizada en el noroeste y sureste del pais. B. En el estado de
Chiapas la transmisién se localiza en la regién centro, noreste y sur del estado. Las zonas con
transmision en color amarillo y naranja fueron definidas por el PvIPA previamente definido en la
figura 2. Tomado y modificados de la Organizacién Panamericana para la Salud (OPS, 2017).

2.7.2. Genética poblacional de Plasmodium vivax en el sureste de Chiapas, México.

Los estudios moleculares de P. vivax en México iniciaron en la década de los 1990's en la
region del sureste de Chiapas. Los primeros trabajos se enfocaron en la genatipificacién de los
parasitos analizando la proteina CSP y su relacién con la infectividad a los mosquitos
vectores. Infecciones experimentales mostraron una posible asosiacion de los genotipos de la
proteina CSP de P. vivax a los vectores locales del sureste de México, An. albimanus fue mas
susceptible al genotipo VK210 que predomina en las costas, mientras que An.
pseudopunctipennis fue mas susceptible al genotipo VK247 y predomina en las faldas de las
colinas (Kain et al., 1992; Gonzalez-Ceron et al., 1999; Rodriguez et al., 2000). Andlisis
posteriores con microsatélites identificaron tres subpoblaciones, una localizada en las costas
(c1) transmitida principalmente por An. albimanus; y dos subpoblaciones (f1 y f2) localizadas
en las colinas transmitidas principalmente por An. pseudopunctipennis (Joy et al. 2008).
Resultados similares se reportaron con las proteinas Pvs25 y Pvs28, involucradas en la
adhesion del oocineto al intestino del mosquito (Tomas et al., 2001), en las cuales se

identificaron dos genotipos principales Pvs 25/28 (A y B), el genotipo A transmitido por An.
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albimanus en las costas y corresponde a la subpoblacion cl, y el genotipo B que pueden
encontrarse en ambos vectores con una mayor infectividad por An. pseudopunctipennis
(Gonzélez-Cerén et al., 2010). La estrucutracion de las poblaciones sugiere un limite
geografico en la transmisién de las poblaciones del parasito y un aislamiento genético dado
por la distribucion del vector (Joy et al., 2008; Gonzalez-Cerdn et al., 2010).

Por otra parte, el marcador CSP en combinacién con el marcador MSP3 (dominio alfa), y
diversos microsatélites han permitido identificar episodios de recaidas en pacientes infectados
con P. vivax en el sureste de Chiapas. La mayoria de las recaidas en esta regién ocurren
entre las semanas 27 a 52 después de haber identificado la infeccién primaria, las infecciones
en su mayoria fueron homdlogas, es decir que en la recaida presentd el mismo genotipo
detectado en la infeccidn primaria (Gonzalez-Ceron et al., 2013). Este resultado es similar a

los observados en otras zonas templadas (White, 2011 y Verhave, 2013).

Otros estudios con marcadores polimoérficos han permitido determinar qué fuerzas evolutivas
estan moldeando a la poblacion de P. vivax en la region. El uso de los bloques ich5-6 del gen
pvmsp-1 es reportado en otras regiones del mundo para el estudio de la diversidad genética
(Putaporntip et al., 2002; Ferreira et al., 2003). Utilizando este marcador en el sureste de
Chiapas se identific la presencia de los tres tipos de secuencias: tipo Salvador-1 (S), tipo
Belem (B) y un hibrido (H) que comparte similitud con los tipos S y B, estas secuencias
resolvieron 14 haplotipos distribuidos en dos grandes linajes (S/H, y B). Los haplotipos
parecen ser producto de al menos tres procesos de recombinacién de dos haplotipos
ancestrales de Sudamérica y Asia que diversificaron rapidamente y han persistido debido a
una seleccion natural positiva (Cerritos et al. 2014). Otros marcadores polimorficos candidatos
para vacunas como ama-1l, msp-1 y dbp han presentado una diversidad genética baja-
moderada, diversificacion a nivel local y un alto grado de diferenciacién respecto a otras
regiones geograficas (Gonzalez-Cerén et al. 2015). En el sureste de Chiapas, msp-1la
presentd mayor recombinacién que ama-l.y y dbp, y se observd que las relaciones
genealdgicas son mucho mas complejas usando el gen msp-14> (Gonzalez-Cerén et al.,
2015). Ademas, los genes ama-1,.; y msp-142 al igual que el ich5-6 presentan gran nimero de

haplotipos exclusivos de la region (Cerritos et al., 2014; Gonzalez-Cerén et al. 2015).

Andlisis gendmicos para estudiar la diversidad genética, divergencia y estructura poblacional
de P. vivax en esta regioén son limitados. Un estudio realizado a nivel global (incluyé 20
muestras del sureste de Chiapas) permitié determinar que los parasitos de México forman un

grupo altamente diferenciado respecto a otras regiones de América (Colombia, Peru y Brasil),
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sugiriendo que las poblaciones tienen un ancestro comdn muy reciente. De todas las regiones

analizadas, México presento la diversidad genética méas baja (Hupalo et al., 2016).

Finalmente, las mutaciones Y976F y F1076L en el gen de resistencia a multidrogas 1 (mdrl)
gue han sido asociadas a la resistencia a cloroquina en algunas regiones de Suramérica (Melo
et al., 2014; Hupalo et al., 2016), no han sido detectadas en el sureste de Chiapas (Hupalo et
al., 2016; Gonzalez-Cer6n et al., 2017). En general, la poblacion de P. vivax del sureste de
Chiapas presenta una diversidad genética limitada como resultado de procesos de

diversificacion recientes, y es altamente diferenciada y moderadamente estructurada.

2.8. Justificacion.

La biologia, epidemiologia y patogénesis de P. vivax comienza a ser dilucidada gracias a los
estudios genéticos y gendmicos que se han desarrollado hasta nuestros dias. Se tiene
evidencia de que las poblaciones de este parasito son genéticamente diversas. Andlisis
temporales de genética de poblaciones son de gran utilidad para describir los cambios de la
diversidad genética, estructura poblacional y demografia histérica de las poblaciones a nivel
global y regional. Esta informacion puede ser de gran ayuda para poder describir las
dindmicas de transmisién y consigo mejorar los programas de vigilancia epidemioldgica

molecular y los programas de control a nivel local y regional.
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3. Objetivos.

3.1. Objetivo general.

Analizar la diversidad genética, estructura poblacional y demografia histérica de P. vivax
durante 19 afios (1993-2011) de transmision en el sureste de México.

3.2. Objetivos particulares.

a. Investigar, mediante dos genes de fase sanguinea, los cambios en la diversidad
genética de P. vivax durante 1993-2011.

b. Comparar la diversidad genética y estructura poblacional de P. vivax del sureste de

México respecto a otras regiones geograficas con transmision de paludismo.

c. Analizar la demografia histérica de P. vivax durante 1993-2011.
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4. Capitulo 1.

La seleccién natural balanceadora ha mantenido la diversidad genética de Plasmodium

vivax en unaregién de baja transmision del sureste de México, 1993-2011.

Resumen.

Desde el afio 2000 Plasmodium vivax ha sido el responsable del 100 % de los casos de
paludismo autéctonos en México, el foco de transmision en la frontera entre el estado de
Chiapas, México y Guatemala concentra el 70 % de los casos a nivel nacional. No obstante,
en la ultima década el nimero de casos de paludismo en ese foco de transmision ha
disminuido drasticamente. La identificacion de los procesos biolégicos, evolutivos, ambientales
e incluso sociales que puedan impactar la diversidad genética de P. vivax es de gran
importancia para comprender los cambios en sus frecuencias alélicas, a su vez, este
conocimiento permitird mejorar los programas de vigilancia epidemioldgica molecular. En el
presente estudio analizamos los cambios temporales (1993-2001) de la diversidad genética,
recombinacién y seleccién natural de P. vivax en el sureste de México, basandonos en dos
genes que codifican para proteina candidatas para vacunas: el fragmento de 42kDa de la
proteina de superficie del merozoito 1 (pvmspls) y el dominio | y Il del antigeno de la
membrana apical 1 (pvamali.;). Ademas, hicimos la comparacién con lo que ocurre en otras
regiones geograficas afectadas.

En pvmspls, y pvamal. se detectaron 17 y 14 haplotipos, respectivamente, y la combinacion
de ambos marcadores defini6 38 haplotipos. En cada marcador se detectaron varios
haplotipos frecuentes que mantuvieron la diversidad genética en el tiempo, pero el nimero de
infecciones con mas de un genotipo (IGMs) y la recombinacion presentaron un decremento
que coincide con la disminucion en el nimero de casos registrados. En pvmspls se
detectaron cuatro haplogrupos separados por mas de 17 pasos mutacionales, en cada
haplogrupo se observé diversificacion. Mientras que en pvamal, la acumulacién de pasos
mutacionales dio como resultado dos haplotipos altamente divergentes. Ademas, los valores
positivos de las pruebas de seleccion natural (dN-dS y McDonald-Kreitman) indican que
ambos marcadores estan bajo seleccion natural balanceadora. Respecto a otras regiones
geogréficas, los dos genes presentaron diversidad genética moderada, siendo pvmsplas >
pvamali.

Nuestros resultados en conjunto sugieren que la diversidad genética de la poblaciéon de P.
vivax en el sureste de México durante 1993-2011 se ha mantenido por la presencia de
haplotipos frecuentes mantenidos por seleccion natural balanceadora. Esos resultados tienen
una gran significancia en el entendimiento de la dinAmica de transmision de P. vivax en el
sureste de México, ademas es informacion valiosa para el desarrollo de estrategias de
vigilancia epidemiolégica molecular y disefio de vacunas.

Palabras clave: Paludismo, Plasmodium vivax, sureste de México, proteina de superficie del

merozoito, pvmsplsz, antigeno de la membrana apical, pvamal.,, diversidad genética,
seleccién balanceadora.
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Introduccion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta al afio 16 millones de casos de paludismo
causados por Plasmodium vivax. En Latinoamérica, el numero de casos ha disminuido de
678,000 en 2010 a 562,800 en 2016, representando un decremento del 17 % (OMS, 2017). En
México, durante los afios 1980’s el reporte de casos de paludismo fluctué entre 20,000 y
130,000. Pero, después de la implementacién del Programa de Acciones Intensivas y
Simultaneas (PAIS) (1989-1998) y el programa de Control Focalizado (2000-actualidad),
México bajé considerablemente el nimero de casos y en 2007 paso a una fase de pre-
eliminacion, para el afio 2017 solo se registraron 715 casos. Desde el afio 2000, P. vivax es el
responsable del 100% de los casos de paludismo autoctonos en México. El foco de
transmision en la frontera entre el estado de Chiapas, México y Guatemala concentra el 70 %
de los casos a nivel nacional (DGE, 2017).

El estudio de la diversidad genética de las poblaciones de P. vivax a una escala regional y
global, es de gran utilidad para describir su dinamica de transmision y el disefio de vacunas,
ademas de aportar informacién para la vigilancia epidemiolégica molecular (Arnott et al., 2012;
Barry et al., 2015; Daniels et al. 2015). Genes que codifican proteinas antigénicas de fase
sanguinea involucradas en la evasion del sistema inmune son altamente polimoérficas,
permitiendo la deteccion de mayor diversidad nucleotidica y de haplotipos entre parasitos
(Barry et al., 2015). Ademas, al estar expuestos al sistema inmune del hospedero, pueden
servir como potenciales candidatos para el desarrollo de vacunas (Cowman et al., 2012). Dos
candidatos prometedores en P. vivax son la proteina de la superficie del merozoito 1 (PvMSP-
1) y el antigeno de la membrana apical 1 (PvAMA-1), ambos antigenos participan en el
proceso de invasién de los reticulocitos. La proteina MSP-1 participa en la adhesién inicial del
merozoito al reticulocito y la proteina AMA-1 en la reorientacion de la parte apical del
merozoito y en la formacién de las uniones estrechas que permiten al merozoito iniciar la
invasion del reticulocito (Wright y Rayner, 2014).

El alto grado de polimorfismo en ambos genes (mspl > amal) es asociado con la evasion del
sistema inmune del hospedero, se ha reportado que el fragmento de 33 kDa de PvMSP-1 esta
bajo seleccion natural balanceadora en parasitos de diferentes regiones geogréaficas como
India (Thakur et al., 2008), Turquia (Zeyrek et al., 2010), Corea (Kang et al., 2012), Camboya
(Parobek et al., 2014) y China (Zhou et al., 2017). El ectodominio de PvAMA-1 también se ha
reportado bajo seleccion balanceadora en Sri Lanka (Gunasekera et al; 2007), Venezuela (Ord
et al., 2008) y Papua Nueva Guinea (Arnott et al., 2013).

El estudio de los cambios genéticos en el tiempo puede ayudar a identificar las fluctuaciones y
relacion genética de los haplotipos que han persistido en el sureste de México. En el presente

trabajo, se analizaron el fragmento de 42kDa de la proteina de superficie del merozoito 1
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(pvmsplsz) y el dominio |y Il del antigeno de la membrana apical 1 (pvamal..;) de P. vivax con
los objetivo de: 1) estudiar los cambios en la diversidad genética de P. vivax durante 19 afios
de transmision en el sureste de México (1993-2011), y 2) comparar la diversidad genética de

la poblacién de P. vivax del sureste de México respecto a otras regiones endémicas.

Métodos.

Aislados de Plasmodium vivax.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud Publica de
México (INSP) y se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes. Un total de
288 muestras fueron colectadas de pacientes sintomaticos durante los afios 1993-2011
(Gonzalez-Ceron et al. 1998; Rodriguez et al. 2000; Gonzalez-Cerdn et al. 2013), de 105
pacientes se obtuvo y preservé paquete globular (sangre completa) y de 183 pacientes se
obtuvieron unas gotas de sangre capilar impregnadas en papel filtro. De 1993-2000 y 2010-
2011 solo se tenian muestras preservadas en papel filtro, de los afios 2001-2009 sangre
completa y algunas muestras de 2001, 2008 y 2009 en papel filtro. El diagndstico para P. vivax
fue realizado en el laboratorio del Centro Regional de Investigacién en Salud Publica (CRISP-
INSP). Los pacientes vivian en la Jurisdiccion sanitaria VII del estado de Chiapas, México, la
cual comprende un area especifica de 4644.07 km? con un clima tropical y templado, y una

altitud que va desde el nivel del mar hasta la region de las montafias a 4000 msnm.

Amplificacién y secuenciacién de los marcadores pvmspls y pvamalii.

La extraccion de ADN se hizo utilizando el QIAamp® DNA Blood Mini kit (Quiagen, USA),
siguiendo las instrucciones del productor. El fragmento de 42 KDa de MSP1 (pvmsplsz) y el
dominio | y Il de AMAL1 (pvamal,,) de P. vivax fueron amplificados por PCR usando un grupo

de iniciadores especificos para cada marcador (Tabla 1).

Tabla 1. Iniciadores especificos utilizados para amplificar los marcadores pvmspls, y pvamali..

Marcador Iniciador Tipo de PCR Secuencia Referencia
pvmsplsz . . . i i Gonzélez-Cerdn
pvmspl_F1 | Primaria/Anidado | 5" GCC GAG GAC TAC GACAAAG3
etal., 2015
. . , i Gonzalez-Cerdn
pvmspl R1 Primaria 5" CAA GCT TAG GAAGCT GGA GG 3
etal., 2015
pvmspl_R3 Anidado 5" CCCTCA AAG AGTGGCTCAGA 3 Este trabajo
pvamaly . . . , Gonzalez-Cerdén
pvamalF Primaria/Anidado | 5" TCC AGC TGG AAG ATGTCCTG 3’
etal., 2015
L . Gonzalez-Cerdn
pvamalR Primaria 5" CCG CCCTTTTCT CTACACAG 3
etal., 2015
pvamalR2 Anidada 5" CGC AGG GACATT TGATACTCT CC 3’ Este trabajo
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La reaccién de PCR para la amplificacion de pvmspls, consisti6 en una mezcla de 1X
Colorless GoTag® Flexi Buffer (Promega, Madison, WI), 1 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 10 pM de cada iniciador (pvmspl F1 y pvmspl R1), 1.25 U de
enzima GoTaq® DNA Polimerasa (Promega, Madison, WI), 1.5-4 yl de ADN extraido de
sangre completa o 2-4 ul de ADN extraido de muestras de papel filtro, y agua alcanzando un
volumen final de 50 ul. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion a 95°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, alineacién a 60°C por 1 min y
extensién a 72°C por 75 seg; y una extension final a 72°C por 10 min.

Las muestras amplificadas se procesaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% y el
producto amplificado se visualizé con 0.2 pug/ml de bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. Las
muestras amplificadas con presencia de una banda Unica se purificaron y concentraron con el
MinElute® PCR Purification Kit (Quiagen, USA), siguiendo las instrucciones del productor. Los
productos de PCR purificados fueron secuenciados en Macrogen, Inc. (Geumcheon-qu, Seul,
Rep. Korea).

De las muestras que no se alcanzé una concentracion de 30 ng/ul de ADN o no hubo producto
de PCR visible, se amplificaron nuevamente por PCR anidado utilizando los iniciadores
(pvmspl_F1 y pvmspl_R3) bajo las condiciones ya mencionadas, usando 1-2 ul de producto
de PCR de la primera reaccion.

Para la amplificacién del marcador pvamal,. la reacciéon de PCR consistié en una mezcla de
1X High Fidelity Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 36 pM de cada iniciador (pvamal F1 y pvamal R1), 1 U de
enzima Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1-4 ul de
ADN extraido de sangre completa o 2-6 ul de ADN extraido de muestras de papel filtro, y agua
alcanzando un volumen final de 50 pl. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacién a
95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineacion a 61°C
por 1 min y extension a 72°C por 75 seg; y una extension final a 72°C por 10 min.

Las muestras amplificadas se procesaron por electroforesis, y se purificaron y se concentraron
como ya se describié para pvmsplasz. Los productos de PCR purificados fueron secuenciados
en el Centro de Alto Rendimiento en Gendmica (Seattle, WA, USA).

De las muestras que no se alcanzd una concentracion de 30 ng/ul de ADN o no hubo producto
de PCR visible, se amplificaron nuevamente por PCR anidado utilizando los iniciadores
(pvamal_F1 y pvamal_R2) bajo las condiciones ya mencionadas, usando 1-2 pl de producto
de PCR de la primera reaccion.

Todas las reacciones de PCR para ambos marcadores se realizaron en un termociclador 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems®, CA, USA).
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En 24 electroferogramas de pvamal.; se observaron dobles picos en diferentes posiciones,
indicando infecciones con mas de un haplotipo, entonces el producto de PCR de la primera
amplificacion se utilizé para hacer clonacion bacteriana utilizando el TOPO TA cloning® kit with
pCR®2.1-TOPO® de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA).
De 3-5 diferentes colonias de bacterias de cada aislado se mandaron a secuenciar al Centro
de Alto Rendimiento en Gendmica (Seattle, WA, USA).

Las secuencias de nucledtidos obtenidas se revisaron utilizando el programa BioEdit
Sequencing Alignment Editor v5.0.9 (Hall, 1999) y alinearon con Clustal W (Thompson et al.
1994) utilizando como referencia la secuencia homologa de Salvador | (Sal-I) (GenBank:
XM_001614792 para pvmsplas y AY598140 para pvamali.).

El nimero de muestras analizadas por PCR y secuencias obtenidas por marcador por afio se
presentan en la Tabla 2. No todas las muestras amplificaron o se obtuvo suficiente ADN para
obtener la secuencia del fragmento amplificado, principalmente muestras de sangre

preservadas en papel filtro de los afios 1993-2000.

Tabla 2. Namero total de muestras por marcador por afio analizadas por PCR y nimero de
secuencias obtenidas y analizadas.

pvmspls pvamal.y

Analizadas Secuencias Analizadas por ~ Secuencias
Afio # muestras por PCR obtenidas PCR obtenidas
1993 12 10 5 12 6
1994 25 16 6 25 11
1995 8 8 3 8 8
1996 4 4 2 4 0
1997 18 10 3 18 8
1998 18 9 2 18 7
1999 21 12 5 21 11
2000 17 3 2 17 2
2001 11 7 3 11
2002 19 18 18 19 18
2003 22 20 20 22 17
2004 20 20 19 20 18
2005 21 20 19 21 19
2006 0 0 17* 0 17*
2007 0 0 18* 0 18*
2008 22 21 16 22 19
2009 20 20 16 20 17
2010 17 15 13 17 13
2011 13 12 11 13 12
Total 288 225 198 288 225

* Las secuencias de los afios 2006-2007 para ambos marcadores fueron reportadas
por Gonzélez-Cerén et al., 2015.
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Andlisis genéticos.

Los andlisis del SMX se realizaron para el total de las secuencias obtenidas de pvmspls, y
pvamal.;, y por periodos. Ademas, para los andlisis globales se incluyeron secuencias
homologas a pvmspls, y pvamal., de diferentes regiones geograficas disponibles en el NCBI
(Anexo 1y 2, respectivamente).

El programa DnaSP v5.1 (Librado y Rosaz, 2009) fue utilizado para determinar el nimero de
polimorfismos (S), numero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd), diversidad
nucleotidica (1), desequilibrio de ligamiento (LD) dado por el indice R?, nimero de eventos
minimos de recombinacion (Rm) e identificar el namero de polimorfismos sinénimos (dS) y no
sindbnimos (dN). Ademas, para determinar si la diversidad observada se alejaba de la
neutralidad, la diferencia entre el nimero de sustituciones de nucle6tidos no sinénimos (dN)
por sinénimos (dS) (dN-dS) fue evaluada con el programa MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013).
Dicha estimaciéon fue hecha usando la reconstruccion de maxima verosimilitud conjunta de
estados ancestrales bajo los modelos de Muse-Gaut (Muse & Gaut 1994) y de substitucion de
codones de Felsenstein (Felsenstein, 1981). Como una segunda prueba de neutralidad, se
aplico la prueba de McDonald and Kreitman (McDonald & Kreitman, 1991) usando el programa
DnaSP v5.1. Para esto se utilizé la secuencia de Plasmodium cynomolgi como grupo externo
(GenBank: AY869723 para pvmspla, y X66099 para pvamal..).

Finalmente, para investigar la relacién genética entre los haplotipos de pvmspls; y pvamali.
del SMX, y sus cambios a través del tiempo se construyeron siete redes de haplotipos para
cada marcador en el programa PopArt v1.7 (Leigh y Bryant, 2015). La primera red se
construyo con el total de las secuencias, esta red se utilizo como templado para adecuar las
seis redes de haplotipos, una para cada periodo de tiempo. Posteriormente se apilaron de
forma gradual para dar un efecto tridimensional-temporal. Las redes muestra la relacién entre
genotipos conectados a través de pasos mutacionales y permite asignar a los haplotipos
existentes con un ancestro comun de la poblacion y dentro de un patron (Templeton y Sing,
1993).

Analisis filogenéticos.

Para obtener el modelo evolutivo de pvmsplas, y pvamaly, las secuencias de cada marcador
fueron analizadas en el programa jModeltest 2 (Darriba et al., 2012). Evaluamos 40 modelos
de sustitucion que asumen frecuencias de bases iguales y desiguales (+F), proporcién de
sitios invariables (+l) y cuatro categorias de variacidn entre sitios (+G). La topologia 6ptima se
estimé con el algoritmo de maxima verosimilitud (ML). Para ambos marcadores el valor mas
alto del criterio de Akaike fue para el modelo de sustitucibn gamma con sitios invariables GTR

+ | + G. Estos modelos se utilizaron en los andlisis filogenéticos.
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Para determinar la relacion global entre haplotipos de cada marcador, se hizo un analisis con
el programa splitstree v4.14.6 (Hudson y Bryant, 2006). Este programa permite hacer un
andlisis basandose tanto en redes de haplotipos como arboles filogenéticos, ademas permite
hacer inferencias filogenéticas. Para ambos marcadores utilizamos el método neighbour-net
bajo el modelo evolutivo GTR.

Un arbol filogenético fue inferido para cada marcador con el programa Mr. Bayes v3.2.6
(Ronquist et al., 2012). Para cada marcador, cinco Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)
se corrieron por 20 millones de generaciones, muestreando los &arboles cada 200
generaciones. El arbol consenso y sus probabilidades posteriores se obtuvieron después de
descartar el 20 % inicial de arboles acumulados. Como grupo externo se utilizaron secuencias

homologas de P. cynomolgi (GenBank: AY869723 pvmsplasz; X66099 pvamali.).

Resultados.

Genotipificacion de pvmsplasz en aislados de P. vivax del sureste de México.

A partir de 225 muestras de sangre infectada con P. vivax se obtuvieron 163 secuencias con
un solo alelo por muestra (72.4 %), el tamafo de la secuencia fue de 936 pb y contiene los
nucleotidos 4093-5028 correspondientes al fragmento de 42 KDa (pvmspla2). En 25 muestras
(11.1 %) los electroferogramas mostraron dobles picos en mas de una posicion, sugiriendo
mas de un alelo por muestra (infecciones con mas de un genotipo, IGMs). El 30.4 % (n = 24)
de las muestras analizadas para pvmspls; durante los afios 1993-2001 resultaron ser IGMs,
una IGM fue detectada en el afio 2009, representando el 5 % de las muestras para ese afio
(Figura 1).

Para los analisis se incluyeron 35 secuencias correspondientes a los afios 2006 y 2007
(Gonzalez-Cerodn et al., 2015) para un total de 198 secuencias. El nUmero total de secuencias
por locus por afio analizadas se presentan en la Tabla 2. El alineamiento entre las 198
secuencias reveld un total de 57 polimorfismos. Cincuenta y uno de los polimorfismos fueron
dimarficos, cinco trimérficos y uno tetramorfico, todos los polimorfismos se localizaron en el
fragmento pvmsplss (Tabla 3).

Los 57 polimorfismos resolvieron 17 haplotipos (h1-h17), los haplotipos mas abundantes
fueron hl, h4, h5 y h9, con frecuencias de 31.81 %, 21.2 %, 14.64 % y 18.68 9%,
respectivamente. Se observé una alternancia temporal entre los cuatro haplotipos mas
frecuentes, por ejemplo, los haplotipos hl, h5 y h9 bajaron sus frecuencias en el periodo 2006-
2007, justo después del huracan Stan (2005), por el contrario, el haplotipo h4 aumenté su
frecuencia en el mismo periodo. Otros tres haplotipos (h2, h10 y h12) presentaron persistencia

en frecuencias bajas (Figura 1).
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Tabla 3. Polimorfismos y haplotipos definidos por pvmspls, en parasitos del sureste de México. La secuencia de Sal-1 fue utilizada como

referencia (XM_001615397.1). Los polimorfismos son indicados por los cambios.
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Figura 1. Distribucién anual de los haplotipos de pvmsplas, en el sureste de México de 1993-2011.
A partir de 198 secuencias de ADN para pvmspls, se encontraron un total de 17 haplotipos (h1-
h17). Cada haplotipo esté indicado en un color diferente. En negro se muestran las infecciones con

mas de un genotipo (IGMs). El nimero de muestras en los afios 1993-2001 fue bajo, esto pudo
afectar la deteccién algunos haplotipos en ciertos afos.

Afio

1999

Genotipificacion de pvamali. en aislados de P. vivax del sureste de México.

A partir de 288 muestras de sangre infectada con P. vivax se obtuvieron 188 secuencias con
un solo alelo por muestra (65.3 %). Los electroferogramas de 25 muestras (8.7 %) resultaron
ser IGMs, veintidés de ellas se encontraron entre los afios 1993-2000, representando el 16.4
% (n = 22) de las muestras analizadas en ese periodo, mientras que en los afios 2003 y 2010
se detectaron dos y una IGM, respectivamente, representando el 9.1 % y el 5.9 % de las
muestras analizadas por cada afio. De 14 de las IGMs, por clonacién se obtuvo un alelo por
muestra y de 2 muestras, de los afios 1998 y 2000, se resolvieron 2 alelos por cada muestra.
Ademads, para los analisis se incluyeron 35 secuencias correspondientes a los afios 2006 y
2007 (Gonzalez-Cero6n et al., 2015) para un total de 225 secuencias. El namero total de
secuencias analizadas por afio se presentan en la Tabla 2.

Se obtuvo un fragmento de 702 pb, del nucleétido 454 al 1,155 respecto a la secuencia de
Sal-l, y corresponden a un segmento del dominio | y el dominio Il completo (pvamaliu). El
alineamiento multiple entre las 225 secuencias revelo un total de 16 sitios polimorficos. Todos
los polimorfismos fueron dimérficos, 10 se localizaron en el dominio | y 6 en el dominio Il
(Tabla 4).
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Tabla 4. Polimorfismos y haplotipos definidos por pvamal,.; en parasitos del sureste de México. La
secuencia de Sal-l fue utilizada como referencia (AY598140). Los polimorfismos son indicados por
los cambios.
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Los 16 polimorfismos resolvieron quince haplotipos (H1-H15), los haplotipos mas abundantes
fueron H1, H5 y H8, con frecuencias de 42.22 %, 14.22 %, y 23.55 %, respectivamente. H1 fue
el Unico haplotipo que persistio durante 1993-2011, mientras que H8 fue persistente durante
1998-2011. Otros haplotipos (H2, H4 y H10) presentaron persistencia en frecuencias bajas
(Figura 2).
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Figura 2. Distribucién anual de los haplotipos de pvamal.; en el sureste de México de 1993-2011.
A partir de 225 secuencias de ADN para pvamal., se encontraron un total de 15 haplotipos (H1-
H17). Cada haplotipo esta indicado en un color diferente. En negro se muestran las infecciones con
mas de un genotipo (IGMs).
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Analisis temporales en el sureste de México.

Para los andlisis temporales del sureste de México las secuencias de los dos genes fueron
agrupadas en 6 periodos consecutivos: pvmspl4z2: 1993-2001 (n = 31), 2002-2003 (n = 38),
2004-2005 (n = 38), 2006-2007 (n = 35), 2008-2009 (n = 33) y 2010-2011 (n = 24), y pvamali-
I1: 1993-2001 (n = 57), 2002-2003 (n = 35), 2004-2005 (n = 37), 2006-2007 (n = 35), 2008-
2009 (n = 36) y 2010-2011 (n = 25). El criterio para formar los periodos fue que cada uno
contuviera por lo menos 20 secuencias, En el periodo 1993-2001 el nimero de secuencias
obtenidas fue bajo, ya que fue el periodo donde se detectaron la mayoria de las IGMs y
aunque se obtuvieron electroferogramas no se pudo diferenciar entre los posibles genotipos,
ademas, las muestras de sangre estaban conservadas en papel filtro, Io que complico extraer
ADN de buena calidad. Debido a lo anterior, los periodos se definieron tratando de obtener un

tamafio de muestra similar entre periodos.

Diversidad genética, seleccion natural y recombinacién.

El marcador pvmspla, fue mas diverso (im = 0.0219, Hd = 0.802) que pvamal.; (rr = 0.0067,
Hd = 0.740) (Tabla 5). La diversidad nucleotidica que presentaron ambos genes no presento
cambios evidentes en el tiempo (pvmsplas: ™= 0.0196-0.0217, pvamal,: ™ = 0.0069-0.0070)
(Figura 3a).

Tabla 5. ParAmetros de diversidad genética y recombinacion en pvmspls, y pvamali.
del sureste de México.

Marcador pb N S H Hd (DE) 1t (DE) DL(R?) Rm

pvmsp-142 936 198 57 17 0.802+(0.014) 0.0219+(0.0005) 0.3324 12

pvama-1.; 702 225 16 15 0.740+(0.020) 0.0067 +(0.0002) 0.5032 2

pb, pares de bases; N, nimero de muestras; S, sitios segregativos; H, nimero de
haplotipos; Hd, diversidad haplotidica; T, diversidad nucleotidica; DL, desequilibrio
de ligamiento; Rm, eventos minimos de recombinacion.

Los valores de dN-dS fueron positivos para ambos marcadores, pvmsplas, presentd valores de
0.675 en 1993-2001 y aumentaron gradualmente a 1.420 en 2006-2007, posteriormente
bajaron de manera gradual hasta 1.105 en 2010-2011. Por otra parte, los valores para
pvamal., presentaron una tendencia a disminuir en el tiempo con valores de 1.700 en el
periodo 1993-2001 y 1.320 en 2010-2011, el valor mas bajo se present6 en el periodo 2006-
2007 (1.273) (Figura 3b). El marcador pvmspls, presentdé mayor nimero de sustituciones no

sinbnimas que pvamal,,. Los valores de dN-dS en pvmspls, y pvamal., para el periodo

~ 36 ~



1993-2011 fueron positivos, pero no significativos (P > 0.05), sin embargo, la prueba de

McDonald-Kreitman fue positiva y significativa (P < 0.001) para ambos marcadores (Tabla 6).
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Figura 3. Cambios genéticos de pvmspls y pvama-1.; en el sureste de México durante 1993-
2011. a. diversidad nucleotidica (7). b. Seleccién natural (valores de dN-dS). c. Desequilibrio de
ligamiento dado por R2. d. Incidencia anual de los casos clinicos confirmados durante el periodo
1993-2013 en la jurisdiccién VIl del estado de Chiapas.

Tabla 6. Pruebas de seleccion natural en pvmsplas, y pvamal.: del sureste de México.

Cambios dentro de las Cambios fijados entre McDonald- Prueba de

poblaciones de P. vivax  dN -dS p especies* Kreitman Fisher
Marcador

S No L No
Sindnimas . Sindnimas . (IF) (p)
sinédnimas sindnimas

pvmsp-1,, 7 38 1.084 0.14 55 69 4.327 0.00032
pvama-1,, 1 14 1.544  0.06 52 23 31.652 0.00001

dN-dS, diferencias entre sustituciones no sinénimas y sinénimas. *Plamodium cynomolgi fue usado
como grupo externo para ambos marcadores (GenBank: pvmspls; AY869723.1 y pvama-1.
X66099.1). IF, indice de fijacion.

Se encontraron 12 eventos minimos de recombinacién (Rm) en el total de las secuencias de
pvmspls, y solo dos en pvamali., y los valores de desequilibrio de ligamiento (DL) fueron de
0.3324 y 0.5032, respectivamente (Tabla 5). Los niveles de DL en pvmspls, mostraron valores

mas bajos que en pvamal.;, pero en ambos marcadores se presenté una tendencia de los
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valores de DL a aumentar con la disminucion en el nimero de casos, siendo mas notorio en
pvamal.. Los valores de DL en pvmspla, fueron de 0.3500 en el periodo 1993-2001 y 0.6555
en el periodo 2010-2011. Mientras que en pvamal,; los valores fueron de 0.4590 en el
periodo 1993-2001 a 0.9462 en el periodo 2010-2011 (Figura 3c).

En la Figura 3d se presentan el nimero de casos confirmados durante 1993-2011 registrados
por la Jurisdiccion Sanitaria VII del estado de Chiapas, México. Dos picos en el nUmero de

casos pueden ser observados, el primero durante 1998-2000 y el segundo durante 2006-2009.

Red de haplotipos para el marcador pvmspla;.

Diecisiete haplotipos fueron interconectados por uno a veinte pasos mutacionales. Cuatro
haplogrupos fueron identificados (hgl-hg4), separado uno del otro por 22 a 52 pasos
mutaciones. Los hgs presentaron diversificacion, cada hg fue representado por uno de los
cuatro haplotipos mas frecuentes (h1, h4, h5 y h9) y varios haplotipos en frecuencias bajas o
raros. Los haplogrupos con mas haplotipos fueron hg2 y h4, con cinco haplotipos cada uno,
mientras que hgl fue conformado por cuantro haplotipos y hg3 por tres. Dentro de cada
haplogrupo los haplotipos fueron interconectados por 1-9 pasos mutacionales. La red también
revelo un bucle dentro del hg3, posiblemente producto de la recombinacién entre los
haplotipos h5, h7 y otros haplotipos no muestreados o extintos (Figura 4a).

La red temporal para pvmspls; nos permitid ubicar las relaciones genealdgicas entre los
haplotipos presentes en distintos periodos. Siete haplotipos fueron detectados en més de un
periodo, el resto fueron haplotipos Unicos; los cuatro haplotipos mas frecuentes (hl, h4, h5y
h9) fueron detectados en los seis periodos (Figura 4b). Otros haplotipos menos frecuentes
fueron detectados en mas de un periodo, el haplotipo h2 que estuvo a dos pasos mutacionales
de h4 fue detectado en los periodos 1993-2001, 2004-2005 y 2006-2007, el haplotipo h10 a
dos pasos mutacionales de h9 fue detectado en los periodos 1993-2001 y 2004-2005,
mientras que el h12 que estuvo a dos pasos mutacionales de hl fue detectado en los periodos
2004-2005 y 2010-2011. EI mayor nimero de haplotipos fue detectado durante los periodos
1993-2001 (n = 10) y 2004-2005 (n = 9) (Figura 4b).
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Figura 4. Red de haplotipos temporal de pvmspls, en el sureste de México. a. Red principal
obtenida con el periodo (1993-2011). b. Red con estructura de seis correspondientes a cada uno
de los seis periodos de tiempo; cada color corresponde a un haplotipo (h1-h17) y el tamafio del
ovalo es proporcional al numero de aislados que comparten el mismo haplotipo, excepto para hl,
h4, h5 y h9 que se presentan a 0.33 % de su tamafio real. Los puntos negros representan
haplotipos no muestreados o extintos; las lineas solidas conectan a los haplotipos; los nUmeros
cerca de cada linea indican el nimero de pasos mutacionales entre haplotipos.

h16 |20

Red de haplotipos para el marcador pvamal,..

La red mostr6é que los 15 haplotipos fueron interconectados por 1-11 pasos mutacionales, y
haplotipos contiguos se separaron de 1-4 pasos mutacionales. Los haplotipos H1 y H8 fueron
los mas frecuentes (42.22 % y 23.55 %, respectivamente) y altamente divergentes, separados

por nueve pasos mutacionales (Figura 5A). El tercer haplotipo mas frecuente, H5 (14.22 %),
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se encontré a dos pasos mutacionales de H1 y a siete pasos de H8. La red también revela dos
bucles, lo que sugiere eventos de recombinacién entre los haplotipos H2, H3, H8 y H11, y
entre los haplotipos H3, H5, H6, H7 y H14 (Figura 5A).

2009 -2011

2006 - 2008

2003 - 2005

2000 - 2002

1997 - 1999

1993 - 1995

Figura 5. Red de haplotipos temporal de pvamal.y en el sureste de México. A. Red principal
obtenida con el periodo (1993-2011). B. Red con estructura de seis correspondientes a cada uno
de los seis periodos de tiempo; cada color corresponde a un haplotipo (H1-H15) y el tamafio del
ovalo es proporcional al nimero de aislados que comparten el mismo haplotipo, excepto para hly
h8 que se presentan a 0.5 % de su tamafo real. Los puntos negros representan haplotipos no
muestreados o extintos; las lineas solidas conectan a los haplotipos; los nimeros cerca de cada
linea indican el nUmero de pasos mutacionales entre haplotipos.

Siete de los 15 haplotipos fueron observados en mas de un periodo de tiempo. El haplotipo

gue se presentd en todos los periodos de tiempo fue H1, por su parte H8 fue detectado desde
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el periodo 1997-1999 al 2009-2011 (Figura 5B). Cinco haplotipos (H2, H4, H5, H7 y H10)
fueron detectados en mas de un periodo de tiempo, pero, presentando apariciones
interrumpidas en el tiempo (presencia/ausencia); por ejemplo, H2 que estuvo a cuatro pasos
mutacionales de H8 fue detectado por primera vez en el periodo 1993-1995 y se mantuvo
hasta el periodo 1997-1999, luego en el periodo 2000-2002 no fue detectado, pero para el
periodo 2003-2005 fue detectado nuevamente y se mantuvo hasta el periodo 2006-2008
(Figura 5B). Este tipo de eventos ocurrid hasta 5 veces para un mismo haplotipo con
diferentes intervalos de tiempo entre detecciones (Figura 5B). El resto de los haplotipos
detectados en un solo se detectaron en un periodo de tiempo dado (Figura 5b). EI mayor

ndmero de haplotipos fue detectado durante los periodos 1997-1999 (n = 8).

Haplotipos definidos por la combinacion de pvmspls y pvamali..

En 177 muestras se obtuvieron secuencias para ambos genes (pvmspls - pvamal.). La
combinacién de ambos genes resolvio 38 haplotipos. Los haplotipos mas frecuentes fueron: A
(19.2 %), D (13.0 %), AC (11.8 %), AA (9.6 %), R (8.5 %), C (7.9 %) y W (5.1 %),
representando el 75.1 % de las muestras. Estos haplotipos frecuentes presentaron a los
haplotipos frecuentes por marcador: pvmsplas; (hl, h4, h5y h9) y de pvamal., (H1, H5 y H8)
(Figura 6).

La presencia de los haplotipos frecuentes varié en el tiempo, el haplotipo D fue el Unico
detectado en los seis periodos, el resto de los haplotipos se detectaron en 2-5 periodos,
ademas, se detectaron fluctuaciones en sus frecuencias. A pesar del bajo numero de
muestras en el periodo 1993-2001 se detectaron 12 haplotipos, seis de ellos exclusivos,
ademas se detectaron cuatro de los haplotipos frecuentes (A, D, R y C), entre ellos el
haplotipo A fue el mas frecuente. En el periodo 2002-2001 el haplotipo A bajo su frecuencia y
el haplotipo R aumento drasticamente su frecuencia, mientras que el haplotipo C la mantuvo,
ademas de que se detectaron los haplotipos AA, W y AC, este Ultimo en frecuencia alta. Para
el periodo 2004-2005 los haplotipos A y C bajaron su frecuencia, mientras que los haplotipos
D y W las aumentaron, el haplotipo AC no presenté cambios. El periodo 2006-2007 fue el que
presento el mayor nimero de haplotipos (18), pero en su mayoria fueron haplotipos exclusivos
(13), en este periodo el haplotipo A no se detectd, los haplotipos D y AC bajaron sus
frecuencias, mientras que el haplotipo AA las aumento drasticamente. Los dos Ultimos
periodos 2008-2009 y 2010-2011 fueron los que presentaron el menor nimero de haplotipos,
seis y cinco, respectivamente; en el periodo 2008-2009 los haplotipos A y D aumentaron sus
frecuencias drasticamente y el haplotipo AA las bajo, aqui se detecté de nuevo al haplotipo W

en un solo parésito, y dos haplotipos exclusivos. Finalmente, en el periodo 2010-2011 solo se
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detectaron los haplotipos A, D, AA y AC en frecuencias diferentes, y un haplotipo exclusivo
(Figura 6).
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Figura 6. Distribucion temporal de los haplotipos definidos por los marcadores pvmspls, - pvamal;.
i en el sureste de México. De 177 secuencias de ADN se encontraron un total de 38 haplotipos
combinados, cada haplotipo esta indicado en un color diferente. Solo los haplotipos con un nimero
2 9 individuos son presentados en la leyenda, estan ordenados de mayor a menor (A, n = 34; D, n
=23; AC,n=21; AA n=17; R, n =15; C, n = 14; W, n = 9), el resto de los haplotipos tuvo un
ndmero de individuos entre 1-4.

Comparacion _de los parasitos del sureste de México con los de otras regiones

geograficas.
Diversidad genética.

La comparacion de las 198 secuencias de pvmspls; del sureste de México con 809
secuencias de distintos sitios geograficos reveld 117 sitios polimérficos. A nivel global se
identificaron 206 haplotipos, de los cuales 102 (47.5 %) fueron universales y 104 (52.5 %)
fueron Unicos, principalmente en paises del sur y sureste de Asia. La diversidad nucleotidica
(1) en el sureste de México fue de 0.0219 + 0.0005, este valor fue muy similar al de Nicaragua
(0.0211 + 0.0009) que esta en fase de control, mas alto que el observado en regiones en fases
de pre-eliminacién y eliminacion como Turquia, Singapur y Corea del sur; y con valor mas bajo
que en regiones en fase de control como Brasil, India-Bangladesh, Sri Lanka, Myanmar,
Tailandia y Camboya (Tabla 7). La diversidad haplotipica (Hd) en el sureste de México fue de
0.802 £ 0.014, solo por arriba de Nicaragua (0.707 = 0.030) y Turquia (0.536 £ 0.077). La
diversidad nucleotidica y haplotipica global fue muy alta (7 = 0.0260 + 0.0001 y Hd = 0.969 +
0.003).
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Tabla 7. Parametros de diversidad genética y recombinacion en el marcador pvmsplas, del sureste

de México.
Ao de Fase al momento
Pais ) H Hd (DE) 1t (DE) DL(R?) Rm
muestreo del muestreo
Control - pre-
SMX 1993 - 2011 L. ., 198 57 17 0.802 +(0.014) 0.0219 £ (0.0005) 0.3030 12
eliminacién
NIC 2012 -2013 Control 92 59 8 0.707 £ (0.030) 0.0211 £ (0.0009) 0.3480 11
BRA 1995y 1997 Control 11 53 8 0.945 + (0.054) 0.0240 * (0.0032) 0.3212 10
TUR 2007 — 2008 Pre-eliminacion 30 26 3 0.536 +(0.077) 0.0073 £ (0.0016) 0.7973 0
1994
IND-BAN Control 40 61 30 0.982 +(0.011) 0.0254 + (0.0006) 0.2375 14
2004 - 2007
SLK 1998 — 2000 Control 106 62 46 0.969 + (0.006) 0.0254 + (0.0005) 0.2733 23
MYA-CHI 2012 Control 28 58 27 0.993 +(0.011) 0.0249 £ (0.0011) 0.2519 13
1991 -1998
TAI Control 206 59 59 0.911 +(0.015) 0.0236 * (0.0004) 0.2809 13
2006 — 2007
CAMB 2006 — 2007 Control 44 56 25 0.931 +(0.024) 0.0239 £ (0.0006) 0.2916 11
Prevencion de
SING 2009 . . 50 87 26 0.890 + (0.032) 0.0200 £ (0.0015) 0.2258 12
reintroduccion
COR 1996 — 2013 Eliminacion 198 47 10 0.872 +(0.006) 0.0172 £ (0.0007) 0.3808 4
TOTAL' 1007 117 206 0.968 + (0.002) 0.0260 * (0.0001) 0.1414 24

Sureste de México (SMX); Nicaragua (NIC); Brasil (BRA); Turquia (TUR); India-Bangladesh (IND-
BANG); Sri Lanka (SLK); Myanmar-China (MYA-CH]I); Tailandia (TAIl); Camboya (CAM); Singapur
(SING); Corea (COR).

1 se sumaron dos secuencias de Vanuatu, GenBanK: AF435632 y AF435634.

Las 225 secuencias de pvamal,, del sureste de México fueron comparadas con 729
secuencias previamente reportadas de Venezuela, Iran, India, Sri Lanka, Tailandia, China,
Corea y Papua Nueva Guinea. La comparacion resolvié 76 sitios polimérficos que definieron
un total de 234 haplotipos (Tabla 8), de los cuales 134 (57.3 %) fueron universales y 100
(42.7%) fueron Unicos, principalmente de Iran, Tailandia y Papua Nueva Guinea. Los valores
de diversidad nucleotidica (rr) variaron entre 0.0046 + 0.0002 para Venezuela y 0.0103 +
0.0009 para Sri Lanka. El sureste de México tuvo un valor de 0.0067 = 0.0002, superior a los
que presentd Venezuela y Corea, regiones en fase de control y eliminacidn, respectivamente,
(Tabla 8). Venezuela, Iran, Sri Lanka, India, Tailandia, China y Papla Nueva Guinea
presentaron valores de diversidad haplotipica (Hd) por arriba de 0.9, Corea presentd un valor
muy cercano (0.876 £ 0.022) y el sureste de México presentd un valor muy por debajo de 0.9

(0.734 + 0.021). En general Venezuela, Corea y el sureste de México, regiones de baja
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transmision, presentan la diversidad genética mas baja. Por su parte Iran, India, Sri Lanka y
Tailandia presentan la diversidad genética mas alta. La diversidad nucleotidica y haplotipica
global fue alta (77 = 0.0088 + 0.0001 y Hd = 0.975 + 0.002) (Tabla 8).

Tabla 8. Parametros de diversidad genética y recombinacién en el marcador pvamal,.; del sureste

de México.
; Afio de Fase al momento
Pais N ) H Hd (DE) rt (DE) DL(R?) Rm
muestreo del muestreo
Control - pre-
SMX 1993 - 2011 L. L, 225 15 14 0.740 % (0.020) 0.0067 £ (0.0002) 0.2167 2
eliminacién
VNZ 1996 — 1997 Control 73 11 15 0.904 £(0.015) 0.0046 *(0.0002) 0.2077 3
IRAN 2009 - 2010 Pre-eliminacion 101 37 63 0.986+(0.004) 0.0095 +(0.0003) 0.1142 9
INDIA 2007 Control 60 28 42 0.983+(0.007) 0.0092 £(0.0004) 0.1271 6
SLK 2006 Pre-eliminacién 23 22 15 0.949£(0.028) 0.0103 +(0.0009) 0.2621 5
TAI 1996 y 2007 Control 231 31 87 0.927+(0.012) 0.0101 +(0.0003) 0.1345 8
CHI 2011 -2012 Control 73 24 32 0.922+(0.022) 0.0084 +(0.0005) 0.1134 6
COR 2009 - 2011 Eliminacion 66 26 16 0.876 £ (0.022) 0.0048 £ (0.0004) 0.1521 1
PNG 2012 Control 102 22 51 0.976 +(0.005) 0.0074 +(0.0003) 0.1398 4
TOTAL 954 76 234 0.975+(0.002) 0.0088 +(0.0001) 0.0192 13

Sureste de México (SMX); Venezuela (VZN); Sri Lanka (SLK); Tailandia (TAl); China (CHI); Corea
(COR); Papua Nueva Guinea (PNG).

Recombinacion.

En general, para pvmspls: los niveles de desequilibrio de ligamiento (DL) en diferentes
regiones geograficas fueron bajos, variaron entre 0.2258-0.7973, el valor mas bajo se
presentd en Singapur, que esta en fase de eliminacién, y el mas alto en Turquia, region en
pre-eliminacion, el valor de DL para el sureste de México fue de 0.3324. Las regiones de
América (todas en fase de control) presentaron los valores mas altos de DL después de
Turquia (Tabla 7). EI nimero minimo de recombinacién (Rm) varié entre 0-23, la mayoria de
las regiones analizadas presentaron = 10 Rm, excepto Turquia y Corea del sur, paises en fase
de pre-eliminacion y eliminacion, respectivamente (Tabla 7).

En pvamal,.; los niveles de DL en diferentes regiones geograficas fueron bajos, variaron entre
0.1134-0.2621, el valor méas bajo se presentd en China, que esta en fase de control, y el mas
alto en Sri Lanka, regién en fase de pre-eliminacién, el valor de DL para el sureste de México

fue de 0.2167 (Tabla 8), mucho mas bajos que en pvmspls, (Tabla 7). El nimero minimo de
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recombinacién (Rm) varié entre 1-9, el sureste de México, Venezuela, Papla Nueva Guinea y

Corea presentaron <5 Rm (Tabla 8).

Seleccién natural.

Se realizaron las pruebas de seleccion de dN-dS y la prueba de McDonald-Kreitman (MK),

ambas pruebas resultaron positivas para todas las regiones analizadas para pvmsplas, la

prueba de dN-dS no fue significativa para algunas de las regiones, incluyendo el sureste de

México, pero la prueba MK resultd altamente significativa para todas las regiones (Tabla 9).

Tabla 9. Estimacion de la seleccién natural en pvmsplaa.

Cambios dentro de las Cambios fijados entre McDonald-
. . Prueba 1 . Prueba de
poblaciones de P. vivax especies Kreitman <h
dN - ds dez Fisher
Pais No No
Sinénimas L. p Sinénimas L. IF p
sinénimas sindnimas

SMX 7 38 1.044 0.15 53 63 4.567 0.00047**
NIC 8 45 0.836 0.20 53 64 4.658 0.00012**
BRA 5 40 1.018 0.15 53 63 6.730 0.00002**
TUR 4 22 0.247 0.40 55 74 4.088 0.00841**
IND-BANG 8 45 1.952 0.03* 53 63 4.732 0.00020**
SLK 9 47 1.501 0.07 53 63 4.393 0.00016**
MYA 7 43 2.086 0.02* 53 63 5.168 0.00008**
TAI 8 45 2.632 0.01* 53 63 4.732 0.00020**
CAMB 7 42 2.210 0.01* 53 63 5.048 0.00009**
SING 13 65 2.638 0.01* 53 64 4.141 0.00003**
CHI 7 43 2.387 0.01* 53 63 5.168 0.00008**
COR 3 47 4.153 0.00* 55 64 13.464 0.00000**
Total 23 86 1.912 0.03* 53 62 3.196 0.00008**

Sureste de México (SMX); Nicaragua (NIC); Brasil (BRA); Turquia (TUR); India-Bangladesh (IND-

BANG); Sri Lanka (SLK); Myanmar (MYA); Tailandia (TAI); Camboya (CAM); Singapur (SING);

China (CHI); Corea (COR). IF, indice de fijacion.
! Plamodium cynomolgi fue usado como grupo externo para ambos marcadores (GenBank:
AY869723.1). Valores de significancia para la prueba de dN-dS * p < 0.05. Valores de significancia

para la prueba de McDonald and Kreitman ** p <0.01.
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Las pruebas de seleccion de dN-dS y la prueba de McDonald-Kreitman (MK) para pvamal,.
resultaron positivas en la mayoria de las regiones analizadas, excepto en Tailandia, China y
Corea (Tabla 10). La prueba de dN-dS no fue significativa para algunas de las regiones,
incluyendo el sureste de México, mientras que la prueba MK resulté altamente significativa

para todas las regiones analizadas (Tabla 10).

Tabla 10. Estimacion de la seleccién natural en pvamal,..

Cambios dentro de las dN-dS Prueba Cambios fijados entre McDonald-  Prueba de

poblaciones de P. vivax deZz especies ! Kreitman Fisher
Pais

Sindnimas No P Sindnimas No IF P

sinénimas sindnimas

SMX 1 14 1.544 0.06 52 23 31.652 0.00001%**
VNZ 2 9 0.821 0.41 54 28 8.679 0.00591**
IRAN 4 24 0.844 0.40 51 24 12.750 0.00000**
INDIA 7 23 1.012 0.31 53 24 7.253 0.00002**
SLK 2 21 2.154 0.03 53 24 23.188 0.00000**
TAI 7 19 -0.071 0.94 50 21 8.333 0.00002**
CHI 5 21 -0.349 1.00 53 23 9.678 0.00001**
COR 10 16 -0.425 0.67 51 25 3.264 0.01934**
PNG 4 15 1.725 0.09 51 24 12.750 0.00001**
Total 20 46 0.650 0.03 45 20 5.063 0.00001**

Sureste de México (SMX); Venezuela (VNZ); Sri Lanka (SLK); Tailandia (TAl); China (CHI); Corea
(COR); Paptia Nueva Guinea (PNG). IF, indice de fijacion.

! Plamodium cynomolgi fue usado como grupo externo para ambos marcadores (GenBank:
X66099). Valores de significancia para la prueba de dN-dS * p < 0.05. Valores de significancia
para la prueba de McDonald and Kreitman ** p <0.01.

Distribucion geografica de los haplotipos pvmspls y pvamali.

Para los andlisis de splitstree de los marcadores pvmspls, y pvamal., el total de haplotipos
obtenidos de diferentes sitios geograficos fueron asignados por regiones, segln su
localizacién geografica: sureste de México (SMX), Centroamérica, Suramérica, Medio Oriente,
Sur de Asia, Sureste de Asia, Este de Asia, y Oceania.

El andlisis para el marcador pvmspls,; revel6 que los 206 haplotipos formaron cuatro

agrupaciones (Figura 7). De los 17 haplotipos del sureste de México, once fueron exclusivos

~ 46 ~



del sureste de México (SMXh3, h5, h6, h7, h8, h9, hll, hl12, h14, hl5 y hl6) y seis se
compartieron con diferentes regiones (SMXh1, h2, h4, h10, h13 y h17). Los haplotipos SMXh1,
SMXh10 y SMXh13 fueron compartidos con Centroamérica, SMXh2 con el sureste de Asia,
SMXh4 con Suramérica, Medio Oriente y el Este de Asia, y SMXh17 con el Este de Asia. Se
detectaron nueve haplotipos frecuentes (n > 25) (Figura 7), entre ellos seis haplotipos
detectados en el sureste de México (SMXh1, h4, h5, h9, h13 y h17), un haplotipo compartido
entre el sur y este de Asia (h77), y dos exclusivos del sureste de Asia (h106 y h142).
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Figura 7. Splitstree para pvmspls, construida por el método neighbour-net. Cuatro agrupaciones
fueron detectadas: I, II, Il y IV. Los circulos del mismo color indican haplotipos de la misma region.
Los haplotipos mas frecuentes (= 29) son sefialados. P. cynomolgi fue usado como grupo externo.
La escala indica la sustitucién nucleotidica por sitio. Centroamérica (Nicaragua), Suramérica
(Brasil), Medio Oriente (Turquia), Sur de Asia (India-Bangladesh y Sri Lanka), Sureste de Asia
(Myanmar-China, Tailandia, Camboya y Singapur), Este de Asia (Corea del Sur), y Oceania
(Vanuatu). “Compartidos” indica haplotipos compartidos entre diferentes regiones.
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Para el marcador pvamal;, doscientos treinta y cuatro haplotipos formaron dos grandes
agrupaciones (Figura 8). Siete haplotipos exclusivos del sureste de México fueron detectados
(SMXh1, h4, h6, h7, h8, h9 y h14) y siete haplotipos compartidos con diferentes regiones
(SMXh2, h3, h5, h10, hll, h12 y h13) (Figura 8). El haplotipo SMXh2 fue compartido con
Suramérica y Medio Oriente, SMXh3 con Suramérica, Medio Oriente, sur, sureste y este de
Asia, SMXh5 con Suramérica, SMXh10 con Medio Oriente y sur de Asia, SMXh11l con Medio
Oriente, sur y este de Asia, SMXh12 con Medio Oriente, sur, sureste y este de Asia, y
SMXh13 con Suramérica y sur de Asia. Se encontraron siete haplotipos frecuentes (n > 29):
cuatro en sureste de México (SMXh1, h3, h5 y h8), uno exclusivo del este de Asia (h208) y

dos compartidos entre el sur y sureste de Asia (h93 y h152).
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Figura 8. Splitstree para pvamal,, construida por el método neighbour-net. Cuatro agrupaciones
fueron detectadas: I, Il, Il y IV. Los circulos del mismo color indican haplotipos de la misma region.
Los haplotipos mas frecuentes (= 29) son indicados. P. cynomolgi fue usado como grupo externo.
La escala indica la sustitucidn nucleotidica por sitio. Suramérica (Venezuela), Medio Oriente (Iran),
Sur de Asia (India y Sri Lanka), Sureste de Asia (Tailandia), Este de Asia (Corea del Sur y China), y
Oceania (Papua Nueva Guinea). “Compartidos” indica haplotipos compartidos entre diferentes
regiones.
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En ambos casos, se observd la formacion de redes complejas, indicando eventos de
recombinacién, siendo mayor en pvmspls. Ademas, no se observo estructuraciéon entre las
diferentes regiones analizadas, los haplotipos resultantes por regidén geografica se encuentran
distribuidos entre las diferentes agrupaciones. P. cynomolgi fue utilizado como grupo externo,
en la red de pvamal.; se enraiza a la agrupacion |, mientras que en la red de pvmspls se
enraiza entre las agrupaciones | y Il (Figura 7 y 8).

Un analisis filogenético para ambos marcadores confirmd la presencia de las agrupaciones
identificadas en el andlisis de splitstree. En pvmspl4, se confirmé la presencia de las cuatro
agrupaciones con probabilidades posteriores = 0.98, ademas se observé que la agrupacion IV
diverge de la agrupacion lll. En pvamal.; se observé la presencia de las dos agrupaciones

con probabilidades posteriores de uno, la agrupacion |l diverge de la agrupacion | (Figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético de pvmspls, y pvamal... Los nimeros indican la probabilidad posterior
que soporta a cada nodo, solo los nodos principales con probabilidad = 0.98 fueron marcados. Las
agrupaciones |, Il, Il 'y IV en pvmspls, corresponden a los de la figura 7, mientras que las
agrupaciones | y Il en pvamal,. corresponden a los de la figura 8. P. cynomolgi fue utilizado como
grupo externo. Las escalas indican la sustitucién de nucleétidos por sitio.
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Discusion.

Estudios temporales de la diversidad genética de P. vivax en regiones endémicas son de gran
utilidad para describir su dindmica de transmisién y aportar informacién para el disefio de
vacunas Yy la vigilancia epidemiolégica molecular. En el presente estudio investigamos la
diversidad genética de P. vivax en la jurisdiccion VIl del estado de Chiapas, México (sureste
de México) durante 19 afios de transmision (1993-2011) utilizando el fragmento de 42KDa del
gen mspl y los dominios | y Il del gen amal de P. vivax. Encontramos que la diversidad
genética de ambos marcadores en el sureste de México fue alta (pvmsplsz > pvamaliy).
Dicha diversidad se ha mantenido sin cambios durante 1993-2011 como resultado de la
persistencia de haplotipos frecuentes, que probablemente han sido resultado de una seleccion
natural balanceadora. Ademds, el aumento del desequilibrio de ligamiento (DL) y la
disminucion del numero de infecciones con multiples genotipos (IGMs) indican una transmision
de tipo clonal en donde la recombinacién ocurre entre genotipos muy parecidos.

Las campafas de control efectivas en algunas regiones de Tailandia y Turquia han ayudado a
la reduccién en el nUmero de casos de paludismo y con ello reduccién en la diversidad
genética (Jongwutiwes et al., 2010; Zeyrek et al., 2010). En el foco de transmision del sureste
de México se ha presentado una tendencia a disminuir el nimero de casos de paludismo
durante el periodo de 1993-2011, resultado de los programas de control del vector, deteccién
activa de casos, administracion de farmacos antipallidicos, experiencia acumulada en el
mejoramiento de los programas regionales y la participacion comunitaria organizada
(Rodriguez-L6pez et al., 1994; Rodriguez et al., 2003; Betanzos-Reyes, 2011). En un andlisis
previo con microsatélites en esta region se observé que el decremento del nimero de casos
fue acompafado con un decremento ligero de la heterocigosidad durante 1998-2007, pero fue
menos evidente en los Ultimos afios (Gonzalez-Cerdn et al., 2013). En el presente trabajo no
se detecté reduccion en la diversidad genética en pvmspls, y pvamal.;. Este fendmeno
puede ser explicado por la presencia de haplotipos muy frecuentes y persistentes, los
haplotipos hl, h4, h5 y h9 para pvmsplaz y los haplotipos H1, H5 y H8 para pvamal.., dichos
haplotipos representaron el 80 y 85 % de la poblacién, respectivamente.

Un problema en la eliminacién de P. vivax son las recaidas intermitentes. En regiones
tropicales con transmision persistente las recaidas pueden ocurrir después de semanas,
mientras que en zonas templadas con transmision estacional pueden ocurrir en meses o afios
(White, 2011). Las recaidas incrementan la probabilidad de que un paciente pueda resguardar
parasitos genéticamente diferentes de manera simultanea, los cuales pueden ser liberados al
torrente sanguineo e incrementar la probabilidad de recombinacién del parasito en el vector
(Soontarawirat et al., 2017). En un grupo de pacientes con recaidas del sureste de México se

reportd < 10 % de infecciones con genotipos multiples (IGMs) (Gonzalez-Ceron et al., 2013).
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En el presente estudio, detectamos que el 11.1 y 8.7 % de las muestras fueron IGMs en
pvmspls, y pvamalyy, respectivamente. El mayor nimero de IGMs en pvmsplas: y pvamaly
fue detectado en el periodo 1993-2001, en este periodo la transmision de P. vivax también fue
mayor, lo que en teoria pudo haber aumentado la probabilidad de ser infectado con mas de un
genotipo del parésito. El numero de IGMs para ambos marcadores bajo drasticamente en los
afios siguientes, 2002-2011. Esta observacion podria explicar el aumento temporal de los
valores de desequilibrio de ligamiento (DL) durante los afios 2000'’s.

La seleccién balanceadora mantiene mdltiples alelos que persisten en las poblaciones a lo
largo del tiempo, los alelos seleccionados al acumular mutaciones pueden generar variantes
alélicas que fluctian por deriva génica (Charlesworth et al., 2006). Se ha reportado que genes
que codifican antigenos en Plasmodium estan bajo seleccion natural balanceadora como
resultado de la presion selectiva del sistema inmune del hospedero (Weedall y Conway, 2010;
Barry y Arnott, 2014). Los resultados de las pruebas de dN-dS y McDonald-Kreitman sugieren
que pvmsplss de parasitos del sureste de México estd bajo seleccion balanceadora,
resultados similares han sido reportados en Sri Lanka (Dias et al., 2011), India (Thakur et al.,
2008), Turquia (Zeyrek et al., 2010), Corea (Kang et al., 2012), Camboya (Parobek et al.,
2014) y China (Zhou et al., 2017). En pvamal,, detectamos seleccién balanceadora en todo el
fragmento analizado, otros trabajos también la han detectado, principalmente en el dominio |
de muestras de Venezuela (Ord et al., 2008), Tailandia (Putaporntip et al., 2009), Papula
Nueva Guinea (Arnott et al., 2013), Irdn (Zakeri et al., 2013) y Myanmar-China (Moon et al.,
2010; Zhu et al., 2016).

Estudios inmuno-epidemiolégicos han demostrado respuesta inmune adquirida en contra del
fragmento de 33 kDa (Wickramarachchi et al., 2007) y 19 kDa (Barbedo et al., 2007; Wipasa et
al., 2010; Xia et al., 2015; Cassiano et al., 2016) de PvMSP1; y en contra del ectodominio de
PvVAMAL (Wickramarachchi et al., 2006; Mdufalo et al., 2008; Seth et al., 2010; Bueno et al.,
2011; Salavatifar et al, 2015). Un estudio reciente determindé que la vida media de esta
respuesta inmune en P. vivax es menor a los seis meses en regiones de baja transmisién
como Brasil y Tailandia, sin reinfecciones o recaidas, después de ese tiempo la inmunidad
pasa a ser deficiente (Longley et al., 2017).

En el presente trabajo detectamos alternancia de los haplotipos frecuentes de pvmspls, y
pvamaly, y de los ocho haplotipos frecuentes resultado de la combinacién de ambos
marcadores (pvmspls; - pvamaly) en el sureste de México. Esta alternancia puede ser
resultado de la respuesta al sistema inmune del hospedero, durante una infeccion la respuesta
inmune se genera en contra de antigenos especificos de los parasitos inoculados, esta

respuesta protegera al hospedero en contra de nuevas infecciones con parasitos que lleven
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variantes antigénicas muy parecidas, generando fluctuaciones temporales en la prevalencia de
variantes antigénicas dentro de las poblaciones del parasito (Yuan et al., 2013).

Por otra parte, la prevalencia de los haplotipos frecuentes sugiere una transmision de tipo
clonal, el sureste de México es una regién con transmision baja, poca probabilidad de que un
paciente reciba mas de un piquete de mosquito al afio y donde las recaidas, en su mayoria,
son causadas por genotipos homdlogos a la infeccién primaria (Gonzalez-Ceron et al., 2013).
La circulacion de genotipos frecuentes en una regiébn de baja transmision con las
caracteristicas del sureste de Mexico podria reducir la generacién de nuevas variantes alélicas
por recombinacion en el vector, ademas, la susceptibilidad del parasito por las diferentes
especies del vector en la region genera el aislamiento geogréfico del parasito (Joy et al., 2008;
Gonzalez-Cerodn et al., 2010) reduciendo la probabilidad de recombinacién entre haplotipos, si
hay recombinacién, esta ocurre entre genotipos muy similares o idénticos.

Pocos estudios han investigado la especificidad inmunolédgica en contra diferente variantes
alélicas de antigenos del merozoito. Dias et al., (2011) analizando variantes alélicas del
Dominio Il de PvAMAL encontraron una prevalencia de anticuerpos alelo especificos que vario
de 0-100 % respecto a la proteina recombinante PV66/AMA-1, solo 5 de las 24 variantes
obtuvieron arriba del 80-100% de prevalencia de anticuerpos en aislados clinicos de Sri
Lanka. Por el contrario, Salavatifar et al., (2015) con el ectodominio completo de PvAMA1 no
demostré diferencias significativas en la generaciéon de anticuerpos entre dos variantes
alélicas detectadas en aislados de Iran. Estos resultados sugieren que la variacién alélica de
un antigeno en respuesta a la inmunidad adquirida también debe de ser estudiada para el
disefio de vacunas efectivas.

Observamos diversificacion de los haplotipos mas divergentes que generaron variantes que
fluctuaron en el tiempo y en frecuencias bajas. Este resultado fue mas evidente en pvmsplaa,
por ejemplo, el haplotipo h3 que es una variante del haplotipo h4 fue detectado en los
periodos 1993 -2001, 2004-2005 y 2006-2007, mientras que los haplotipos h14 y h16 solo se
detectaron en el periodo 2006-2007. Ademas, la acumulacién de pasos mutacionales entre
haplotipos permitié identificar cuatro haplogrupos separados por al menos 17 pasos
mutacionales, cada haplogrupo representado por un haplotipo frecuente y sus variantes. En el
caso del marcador pvamali.y no fue tan evidente la formacién de haplogrupos, pero la
acumulacién temporal de pasos mutacionales entre haplotipos sugiere la presencia de dos
haplotipos altamente divergentes (H1 y H9). La subdivisiéon de la poblacién sugiere seleccion
diversificadora, la explicacion es que la fijacién o eliminacién del polimorfismo bajo seleccion
balanceadora puede tomar varias generaciones, tiempo en el cual las regiones aledafias al
sitio seleccionado pueden acumularar mutaciones y ser mantenidas por Hitch-hiking, como

consecuencia la diferenciacion entre las subpoblaciones aumenta con el tiempo (Schierup et
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al., 2000; Charlesworth, 2006). Hitch-hiking se ha detectado en genes de resistencia a
farmacos (dhfr y mrd1) de Plasmodium falciparum (Lumb et al., 2009; Vinayak et al., 2010).
Con respecto a otras regiones geogréficas, pvmspls; y pvamal,., del sureste de México
presentaron una diversidad genética (1) moderada, mas alta que algunas regiones en fase de
control, pre-eliminacion y eliminacion. Contrario al sureste de México donde el nimero de
casos ha disminuido desde los afios 1990’s y hasta la actualidad, en Corea del sur hubo una
reintroduccion de P. vivax en los afios 1990°s y la generacion de parasitos recombinantes
detectada a partir del afio 2001 ha provocado que su diversidad genética vaya en aumento
(Kang et al., 2012), no obstante los programas de control efectivos han controlado el numero
de casos y actualmente se considera una region en fase de eliminacién (OMS, 2017).

A nivel global, cuatro y dos grupos divergentes en pvmspls; y pvamal., respectivamente
fueron detectados. En ninguno de los marcadores se distinguieron agrupaciones geograficas.
El nimero de eventos minimos de recombinacion y la red splitstree sugiere alta recombinacion
en ambos marcadores, siendo pvmspls, > pvamali.. El enramado detectado en el splitstree
sugiere recombinacion entre parasitos de diferentes regiones. Por otra parte, la presencia de
pequefias agrupaciones de parasitos en el sureste y este de Asia y el Medio Oriente indican
recombinacién entre individuos de la misma region. La recombinacién detectada en el sureste
de México podria ser por eventos antiguos entre diferentes linajes, posiblemente provenientes
del sureste de Asia y el Medio Oriente (Gonzalez-Cer6n et al., 2010; Gonzalez-Ceron et al.,
2013; Cerritos et al., 2014), seguida de una diversificacion y expansion local. Este supuesto es
apoyado por resultados previos con los bloques icb5-6 de pvmspl que sugieren procesos de
recombinacion entre linajes geneal6gicamente separados y una posterior divergencia y

expansioén poblacional en el sureste de México (Cerritos et al., 2014).

Conclusiones.

Los indices de diversidad genética pueden ser indicativos de la adaptacién y adecuaciéon de

las poblaciones de Plasmodium como respuesta al sistema inmune del hospedero y/o a las

intervenciones de control, como resistencia a farmacos. Asi, el estudio de los cambios

genéticos en el tiempo puede ayudar a identificar las fluctuaciones y relacion genética de los

haplotipos que han persistido en una regiéon endémica de P. vivax.

Del presente trabajo concluimos que en el sureste de México:

» La poblacién de P. vivax presenta haplotipos frecuentes y divergentes: cuatro de
pvmspls, y dos de pvamali..

» La diversidad genética en los marcadores pvmspls; y pvamal.; es moderada y se ha

mantenido en el tiempo por la prevalencia de haplotipos altamente frecuentes.
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» La disminucion de la transmision del paludismo fue acompafiada por la disminucion en el

ndmero de infecciones con genotipo multiple e incremento en el desequilibrio de
ligamiento en pvmspls, y pvamali..

P. vivax presentd una transmision de tipo clonal durante 1993-2011, en donde la
recombinacion ocurre, pero es dificil de detectarla entre genotipos muy cercanos o
idénticos.

Las pruebas de seleccion natural, subdivision poblacional y la presencia de cuatro y dos
alelos frecuentes en pvmspls y pvamal., respectivamente, indican que ambos

marcadores estan bajo seleccion natural balanceadora.
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Abstract

Background: Mexico sdvancad o Lhe pre-sliminztion phass i 20029 dus w a sgniflicent reduction in malarie ceses,
2no since 2000, Flasmodium vivax iz the only spedies transmitled. Suing the l2st bwa cecaces, malaia ransmission
has= been mosily local and Bolated 1o I regions [0S impernant 16ogain arbeninsights nie the impeace of
contral measures on the peresite population siructure | lznce, the aim a’ the currert study weas 1o determine
detailed changes in P wiaax genetic diversity ana popualation structure based an analysing the gene that sncodes
the apical mermbrans antigen | (pvamal]. This anzlyzis coversd lrom conual o pre-elimination (1993-2017) ina
hypor-endemic region In southem Mexico.

Results: The 275 peamea iy socuenses prosently anabyscd were graaped inmo sie penods of three years cachs They
shiwved low genetic dlversity, with 15 heplolypes resolved, Among the DMA sequences, there was < gradusl
decrease in gonetic diversity, the aumbior of miked genotype infections and e inmonsity oF posifive sslection, in
sgreemient with the perellel dacling inomalzria cases. AL the sarme tme, linkege disequilibium R increased. The
threo-dimensional haolotype notweork reveslea that peamal e hapletypes wore scparated by 7 11 muotational stops,
znn between ane =nather by 0-3 unsampled baplorypes. [n the remporzl network, seven baplonpess were
detected In at loast teo of the six-time layers, and only four cisting heplotyoes wore evicenced (n the pre-
alimination phase. Structure arahysis indicares that three subpopulations ductoated over time, Dnly 8.5% of the
samplcs bad mixeg zncestry, In the pre-climinaton phase, subpopulation P1 was drasticlly reducod, ang the
addrrixture was absont

Conclusians: The results suggest that 2 vivax i sautherm Mexico cvalves bases on local adaptation into three
"preudocionzl” subpopulations that diversified at the regional level anc parsistac over time, although with varyving
frequency. Contrel measures and climatre ovents influenced the rumber of malariz cases and the geretic structure.,
The sharp decrezse in parzsite diversity ano athz elaled genstic parameters during the pre-sliminetion phazs
suggests that melana clirminztion is possiole in the noar future, Those resubs are useful for cpidemiologicel
surveillance.
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Background

Pleesimiodinn vvex s e most prevalent malacla species
in Latm Amenrnca, the Middle East, South and Sontheast
Asia, Oeania and The Horn of Africa [1]. In rhese re-
gions, more than 2.5 billion people are at nsk [1], and
approxmately 138 mullion cases were reported m 2014
[2]. During the 2000-2014 period in Latin America,
malaria cases gradually diminished from 1.2 million to
390,000 cases, represenling o V4% decline, n'"[f!_’)t'll'illi-lj

Farsgoay amd Costa Rica aee o 1he el
while Belize, Diominican Republic, Ecuador, El Salvador
and Mexiwco are in the pre-elimmation phase |2

In Mexico, the annual number of malaria cases Quctuated
between 20000 and 130,000 i the 1980s. Since the late
a90's, e improvement ol strategics and clorls by Uw
malaria naticnal control program has driven 8 continmons
tdeciease in malaria incidence, wilth only P ovisex cansing
cases of autochthonous tronsmission. The Pacific coast 1s
the locabion of almost all tronsmission, manly near the

minalion phase,

boundarics bebween Mexico and (Guatemala as well as be-
tween the states of Chihuahua, Sinaloa and Sonora, as well
as Dhranpgo amd Magardl, Too the oomer oase, along The
Muesican side ol the bordoer s the Siate of lf-.11i:-|ln-|.'.', anel
transmussion oecurs at the pacific side and in the Lacandon
rainforest |5, 4.

Plasemodium wvax 1s haploid in the human host [5],
which facilitates the haplotype assembly when analysing
Liunan blood stages. I Las been found thal tds specics
is indecd genetically diverse worldwide [6, 77 and Ul
the haplolype Tregquency can be modilied by evolutionary
forces such as nodalion, natural selection, |11il_=_|':+lin|| arnd
genetic drift [8-10]. The understanding of how these
forces mduce P vivax population: to differentiate and
expand in time and space [11] are relevant for epidemio
logical surveillonce and essential for the design and evalu
alion ol condrol o ad climination slralegies. "T'o .l.'llul'_t- 1
penetic diversity of Powvax, different molecnlar markers
have heen used, including mirrosarellites |7, 12=15],
mitochondrial genes [16-18] and genes encoding antigenic
maolecules [19-22]. Many blood stage antigens especially
those volved in bomwne evasion are higlly polymorphic
they cvolve more rapidly than neutral markers and allow
|1iu|1 resalulion of rearasile Il:ill][ﬂ:yl]l'ﬁ | 23]

The apical membrane antigen T {emad] pene s lo-
cated on chromoscome 9 and encodes an integral
membrane protein type 1, considersed as a strong
vaccine candidate (AMALL Lhis antigen has an ecto
domain that plays a2 key role in the reorientation of
the merveoite during the nvasion of red blood cells
[24, 25]. The coodooain comprises three domains:
domain 1, M and domain I [26, 27 In
domain T ol Poowfvax, most stodied, I1ii_';|lr'l TRy -
nonymous than synonymoons nucleotide changes have
been detected in 1solates from distinet regions such

domain
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ax Asin |28=31], Oreania |22
and Lalin America [33].

The P viwzx population 18 genetically unicue in sonthern
Mexicn. By using microsatellite markers, three subponpula-
tions related to mosquito specificity and geographical distri-
button were wdenttfied [12] Accordingly, the oclanete
Pvs25-28 polymorphism was associated with vector com-
patibility [24]. Lhe ich5-0 blocks of pvrspd rovealed new

|1:,'T|rid Iilll}lL‘li!H that diversilied, |um-:.'~1'i"1'|y hecanse ol weeom-

the Middle Fast [32]

2

Bination hetween divergent haplobypes fram Sooth Anerica
and Asia [35] In additional, the analysis of Pramalf,; moa
himited number of samples from 2006-2007, exposed that
this zene fragment had moderate genetic diversity and was
tound under balancing selection [36].

Population amd cevolulionary genclics provide koaow-
ledpe abhnur how selective forces are networking in any
species. This knowledge is useful for evaluating (e me-
pact of control and elimination measures on the popula
tion structure of vector parasites. Hence, the aim of the
current longitudinal study was to investigate changes in
£ vivax diversity and population structure over 19 vears,
basedd o mnalysic ol geaisedy g in0 samples mken in
sothern Mesico, The '-:Il.tfy wan froem 1993 10 2011, a
period comprising control and pre-elimination phases.

Methods

Flasmodium vivax samples

A lolal of 288 swnples (1053 ol whele Dlood and 183 ol
blood smearcd on lller paper) had been previously
olbiained  Trom symplomatic patienis, for abool Dwo-
e adde I}L'li(l(: since 1993 [37=39]. The P, wivax :[i;—lurlu—
sig was carried out at the laboratory fachity of the
Regional Center for Research in Public Health (CRISDP-
1N5F). Patients lived in Jurisdiction VIL of the State of
Chiapas in  Mexico, which comprises an area of
AR4407 kim® ol fropical and lemplate regions, witle the
altitnde ranming from sea level to foothills np to L0000 m
above sea level The number of P wivex samples ana-
lvzed per year were as follows: 1993, p= 12, 1991, n = 2
1995, =48, 19906, n=1; 199/, n =18, 1998, #=18;
1994, 21; 2000, v=17; 2001, £n=11; 2002, u=19;
2003, 2004, p=20; 2005, =211, 2008, » =22;
2000, =200 2010, g=17; and 2001, »=13. DNA ox-
with the QlAzmp ® DNA
EBlood Mini Kit (Qiagen, Redwood City, CA, L'SA),
following the manufacturert mstructions.

Praction  was carciesd ool

Fvamal,y amplification and sequencing

A DINA agmenl comprising  domains 1 amd DI
(pvedrna Ly ) was amplificd. Uhe reaction mixlure con-
sisterd of & pl of 1= reaction buffer (600 mM
Tris-504 a1 l]H B9 and 180 M (WH .50, 2 '|i| ol
Me30y (2 mM), 1 pl of dNTP: (0.2 mM), L3 pl of
each primer at 36 pM (PvPvamall 5°-TCC AGC
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IGE AANG ANG TCC 1G-3 7 and PvamalR 5 -CCG
CoC TTT TOT CTA CAC AG-37), 02 |l| enFyme
Platinwn®  TagDNA - Polyinerase High  Fidelity
Invitrogen™ {1 U per reaction], and 2—1 pl of DMA.
The final wvalime was adjusted to 50 pl. The PCR
conditions were as tollows: the first cycle at 95 °C for
5 min, followed by 35 cycles at 95 “C for 60 s, one
cyele al 61 "C for 60 s, anothicr al 72 °C for 75 s,
and a final eycle at 72 °C for 10 min The reactions
were performed in a Thermal Cycler 2720 rhermocy-
cler {Applicd Blosvstams®, CA, USAL The samples
that produced hitle or no vishle PCR product were
re-amplified with a nested POR by using primers
Pvamall and Pvamall2 57 -CGC AGG GAC A7
TGA TAC TCT CC-3" and 12 pl of PCR product
from the first PCR reaction.

The
E'](-'t:h‘ﬁphnrf"%iﬁ with agarnse l;FIH- at 1%. For visunalisation,
02 wgiul ethidivm bromide was added, and they were
observed in an ultravielet light chamber. The PCR prod
ucls of approximately 1,100 bp were purilied wsing Lhe
MMinElute® PCR Puwrilication Kit (Qiagen, Redwood Cily,

CA, USA}L accarding to the manufacturer's instructions.

PCR-amplified  products  were  separated by

The purificd DNA swimples were scyuenced on an ABL
3730kl DNA Analyzer {LThermotisher, Waltham, MA,
LISA) in the High-Performance Center in Genamics
(heattle, WA, LISA)

The electropherograms of 21 samples showed double
praks, suggesting mived genotvpe infvclons. Therelore,
DA fragments obtained from the first PCR were cloned
by usinp the TOPO TA Cloning Kit with pCR® 21 -TOPO
(Ioviwogen, Carlsbad, CAL USA). For cach isolale, tdwee Lo
five different clones were sequenced.

The nuclentide sequences were revised by nsing the
Biobdit wversion 509 Sequencing Alignment Editor
Copyright & program and ahpned wath Clustal W[4, nfi-
lizing the sequence of strain Sal Tas a reference. The con-
sensus sequences were deposited in the GenBank database
{Accession mambers: BY 2R T4 ).

Genetic analyses

The population genelic analysis was perlormed o all
satnples (= 213) and for subgroups (detined Ly Wme pe-
rindsk TInaSP vh | was vsed fo determine the numher of
polvinor plisims (5), haplotypes (), and synonvimouws (@dS)
and non-synonvmouns (@} changes, as well as the mini
mum nomher af recombination events (Rm), the haplo-
type diversity [1ld), genetic diversity {indexes m and 0},
and linkage disequilibrivm (L1Y) given by index R%. Maore
over, Lo ascertain whether e observed diversity depuarts
trom neutrality, the difference between the substitution
rates of nonsynomymons (@A and synonymons (@S m-
cleotide clianges (6N - d5) was evalualed wilthin popula-
tions hy using the MEGA veD program [41]. This
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estimation was bascd on the maximum jeint likelihood
reconstmwction of ancestral states under the models of
Muse-Gaut  [42] and  subsUtution of codons |43 In
addition, data from the nentrality test McDonald - Kreitman
was ralenlated [44] with TmaSP vhl. As the ontpronp, a
Plasrodivm  cwomolyl sequence was  used  [GenBank
Koo 1) [15].

Plaseiodinm  vivex  haplolvpe  petworks  were con-
structed to investigate their genetic relationships, which
change over rime. First, all the sequences fram the par-
siles in soulhern Mexico were included o prepare the
“master” haplotype netwark with the TCS 221 propram.
This network was the tfemplate to prepare the lavers of the
temporal nebwork, one per period. The networks were
piled up to produoce a three-dimensional effect, thus facili-
tatmi & comparisaon of the relationships of the haplofvpes
and their frequency. The relationship between haplotvpes
was resalved throngh mutational steps, which allowed for
the assignoent ol eadsting laploly pes Loa conunoen ances-
tor of the population [16].

STRUCTURE (+2.34) analysis was bnplemented w ex-
plore how local haploly pes were grouped inlo subpopu-
latioms, and if possible to wvisnalize changes m the
[reguency ol e deflined subpopulations over lme. This
technique emplovs a Bavesian approach to establish the
probability of the numher of popolations i a sample of
sequences. The analysis was carried out for 50,000 itera
tons, followed by 100,000 Markov Chain Monte Carlo
(MCMC), and all runs were based on Uw model of ad-
mixture [17] Uwenty replicates run with a K-value that
ranged from twa fo siv predicted the optimom value of
K, and the probability TND D/ K| was caleulated [43].
The fixation index (Fip] was determined hetween para-
site suhproups of southern Mexieo (defined by time pe-
riods) and for parasites from distinet geographic origing
using the program DmaSe vhol.

Homaolopous zequences of P ovivax from different peo-
graphic sites were found at NCBI, GenBank: Veneznela
(WINTZ, FUIB4a0 15=FIE4a087 [33]; Iran (IR) JPGHZYRH—
TFes2790 (Unpublished ], JX624732-1X624760 [32); 51
Lonka (5LEK), EF213679-FRIIET01 [28], India (IND)
EU282774-EU282822 |29], EF025187-EF025197 [49];
Papua Now Guinea (PNG), KC702438, KC702402—
KOA02005  [22]; Thailand  (THIL) FJ/R4R%1I=T) /85121
[30] and South Korca (5K) EM230319-EKM230384 |31].

Results

Plasmadium vivax anal ., from southerm Mexico,
1993-2011

Polymorphism and MG

One hundred and seventy-eight puamal;y seguences
comprising a fragment af Y02 bp were obiained from
176 purasile isolales; cighty-lfour pereent (g=89) of
whole hlnad samples (periad 2002=2011), and only
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47.5% (a=87) ol Dblood impregnoated ooto lller
paper. The gvastad; p ogene [ragmenl was oblained
trom all samples from 1995 (n=%) but none of the
swnples [rom 1998 (s=4), For other years the pro-
portion of samples with a high-quality sequence var
ied between 17 and 58% Failure to amplify parasite
DA or to abtain a gond gquality sequence conld be
due to low parasitemia. and the quality of DRA pre
servad omto filter paper.

‘The electropheragrams suggested anly ane haplo-
Lype (assigned as a single genolype indection) lor 158
isnlates, while 18 zamples (10.33%) had more than
one peak lnoal least one nucleolide posilion (suggest-
ing more than one genotype per sample), The sam-
ples  were  re-sequenced and  electropherograms
reviewed by three examiners. The clanmg resobved
only for two samples, two haplotypes per each
sample.

Thirty-five previously reported sequences (KT 5951 5—
KPF759849) [rom 2006 and 2007 (36 woere included in
the analysis, which made 213 sequences.

Genetic diversity
Thels polymorplic sites were dimorphic. There were
ten changes in the D domain and six in the DI domain
tAdditional file 1. Table 51). The whole gene fragment
(TI-DIT) resolved fifteen haplotypes (HI-HI5) Only one
nucleotide change existed between 111 and 117, and one
hetween HA and HI L Haplotype HY was alsa present in
a sinple genobype infection. heven polymorphisms were
cadusive Lo southern Mexivo, as previously descoibed
[3a], and only two other micleatide changes were de-
Lecled o oa siogle pavasile [roun 20100 (T583A and
ALl1G). Eight of 15 haplotypes were exclusive tfor south-
e Mexico (ILL, 114, 117, 118, 119, 1110, 1111 and 1115}
(Additianal file 2 Fipnre 51). At least one of the other
haplotypes was previously reported in Veneznela [33]
Iran [32], India [2%, 49], 5r1 Lanka [28], Thatland [30] or
Sonth Korea [31] (see alsa Additional file 2 Fipore 51).
For preermiad g in southern Mexico, e overall nucleo-
tide (m) and genetic diversity (8] were low, hemg (LDDGY
+ 00002 and 00038 £ 0.0009, rwespectively, These values
ate similar o those reported [or a sample of 35 parasiles
trom 2006-2007 [36], and above those calculated for
parusites lrom Venceuda [33) or South Korea [31], both
sites of low transmission [2]. Other geographic sites with
hizh transmmission had greater genetic diversity [0.0073-
0001, meluding Tran [32], Tndia [29. 49], S Lanka
[28], PNG [22] and Thailand [30] (Additional fle 3
Tahle 52). Parasites from southern Mexico had the low-
est haplotype diversity (0.2534), with their Rm valoe heing
similar Lo thal found by pacasiles rom Voncsucla and
Sonth Korea (Additional file 5 Tahle 52).

Pane 4 of 12

Matural selection

The dN - dS value was posilive (1.527: P = 005) [or
southern Mexico, as it was at the global level {0.806], in
neither case reaching significance. There were similar
values for other geographic sites, except SLK (2.154,
P ocDOD) However, the McDonald Kreitman test was
positive and highly significant at the alobal and loceal
level tor all zeographic sites herein analvsed {'Lable 1)

Linkage disequilibrium

The LD cocllicient B [or southern Mexican parasiles
M5103 was moderate (Additanal file 3: Table 52)
compared W the cevaled values al sites with e low
transmission, Contrarily, B was low at sites showmng
high transmission.

For values

Plasmodion vivax from distnet peographical orgins
had from moderate to high values. Sonthern Mexican
parasiles had Fop values o 01267 o 04601 when
eompared o other regions. Between southern Mexico or
Veneeucla and Lan. moderale Fsp values of (01267 and
016053 ware oblained, Belween southorn Mexico and
Venezuela, the value was higher (Fep=02251, P
Q00L), The grestest Fer values were beltween South
Korea and other sites (03651 to 060534, Moreover, Faor
values between Iran, India and 56 Lanka were close to
zera [ Additional file 4 Tahle 53).

Tempaoral genetic analysis af P. vivax amaT,

The nmimher of sequences obtained per year varied from
Lwvo Lo mneteen. Figuee 1 shows e proopoction of cach
haplotype found per vear. Thers were impartant changes
in haplotype eguency. For example, HE was al a pro-
portion of 0667 n 2007, followed by its reduction to
0158 in 2008, Contrarily, 111 increased to predominate
in 2004 and 200%. In 2002, H5 was present at a higher
trequency than 111 and 118, These sequences wers
grouped 1nto s consecutive 3-year time periods, each
meluding a mimmum of 20 sequences: 1993- 19495
(n=21), 1997-1999 (n=23), 2000-2002 (m=212),
MNEG=2005  (m= 52, 2006=2008 (7= 24)
2009-2011 (n=41).

The highest proportion of samples preswnably carcy-
ing mixed genotype infections (MGL was determined
lor 1993-1995 and 1997-1999, pesulting oo value ol
231 and 47.8%, respectively, The percentage of mixed
genotype  infections dropped to 15 and 2.4% tor
M0N=2002 and  20A-2011, rvespectively. Tn omly twi
cases, the cloning resolved two haplotypes per sample
sample nomber 3958 inclided haplotypes HI1 and HY.
and sample number 2500 had HE and H1 L For another
12 jsolales, only onc haploly pe per sample was resolved,
while four ather isolates were nat possible to clone

and
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The dN - 45 value was positive and gradually decreased
from L.971 to L3135, but was not significant (Mg, 2c).
Figure 2d shows the nomber of confirmed malaria cases
per veur, compiled by the Sanitary Jursdiction VII in the
State of Cliapas, Mexico, The numnber of cases was igh
during  1995-2000, and then a sodden drop was
registered. A second peak was observed in the
2006—2009 period, followed by a sustained decline afue:
that. Tn this Jorisdiction, only 1} malara cases were re-
ported in 2011

Haplotype netwarks and temporal changes in pvamaly
allelic frequencies

The master network showed twt the 15 haplolypes
from southern Mexica were separated by one to
twelve mutational steps, and two sampled haplotypes
by one to four mutational steps, The most frequent
haplotypes, HI and HE at 429 and 24%, respechively,
were highly divergent, being separated by oal least
nine nutational steps. Haplotype HD was two mula-
tiomal steps from HS (153.40%) and two to elaven mu-
tational steps from other low-frequency haplotypes
(mwstly deteclted i w smgle wolalel, Oo e othe:
hand, H# was foor mutational steps from H2 (4200
and Il (853%), and two mutational steps trom 115,
wlhich was lound in a single isolate. The network
alse revealad two Ioops, soggesting recombimation
events between haplotypes [12, 113, 118 and 1111, as

well as between haplotypes 113, 115, 116, 117 and 11141
iFig. 3a).

Seven of |5 pramal,; haplotypes (46.0%) were
preseol in more than one period. Another eight lap
lotypes were undgue, and sic of these were observed
from 1998 to 2001, the period with the maximum
number of reported malaria cases (Fig. 3b). There
were five divergent haplotypes (H2, H4, H5. H7 and
Hi) from the heginming to the end of the stody.
Though 118 was abundant from 2002 on, it was not
enconntered n the samples  during 1993 1995,
Haplotype Hb, closely related to H1 and HY and de-
tected in the 1993-1995 period, was nol [ound -
medialely cvenl  “El Mifo”
(1997-2001) but was very freguently observed from
2002 to 2008 112 and 114, which were separated
from HHE by fAve mutational steps and from each
other by mine muotational steps, had similar distriho-

alter  the  climaclic

tion overlime. Based on the haplolype nctwork for
global parasites. with 104 varictics, southern Mexico
has three lineapes that are clasely related ta haplo-
tvpes from Venervela, Ilndia, Iran and South Korea
(Addilional Gle 2: Figure S10

Structure analysis

The 15 haplolypes Trom southern Mexioo were grouped
mnta three subpopulatiomns (M1, P2 and P35 (Fy 4a). P2
comprised - 37%, followed by P3 at - 24% and PL at -
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10u8%, P2, which included haplotype HL, was the most
abundant and widely distributed subpopulation  over
time. P3 was present from 1957 to 2011, The frequency
ol P1 Muctuated greatly, and was the only one o
undergo a drastic reductions lts - 0% frequency in the
90’y fell to -~ 30% daring 2003-2005 and then dropped
sharply to~4% in the 2006—208 and 2009-2011
periods. In the 1990s, interestingly, Pl and P2 were the
two mosl [requenl populations (Fig., 4b), Aboul 8% of
ndividoals showed mixed ancestry. One mived type
consisted of P2 and P23 ancestry and was found in sev
cral, which were wmore frequent [rom 1993 L0 15999
(Fig. 4c). A moderate stucture was determined in
Mexco compared to the global level {Additional file &
Fignre 52).

The highest £qp valies were detected between
196351995 and 1997-199%, and belween 1997-1096
and 2000-2011 (Fer =D.167 and 0.153, respectively;

P < 001 in both cases), The sample sice was similar
during these perinds (Tahle 2]

Discussion

Diue to its significant reduction in malaria cases, Mexico
entered the pre-elimination phase in 2009 [50] One of
the most affected areas is Sootherm Mexico, a region
sharing a border with Central America. The complex
mlaria epidemiology of this region is Hustrated in the
cerrent shid}f. Far 19 years (1995=2011), the increases
and decreases in P owivax cases were accompanied by
clanges in the pamamelers of population genctics, The
gradual reduction in P vivax cases after 19992000
went with a reduction in the genetic diversity and the
rate of mixed genotvpe infections, as well as an increase
in linkage disequilibrivm, alterations in the haplotype
and subpopulation eguency, and varialions in nalural
salection.
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The 213 P vivax sequences detected aver 19 years
represented a much higher number of pyama l, ;, haplo
types than that found n each of the three-year perods.
Additiomally, the maost frequent haplotypes were present
either during all or most of the study. ln the majority of
cases, the genetic diversity vared over tune and coin
cided with e Quetuations woanalacia cascs. The grealest
number of haplotypes and the highest genetic diversity
{m = DO0Ys8], ohserved  during 1997—1999, but  the
perdod of pre-elimination {2009-2011) wilnessed  Lthe
second lowest dwversity (m = (0LO0GY1) in a suhgroup, and

this was hased on a comparable or higpher nomhber of
samples than those from previous years, which indicates
that this reduced value 12 very hkely to he acenrate
These results suggest thar the effective population size
of P vivax was relatively small in southern Mexico A
previous study using microsatellites also showed that
changes o the annual nuober of ases were accompan-
ied by modifications in the nucleotide diversity [51]

The corrent study was condocted with only a few
samiples per year, as the focus was on the ends ather
than yearly chanpes. The rise in malama cases during

Table 2 Foq values bases on emnal,, between P owviae populalions defined by 3 year penods i southam Mexico

Time period, et 2 R T 2 1997 1999 2000 2002 =003 =005 2006 2008
19971955 Q177

Z000-2002 Qoz03" 00355

SO0R=5E005 Y e fa T -00Ea2

ANOG=5N0R N IR 1 Vi £ 18 $ey) LR

e R 00753 R TE no3a3*+ o 3ae aanA

0005 P <00 ;" P < 0001
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2NA=2009 seemed not to affect the nucleotide diversity,
this Dheing similar to the provioes period  (20053-2005],
Mareover, no genetic dilference helween
fromn these two periods was suggested by the Fep value,
meaning el parasile slivcture was little alfected.

Lhe differentiation wvalues can increase due to the

the prarasiles

divergence of the remaining parasites (as suggested by
Volkman} [52], in regions entering the elimination phase
[7]. or in periods of re-emergence [13]. [t was herem
observed rhar the pre-eliminarion parasites were highly
differentiated trom parasites of uppermost transmission
(1997-1599),

The detection ol genolype  nlections
(MGls) in of £
transmission is commeoen, but its rate rises in a high
ansmission setling [337. In this study, lhere was a
low moderate  proportion of MGls and admaxture
(based on puamal) as reported  previously when
usging microsatellites i southern Mexico [12]. Thrng
the control phase (especially hetween 19973 and 19949,
cither MG o admistore eales were higher than in

multiple

regions with various levels Vit X

the elimination pphase, the tler being a lime when
the number of MGl and samples with adimisture be-
canie  negligible. This colncides with the  extremely
high linkage diseguilibrivm present in this phase.

Lhough the MG51 rate was the greatest during the con
trol phaze, the presence of several haplotypes over time
suggest that clonal transmassion of P ovivax has been oc
curring in sonthern Mexico. The differential mosqgnito
suscephibility to Foowvae strains and the geopraphic 1so-
lation of cerlain strains |12, 34| might have reduced the
chanees of recombimation between divergent haplotypes
in the region. If recombination occurred, it was between
identcal or very coscly related genotvpes, as reportoed
by others [54]. The clonal transmission of human Plas-
modivm species ocours in both high [V, 20] and low
transmission settings, the latter observed in Korea when
using guwnsp! and pecsp [55] and in Brazl with P falcie-
arim when emploving mspd and mgp2 [56, 57

f\.rll'r ||1:|]H|'iH WS rl"-illlli)ltl]i'l'lf n ;‘t-i"'l'H' |]'|l' L rease
in genelic diversity was the resull ol parasile migralions
rather than the generalion of new hybodd parasites [137.
Mthough southern Mexico shares a border with Cenal
America, and huwman migration flows from Sowth/Central
to MNorth America, the introduction of new divergent par
asites was not herein demonstrated. Like Central Amerca,
the circumsporozoite vik210 and vk21/ genotypes have
heen detected since the early 1990s in sonthern Mexico
|=8]. Consequently, the haplobype networks snppest that
Povivax aenedy gy haplotypes are closdy related and have
recently expanded due o local adaptations [12]. This idea
is supported by previous fndings with smspl ichh 6 [35]
and more recently with the genomic SKP analysis reveal-
ing that parasites from southern Mexico have recent

Page @ ol 12

common ancestry [29]. Such adapted. haghly frequent and
persistent haplodypes that are exclusive 1o soothern
Mlexico might have spread as o consequence ol climactic
evenls thal bopeded access Lo commundtics, cidwre by
ruads or rivers, thus creating iimpediments Lo the delivery
of control measures.

Genes coding for diverse antigens (e puamal) are
present in many low-frequency haplotypes that fluctu-
ate by genetic drift, especially in populations facing a
draztic demographic redoction. It cannot he ruled our
that haplotypes coming from relapse cases may influ-
obscrved  changes  in allele  Dequendies,
Hypnosoile genetic rescrvoirs conleibule Lo malnlain-
ing the malada genetic pool over time [6G]. L'p to

ence  Lhe

19498 in southern Mexico, M. vivax was treated for five
days with primaguine [61], which is nol highly cllecl-
we m preventing relapse episodes [62]. Subseguently,
intermittent single doses administered to confirmed
cases [60] did not avoid symptomatic and asvmptoms-
atic: relapse episodes [33, 36 In addition, pametocytes
were: harvesloed from most Poowivaz infeciod samples
{primary and rebipse infections) |51, 3], Aoolher fac-
Lor Dnvelved in the lowl development of A wiveex
strains is the influcnce of dinatic events, such as “El
Mifio” and llurricane Stan (2005), which might have
contributed to the resilience of malaria transmission
despite control measures. The reports on the number
of malaria cases suggest that it took about three and
four years ta get malaria back ra a downward frend
after each of these events.

MAlwugh there was a reduced laplotype pool in the
pre-climination  phase, the most divergent haplotypes
representing the three £ vivax lineages or subpopulations
persisted. The vearly frequencics of F.owivex haplotypes
underwent expansion and alternation, and the latter case
was more notorons among more frequent and divergent
haplotypes (eg. 111 ws L8, 111 or 115). 1his information
may he relevant for vaceine development.

There is evidence that balancing selection has main-
tained e |1t1|r||1urll|lim|| ol prverertend g g 133, 36]. The
haplotype  allernation herein abserved  coonld  ave
been induced by specilic antibody responses [64]. 1L Is
interesting that dN - d5 values decreased along with
the decline in the number of malaria cases. Perhaps
the reduction in immune individuals diminished se
lective pressure. Robust evidence exists that anti-
bodies against PvANAL can inhibit the invasion of
parasites into reficnlocytes of human hosts |65, 66,
aned that antihody response o PvAMAL are natorally
acguired by hwnan populations o distinel codemic
regions, The nfluence of the antibody response has
heen reported in South America [67-69], the Mideast
[6%] and the Indian subcontinent [70, 71].
this does not explain the steady decrease in dN - o5

I lowever,
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valnes when malaria rases were most numerons, duar-
ing 1997 -1999 and 20002008,

Condusion

In summary, anti-malarial actions have renderad a prad-
nal reduction in the number malaria cases and cansed
alteratinns in the penetic struchire af the parasite in the
hypoendemic region ol southern Mexsico, despite the
fluctnations in these poarameters caused by climactic
evenls and parasite and veclor wracteristics. Henee,
parasite elimination from the region might be possible
i the near future.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Polyreompaisy amnd hap otypes defaed for
W wiwens g gy innsoulhern Mesdcane parasite s, Sxtcom vir ook aites wene
deracted and 15 naplotypes (17-1175) were resched, (DOCX 27 kb
Additional file 2: Figure 51, Globe hoplotype newwok ol pearme T8
Cach clrcle corresponds o 2 hapletyps (104 heoloovpes) 2nd each coler
repesenl U parasle wigin, tha siec ol the crde i oopotiomal o the
aurber of [solate: that share the sarme hepletvpe Single haplonypes
were ot oorsdersd Sood linse connect the haplatynes, while shortand
verpe chicular ines on b ol lives repoesarn the oo ber ef imutdional
staps hetwean tonn hapiobpees Small nlack cirdes indicate hzpl o pes
o, sar e o etingl (PLF T4 <)

Additional file 3: Table S2. Paarmsters of qeretc o wssny 2o
reLormb ation for sverna g 0 e caite populolions of dilferent

A ntic aricpn O 20k
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5. Capitulo 2.
La poblacion de Plasmodium vivax del sureste de México presenta diferenciacion

genética alta y contraccion demografica.

Resumen.

La poblacion de Plasmodium vivax del sureste de México (SMX) presenta una diversidad
genética baja e identidad por descendencia. La poblacién de parasitos de Centroamérica
también presenta diversidad genética baja, y ademas se ha reportado que pasa por una
contraccion poblacional, pero estos resultados se han atribuido a la falta de una muestra
representativa de la region. Por el contrario, la poblacién de parasitos de Suramérica presenta
diversidad genética alta y las evidencias demuestran que hay una expansion poblacional, la
alta diversidad genética en Suramérica es atribuida a eventos de introduccién continuos de
diferentes linajes ancestrales, posiblemente provenientes de Europa. Aqui analizamos la
estructura poblacional de P. vivax en el SMX, y su comparacién con poblaciones de otras
regiones geograficas. Ademas, analizamos su demografia histérica durante el periodo 1993-
2011 utilizando 510 pb de la region 3’ del gen cox1 de P. vivax (pvcox1sio).

Tres polimorfismos fueron detectados entre 193 secuencias del SMX (G1139A, G1295C y
T1593A), dos de ellos (G1139A y G1295C) fueron los mas frecuentes a nivel global, pero no
fueron detectados en las poblaciones de Suramérica y Europa. Los tres polimorfismos
detectados en el SMX definieron tres haplotipos, que, a nivel global, fueron relacionados a dos
haplotipos ancestrales. Ademas, un analisis filogenético demostré un clado que agrup6 al 88
% de los parasitos del SMX y los valores de Fst fueron altos, indicando que la poblacién del
SMX es altamente diferenciada de otras regiones, incluso de las de Centroamérica y
Suramérica. Finalmente, los analisis demograficos detectaron una disminucioén en el tamafio
efectivo de la poblacién de P. vivax del SMX.

En el presente trabajo detectamos que la diversidad genética de la poblacién de P. vivax del
SMX fue baja, los resultados también sugieren que hubo una contraccion poblacional,
posiblemente como resultado de la disminucion de casos en la region, ademas la poblacion
resulté altamente diferenciada de otras regiones. Estas observaciones son informacién valiosa
para el mejoramiento de los sistemas de vigilancia epidemiolégica molecular y las camparfas
de control del paludismo a nivel regional.

Palabras clave: Plasmodium vivax, sureste de México, pvcoxl, demografia historica,
diferenciacion genética.

Introduccién.

La enzima citocromo oxidasa C subunidad 1 (COX1) es una proteina transmembranal que
participa en la cadena respiratoria de eucariontes y procariontes. En eucariontes se localizada
en la membrana interna de la mitocondria y su funcién es catalizar la reduccion de O; para
formar agua (Nelson et al., 2001). Al ser un gen mitocondrial presenta una tasa de evolucion
baja, herencia uniparental, y no recombinacion, estas caracteristicas lo han hecho un buen

marcador en la identificacion de especies de Plasmodium en mosquitos (Echeverry et al.,
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2017), y en analisis filogeograficos (Yusof et al., 2016) y de diferenciacion genética (Loh et al.,
2016) de P. knowlesi. Por otra parte, se ha utilizado para la deteccién de P. vivax en personas
con paludisomo (Cunha et al., 2009) y de P. gallinaceum en aves (Pattaradilokrat et al., 2015).
Las nuevas tecnologias de secuenciacion han permitido amplificar el genoma mitocondrial de
P. vivax de diferentes regiones geogréficas (Carlton et al., 2008; Hupalo et al., 2016; Pearson
et al., 2016). Las investigaciones con el genoma mitocondrial han permitido inferir las
relaciones genealdgicas, procesos de diversificacion y demografia histérica de las poblaciones
del parasito (Jongwutiwes et al., 2005; Mu et al., 2005; Cornejo y Escalante, 2006; Taylor et
al., 2013).

Analisis con el genoma mitocondrial de P. vivax indican que su origen tuvo lugar en Asia hace
200-300 mil aflos (Escalante et al., 2005; Mu et al., 2005; Cornejo y Escalante, 2006). ¢, Cémo
P. vivax llegé a América? aun no es del todo claro, pero se ha propuesto la hipétesis de que
lleg6 con los conquistadores europeos. Las evidencias sugieren la introduccion a Suramérica
de los linajes de P. vivax fue por eventos separados y sucesivos, dichos linajes recombinaron,
diversificaron y se expandieron localmente, dando como resultado alta diversidad genética
(Galabert et al., 2016; Hupalo et al., 2016; Rodrigues et al., 2018). Por el contrario, en
Centroamérica se ha reportado diversidad genética baja y contraccion poblacional, pero esos
resultados podrian ser efecto del reducido nimero de muestras analizadas (Taylor et al., 2013;
Rodrigues et al., 2018).

Estudios de demografia histérica de P. vivax en México y la regidn centroamericana son
escasos. Analisis de la genética poblacional de este parasito en el sureste de México han
permitido detectar diversidad genética limitada (Cerritos et al., 2014; Gonzalez-Cerén et al.,
2013; Gonzalez-Ceron et al., 2015; Capitulo 1), estructuracion moderada (Joy et al., 2008;
Capitulo 1) y alto grado de diferenciacion genética respecto a otras poblaciones (Gonzalez-
Cero6n et al., 2015; Hupalo et al., 2016; Oliveira et al., 2017). La deteccién de los cambios en la
diversidad y estructura genética de las poblaciones residuales de P. vivax a una escala
regional y global es esencial para mejorar los programas de vigilancia epidemiolégica
molecular. En este estudio analizamos la estructura poblacional de P. vivax en el sureste de
México, y su comparacién con poblaciones de otras regiones geogréficas. Ademas,
analizamos su demografia histérica durante el periodo 1993-2011 utilizando 510 pb de la

region 3’ del gen cox1 de P. vivax (pvcox1sio).

Métodos.

Aislados de Plasmodium vivax del sureste de México.

Para este estudio se utilizaron 171 muestras que resultaron ser infecciones monoclonales para
los genes pvmsplasz y/o pvamal., durante el periodo 1993-2011 (Capitulo 1).
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Amplificacion y secuenciacion de la region 3’ del gen pvcox1.

La extraccion de ADN de 82 muestras de papel filtro impregnado con sangre y 89 muestras de
sangre completa de los afios 1993-2011 se hizo utilizando el QlAamp® DNA Blood Mini kit
(Quiagen, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI nimero de muestras analizadas

por PCR por afio se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero total de muestras analizadas por PCR y secuencias
obtenidas del marcador pvcox1sio por afio.

Muestras analizadas por PCR Muestras con secuencia

1993 5 4
1994 7 5
1995 4 2
1996 1 0
1997 6 2
1998 4 3
1999 9 6
2000 1 0
2001 4 4*
2002 8 18*
2003 18 18
2004 18 18
2005 20 20
2006 3 17*
2007 1 19*
2008 19 17
2009 18 16
2010 13 12
2011 12 12
Total 171 193

* Secuencias obtenidas previamente: 2001 n=1, 2002 n=10, 2006 n=14 y
2007 n=18 (Espinosa, 2015, datos no publicados, tesis de maestria, INSP).

Un fragmento de 510 pb del gen cox1l (pvcoxlsio) fue amplificado de muestras de sangre
completa usando los iniciadores especificos pvmitl_F1 5 TCC TAC ATT TGC TGG AGA TCC
T 3y pvmitl_R1 5 GAG AAT TAT GGA GTG GAT GGT G 3 (Espinosa, 2015. Tesis de
maestria, INSP) La reaccion de PCR consisti6 en: 1X Colorless GoTaq® Flexi Buffer
(Promega, Madison, WI), 1.5 mM de MgCl, (Promega, Madison, WI), 0.6 mM de dNTPs
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(Invitrogen, Carlsbad, CA.), 0.5 uM de cada iniciador, 1.5 U de GoTagq® DNA Polimerasa
(Promega, Madison, WI), 1 ul de ADN y agua para un volumen final de 50 pl.

Para las muestras de papel filtro se utilizaron los iniciadores especificos pvmitl_F1 y
pvmitl_R2 5 TGA GTT ATT GGG GTG CAA CTG3'. La reaccion de PCR fue similar a la de
las muestras de sangre completa, excepto por que se utilizé6 0.2 mM dNTPs, 1 U de GoTag®
DNA Polimerasa, 1-2 ul de ADN y agua para un volumen final de 20 pl.

Las condiciones de PCR para ambos casos fueron: desnaturalizaciéon a 95°C por 3 min,
seguido de 35 ciclos (muestras de sangre completa) o 20 ciclos (muestras de papel filtro) de
desnaturalizacion a 94°C por 40 seg, alineacion a 56°C por 30 seg y extension a 72°C por 1
min; y una extension final a 72°C por 5 min. Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, CA, USA).

Las muestras amplificadas se procesaron por electroforesis en geles de agarosa al 1 % vy el
producto amplificado se visualizé con 0.2 ug/ml de bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. Las
muestras amplificadas con presencia de una banda Unica se purificaron y concentraron con el
MinElute® PCR Purification Kit (Quiagen, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
productos de PCR purificados fueron secuenciados en sentido y anti-sentido en Macrogen,
Inc. (Geumcheon-qu, Seul, Rep. Korea).

Las muestras de sangre completa y papel filtro que no alcanzaron una concentracién de
30ng/ul de ADN para su secuenciacion fueron amplificadas por PCR anidado. Se utilizaron los
iniciadores especificos pvmitl_F2 (5 TAG GAA GTG TTG TAT GGG CTC 3') y pvmitl_R1. La
reaccion de PCR consistié en: 1X Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega, Madison, WI), 1.5
mM de MgCl, (Promega, Madison, WI), 0.2 mM de dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, CA.), 0.5 uM
de cada iniciador, 1.5 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Madison, WI), 3 pl de una
dilucion 1:10 del ADN de la primera reaccion y agua para un volumen final de 50 pl. Las
condiciones de la PCR fueron las mismas y se utilizaron 35 ciclos.

Las secuencias de nuclettidos obtenidas se revisaron utilizando el programa Bio Edit
Sequencing Alignment Editor v5.0.9 (Hall, 1999) y fueron alineadas con Clustal W (Thompson
et al.,, 1994) utilizando como referencia las secuencias Salvador | (Sal-I) (GenBank:
AY791551).

Analisis de secuencias.
Las secuencias obtenidas para el sureste de México se analizaron junto con 791 secuencias
homologas de diferentes regiones geograficas disponibles en el GenBank

(www.ncbi.nim.nih.gov) (Anexo 3). Las secuencias se agruparon por regiones: secuencias de

este trabajo (sureste de México), muestras de casos importados a los Estados Unidos de

América detectados por el Centro para la Prevencién y Control de Enfermedades (CDC), con

~76 ~


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

posible origen en México (MX-CDC; n = 3), Centroamérica (Belice, Guatemala, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama y Republica Dominicana: CAM; n = 33),
Suramérica (Colombia, Venezuela, Brasil, Perd, Ecuador y Guyana Francesa: SAM; n = 181),
Europa (muestras de Espafia de los afios 1942-1944: EUR; n = 3), Africa (Madagascar,
Mauritania, Nigeria, Sao Tome, Etiopia, Tanzania, Ruanda, Angola, Sudan, Uganda y Namibia:
AFR; n = 90), Medio Oriente (Turquia e Iran: MOR; n = 28), Sur de Asia (Afganistan, Pakistan,
India, Sri Lanka y Bangladesh: SAS; n = 100), Este de Asia (China y Corea: EAS; n = 125),
Sureste de Asia (Myanmar, Tailandia, Camboya, Vietham, Filipinas, Indonesia, Borneo y Timor
del este: SEA; n = 154) y Oceania (Papua Nueva Guinea, Islas Salomén y Vanuatu: OCE; n =
74).

Polimorfismos y Diversidad genética. Usando la cepa de referencia Sal-l se identificaron
las variaciones de nucleétidos en el total de las secuencias. El programa DnaSP v5.1 (Librado
y Rosaz, 2009) fue utilizado para determinar el nimero de polimorfismos (S), nimero de
haplotipos (h) y la diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (7).

Arbol filogenético. Para obtener el modelo evolutivo, el total de las secuencias fueron
analizadas en el programa jModeltest 2 (Darriba, 2012). Evaluamos 40 modelos de sustitucion
gue asumen frecuencias de bases iguales y desiguales (+F), proporcion de sitios invariables
(+1) y cuatro categorias de variacion entre sitios (+G). La topologia 6ptima se estimé con el
algoritmo de maxima verosimilitud (ML). Para el analisis global, el valor mas alto del Criterio de
Informacion de Akaike (AIC) fue para el modelo de sustitucion TPMvf + | + G. Mientras que
para el andlisis con las secuencias del SMX el valor mas alto del AIC fue para el modelo de
sustitucion HKY. Estos modelos se utilizaron en el arbol filogenético y en analisis Bayesian
Skyline Plot.

Un arbol filogenético fue inferido con el programa Mr. Bayes v3.2.6 (Ronquist et al., 2012). Se
corrieron 15 millones de generaciones y se descartaron los primeros 15,000 arboles. Se us6
como grupo externo secuencias de P. cynomolgi (GenBank: AB434919.1).

Red de haplotipos. Para investigar las relaciones genealdgicas entre los haplotipos se
construyo una red de haplotipos utilizando el programa PopArt v1.7 (Leigh y Bryant, 2015). La
relacion entre haplotipos fue resuelta a través de pasos mutacionales, los cuales permitieron la
asignacion de los haplotipos existentes a un ancestro comudn en la poblacion (Templeton y
Sing, 1993).

Diferenciacién genética. Para calcular el indice de diferenciacién genética entre regiones
geograficas (Fst) se utilizd el programa Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). Este indice
utiliza una escala de 0 a 1, en donde 0 indica ausencia de diferenciacién genética y 1 una

diferenciacion genética méaxima. El valor de significancia del promedio de las diferencias entre
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pares de nucleétidos por region fue obtenido usando una prueba de permutacion con 1000
simulaciones.

Demografia histérica. El programa BEAST v1.8.4 (Drummond et al., 2012) se utilizo para el
analisis Bayesiano de Skyline plot. Se utilizaron como “priors”; el modelo evolutivo HKY, un
reloj molecular relajado no correlacionado log normal y el modelo demografico coalescente
“Bayesian skyline”, este modelo correlaciona la magnitud y un rango temporal en el cual hubo
cambios en el tamafio efectivo de la poblacién (Ne). Una MCMC (Cadenas Markovianas de
Monte Carlo) fue corrida por 500 millones de generaciones y los arboles resultantes fueron
muestreados cada 100,000 generaciones. El programa Tracer v1.5 (Rambaut, 2009) fue
utilizado para evaluar los parametros posteriores: Ne (ESSs > 200) e intervalos del 95% de la
densidad posterior mas alta.

Las pruebas de neutralidad de D de Tajima (D) (Tajima, 1989) y F’s de Fu (Fu, 1997), asi
como el andlisis de distribuciones mismatch (Rogers y Harpending, 1992) fueron determinadas
con el programa DnaSP v5.1.

El nimero de casos de la Jurisdiccion VIl del estado de Chiapas fue obtenido de la Secretaria
de Salud Del Estado de Chiapas, Jurisdiccion Sanitaria VII, Departamento de Control de

Vectores, Programa de Control del Paludismo.

Resultados.

Polimorfismos en el marcador pvcox1sio.

De 171 muestras de sangre infectada con P. vivax analizadas se obtuvo la secuencia de 150
muestras (87.7 %) de un tamafo de 510 pb correspondientes a los nucle6tidos 1036-1545 del
genoma mitocondrial (regién 3’ del gen pvcoxl). Para los analisis finales se incluyeron 43
secuencias de la misma regién de los afios 2001, 2002, 2006 y 2007 obtenidas previamente
en nuestro laboratorio (no publicado) para un total de 193 secuencias del SMX. El nimero de
secuencias analizadas por afio se presentan en la Tabla 1. Al comparar con la secuencia de
referencia Sal-l se detectaron tres polimorfismos de un simple nucleétido (G1139A, G1295C y
T1593A), los tres polimorfismos fueron no sinénimos (S35N, G82A y F168L). Dicha variacién
resolvié tres haplotipos, hl (G1139A, G1295C y T1593A), h2 (G1295C y T1593A) y h3 (similar
a la secuencia Sal-l), sus frecuencias fueron 69.43 %, 18.65 % y 11.92 %, respectivamente. El
haplotipo hl fue detectado de 1993-2011, el haplotipo h3 se detecté en frecuencias bajas y
fluctuantes durante el periodo 1993-2010, mientras que h2 se detect6é en 1995 vy

posteriormente en el afio 2002 y afios siguientes (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion temporal de los haplotipos pvcoxlsio en el sureste de México. De 193
secuencias tres haplotipos fueron resueltos (h1, h2 y h3). La proporcion de cada haplotipo por afio
es representada por el tamafio de los Gvalos. No hubo muestras para los afios 1996 y 2000.

1993

Las secuencias del SMX fueron analizadas junto con 791 secuencias obtenidas de diferentes
regiones del mundo haciendo un total de 984 secuencias. Un total de 32 polimorfismos fueron
localizados al compararlas con la secuencia de referencia (Sal-1). Los polimorfismos G1295C y
T1539A fueron los mas frecuentes, se detectaron en 555 (56.4 %) y 346 (35.2 %) parasitos,
respectivamente, pero no se detectaron en SAM y EUR (Tabla 2). El polimorfismo G1295C fue
el mas frecuente en el SMX (n = 169; 87.2 %), AFR (n = 79; 87.8 %), MOR (n = 26; 92.8 %),
SAS (n = 87; 87 %) y EAS (n = 123; 98.4 %), pero su frecuencia fue baja en SEA (n = 60; 39
%) y OCE (n = 4; 5.4 %). Por su parte, el polimorfismo T1539A también fue muy frecuente en
el SMX (n = 169; 87.2 %) y EAS (n = 91; 72.8 %), el resto de las regiones presentaron
frecuencias por debajo del 6 %.

Veintitrés polimorfismos fueron exclusivos de una region dada y se presentaron en frecuencias
bajas (0.5-10 %). Ocho polimorfismos fueron exclusivos de SAM y se distribuyeron en 31 (17.1
%) de las secuencias, el resto de las secuencias fueron similares a Sal-I (n = 170). Cuatro
polimorfismos fueron exclusivos de AFR, tres de OCE, SAS y SEA, y solo uno de CAM y MOR
(Tabla 2). Otros polimorfismos fueron compartidos entre parasitos de regiones vecinas, el
polimorfismo G1139A se detectd en el SMX (n = 134; 69.4 %), MX-CDC (n = 1; 33.3 %) y CAM
(Guatemala) (n = 1; 3.0 %), mientras que el polimorfismo T1290A fue compartido a diferentes
frecuencias entre SEA (n = 39; 25.3 %), EAS (n = 12; 9.6 %) y OCE (n =4; 5.4 %). Las tres
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secuencias de casos importados MX-CDC también presentaron los polimorfismos G1139A,
G1295C y T1593A, y resolvieron dos haplotipos idénticos a los del SMX (h1y h2) (Tabla 2).

Tabla 2. Polimorfismos del gen mitocondrial pvcoxlsio a nivel global. La secuencia de Sal-I fue

utilizada como referencia. Los polimorfismos son indicados por los cambios.
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Norte América (NA); Centroamérica (CA); Suramérica (SA); Europa (EU); Africa (AF); Medio
Oriente (MO); sur de Asia (SA); sureste de Asia (SEA); este de Asia (EA); Oceania (OC).

sureste de México (SMX); México-CDC (MX-CDC); Centroamérica (CAM); Guatemala (GUA);
Salvador (SAL); Honduras (HON); Panamé (PAN); Brasil (BRA); Colombia (COL); Venezuela
(VEN); Ecuador (ECU); Guyana (GUY); Espafa (ESP); Africa continental (AFRC); Etiopia (ETI);
Madagascar (MADA); Turquia (TUR); Afganistan (AFG); Sri Lanka (SLK); Pakistan (PAK);
Bangladesh (BAN); Camboya (CAM); Myanmar (MYA); Tailandia (TAl); Vietnam (VIET); Filipinas
(FIL); Indonesia (INDO), Borneo (BOR); Timor del este (TIE); China (CHI); Corea del sur (SK),
Corea del norte (NK), Melanesia (MEL); islas Salomoén (SAL); Papla Nueva Guinea (PNG);
Vanuatu (VAN).
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Los 32 polimorfismos resolvieron 46 haplotipos. EI mayor numero de haplotipos se detect6 en
SEA (n = 18) y SAM (n = 10), estas dos regiones también presentaron el mayor nimero de

haplotipos exclusivos, diez y nueve, respectivamente (Tabla 3).

Diversidad genética.

En el SMX, la diversidad nucleaotidica (1) fue de 0.0017 + 0.0002 y la haplotipica (Hd) de 0.471
+ 0.036. A nivel regional, los valores mas altos se registraron en SEA, (m = 0.0031 + 0.0001 y
Hd = 0.746 + 0.020). Mientras que los valores mas bajos se presentaron en AFR (17 = 0.0004 +
0.0002 y Hd = 0.191 + 0.056). A nivel global, la diversidad nucleotidica y haplotipica fueron
altas (i = 0.0035 + 0.0001 y Hd = 0.805 + 0.008) (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros de diversidad genética en pvcoxlsip de diferentes
regiones geograficas.

Regidn N S H H ex Hd (DE) nt (DE)
SMX? 196 3 4 0 0.479 = (0.035) 0.0017 £ (0.0002)
CAM 33 4 4 1 0.278 + (0.098) 0.0008 + (0.0003)
SAM 181 8 10 9 0.304 + (0.043) 0.0006 + (0.0001)
AFR 90 7 8 4 0.191 + (0.056) 0.0004 + (0.0001)
MEO 28 2 3 1 0.265 + (0.104) 0.0005 + (0.0002)

SAS 100 7 7 4 0.285 + (0.056) 0.0006 + (0.0001)
SEA 154 9 18 10 0.746 + (0.020) 0.0031 + (0.0001)
EAS 125 6 9 5 0.662 + (0.035) 0.0030 + (0.0002)
OCE 74 7 9 3 0.298 + (0.070) 0.0010 + (0.0003)
TOTAL? 984 32 46 37 0.805 + (0.008) 0.0035 + (0.0001)

N, nimero de muestras; S, sitios segregativos; H, nimero de haplotipos; H ex,
numero de haplotipos exclusivos; Hd, diversidad haplotidica; T, diversidad
nucleotidica; DE, desviacién estandar. Sureste de México (SMX); Centroamérica
(CAM); Sudamérica (SAM); Medio Oriente (MOR); Sur de Asia (SAS); Sudeste de
Asia (SEA); Este de Asia (EAS); Oceania (OCE).

1se sumaron las tres secuencias MX-CDC (Rodrigues et al., 2014).

2se sumaron las tres secuencias de Espafa (Gelabert et al., 2016).

Analisis filogenético.
El andlisis demostré que P. vivax comprende un linaje donde se observaron dos grandes

clados: el clado “a” que agrupa parasitos principalmente de SEA y EAS, y el clado “b” que
agrupa a parasitos del SMX, MX-CDC, CAM, AFR y SEA. Dentro del clado “b” se detectd un
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subclado divergente “b1” (probabilidad posterior = 1) que agrupa a la mayoria de los parasitos
del SMX (n = 134), un parasito de MX-CDC y otro de CAM (Guatemala) (Figura 2). Ademas,
se presentaron varios clados divergentes, dados por las probabilidades posteriores > 0.9, que
agruparon a parasitos de diferentes regiones (SAM, MOR, AFR, SEA y EAS) (Figura 2).

@ sureste de México S,
@ Centroamérica
© suramérica

O Europa (Espafia)
@ Africa

O Medio Oriente
O© sur de Asia

@ sureste de Asia
@ este Asia

O oceania

Figura 2. Arbol filogenético de pvcoxlsio. Distribucion de las 984 secuencias de pvcoxlsio
obtenidas de diferentes regiones geogréaficas. Cada color representa a una region geografica. Dos

grandes clados fueron resueltos: “a” y “b”. Dentro del clado “b” se detectd un subclado divergente
“b1” con soporte posterior de 1.0. Se utiliz6 como grupo externo a P. cynomolgi. Las tres
secuencias de MX-CDC se marcaron con el mismo color que las secuencias del sureste de México,
una de ellas se ubico en el subclado “b1”.

Relaciones genealégicas.

La red muestra 46 haplotipos definidos por pvcoxlsio interconectados por un solo paso
mutacional. Los haplotipos principales h3 y h4 mostraron frecuencias de 32.3 % y 27.7 %,
respectivamente; ambos haplotipos presentaron procesos de diversificacion. Veintinueve de
los 46 haplotipos derivaron de los haplotipos principales (Figura 3). El haplotipo h3 se detecto
en pardsitos de todas las regiones geograficas analizadas, un alto porcentaje de parasitos de
SAM (82.9 %), OCE (82.4 %), CAM (81.8 %) y SEA (31.8 %) presentaron este haplotipo.
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Ademas, en los tres parasitos de EUR (Espafia), solo un 12.4 % de los parasitos del SMX se
identificaron con el haplotipo h3. Mientras que el haplotipo h4 se presenté principalmente en
parasitos de AFR (90 %), MOR (85.7 %), SAS (84 %) y EAS (23.2 %); ningun parasito del
SMX fue identificado con este haplotipo. Los haplotipos hl y h2 fueron detectados
mayoritariamente en parasitos del SMX, el haplotipo h1 representé al subclado “b1” de la
figura 2, mientras que el haplotipo h2 se detecté en parasitos de MX-CDC (n = 2), AFR
(Madagascar, n = 2) y SEA (Myanmar, n = 1) (Figura 3).

10 muestras

()

1 muestra

@ sureste de México
@ Centroamérica

O suramérica

O Europa (Espafia)
@ Africa

O Medio Oriente

O sur de Asia

@ sureste de Asia
@ este Asia

O Oceania

Figura 3. Red de haplotipos global de pvcoxlsip. Cada circulo corresponde a un haplotipo (46
haplotipos) y cada color representa el origen de los parasitos. Solo los haplotipos mas frecuentes
(n 2 9) fueron marcados. El tamafio del circulo es proporcional al nUmero de muestras que tienen el
mismo haplotipo. Las tres muestras MX-CDC se marcaron con el mismo color que las del SMX,
una secuencia fue asignada a hl y dos a h2.

Diferenciacidn genética.

Los valores de Fst pareadas oscilaron ampliamente entre 0.00175-0.75953. Los valores mas
bajos se obtuvieron entre MOR - AFR, MOR - SAS, CAM - SAM, CAM - OCE y SAM - OCE,
en el resto de las comparaciones los valores fueron altos y significativos (Tabla 4). Los valores

de Fst que present6é el SMX comparado con todas las regiones fueron altos y significativos,
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incluyendo CAM (0.52246, P < 0.05) y SAM (0.56126, P < 0.05). Sin embargo, entre CAM y
SAM se detect6 un valor de Fst bajo (Tabla 4)

Tabla 4. Valores de Fsr de pvcoxlsip entre poblaciones de P. vivax de diferentes regiones

geogréaficas.
Regidn SMX CAM SAM AFR MOR SAS SES EAS
CAM 0.52246*
SAM 0.56126* 0.01533
AFR 0.62724* 0.75953* 0.73535*
MOR 0.57443* 0.68438* 0.68603* 0.00558
SAS 0.59179* 0.65964* 0.67326* 0.02098* 0.00978
SEA 0.36812* 0.24153* 0.29364* 0.48847* 0.40551* 0.43990*
EAS 0.43739* 0.46062* 0.53115* 0.43940* 0.35986* 0.40006* 0.28959*
OCE 0.54159* 0.00175 0.01303 0.75442* 0.69121* 0.67579* 0.24759* 0.49146*

Valores de significancia: * P < 0.05. sureste de México (SMX); Centroamérica (CAM); Suramérica
(SAM); Medio Oriente (MOR); sur de Asia (SAS); sureste de Asia (SEA); este de Asia (EAS);

Oceania (OCE).

Demografia histérica en el sureste de México.

El analisis Bayesian Skyline Plot demostré una reduccion del tamafio efectivo de la poblacion

(Ne) de P. vivax, los valores posteriores del tamafo efectivo de muestra fueron > 200

indicando significancia (ESS = 233). Se observd que el Ne presentd una disminucién constante

de 1993-2001, la reduccién se hizo mas notable a partir del afio 2002 y hasta el afio 2008,

después de este afio se mantuvo constante hasta el afio 2011 (Figura 4). No se observd

relacion entre el Ne y las fluctuaciones en el nimero de casos de paludismo reportados. Por

otra parte, una distribuciéon unimodal fue observada en el analisis de mismatch (Figura 5),

mientras que los valores para las pruebas de neutralidad fueron positivos (D = 1.1227 y F'sFu

= 1.533), pero no significativos (P > 0.05).
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Figura 4. Andlisis Bayesian Skyline Plot del fragmento pvcoxl1sio del sureste de México. Arriba se
presenta incidencia anual de los casos clinicos de paludismo confirmados durante el periodo 1993-
2011 en la jurisdiccién VIl del estado de Chiapas. Abajo el analisis Bayesian Skyline Plot, la linea
negra representa la mediana del tamafio poblacional ancestral, y la region de color azul representa
el 95 % de la probabilidad posterior. El eje X muestra el tiempo en unidades de afios, el tiempo
actual corresponde al afio 2011, mientras que el eje Y muestra el tamafio efectivo poblacional (Ne)

en escala logaritmica.
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Figura 5. Distribuciéon mismatch en el marcador pvcoxlsio del sureste de México. La gréfica ilustra
las frecuencias en las diferencias del andlisis por pares bajo un modelo de tamafio poblacional
constante. La linea solida indica las discordancias esperadas mientras que la linea punteada indica

las discordancias observadas.
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Discusion.

Previos estudios con el genoma mitocondrial de P. vivax han detectado alta diferenciacion
genética entre regiones geogréficas (Taylor et al., 2013; Hupalo et al., 2016; Rodrigues et al.,
2018). Ademas, se ha observado que la diversidad genética en Suramérica es tan alta como la
de Asia, y ambas poblaciones presentan expansion poblacional (Taylor et al., 2013; Rodrigues
et al., 2018). La alta diversidad genética en Suramérica se ha atribuido a eventos sucesivos de
introduccion independientes de pardsitos ya extintos de Europa que descendian de linajes
africanos y asiaticos, y posteriormente recombinaron y diversificaron a nivel local (Rodrigues
et al., 2018). En el presente trabajo, utilizando 510 pb que corresponde a la region 3’ del gen
mitocondrial citocromo oxidasa 1 de P. vivax (pvcoxlsip), analizamos la variacion y
diferenciacién genética de P. vivax en el sureste de México, y se compard con parasitos de
otras regiones geograficas. Ademas, por primera vez documentamos su demografia historica.
Previamente se ha tratado de describir la llegada de P. vivax a América. La hipotesis mas
aceptada es que los parasitos de Suramérica descienden de los linajes europeos extintos, que
provenian de linajes africanos y asiaticos traidos a Suramérica con los viajes post-colombinos,
en donde diversificaron de manera local (Culleton et al., 2012; Taylor et al., 2013; Gelabert et
al., 2016; Rodrigues et al., 2018). Nuestros resultados apoyan esta hipoétesis, detectamos diez
haplotipos exclusivos en Suramérica (resultado de ocho polimorfismos exclusivos de la region)
y varios clados divergentes, lo que sugiere que esta poblacién ha diversificado de manera
local. Ademas, a nivel global detectamos un haplotipo muy frecuente (h3) en todas las
regiones geograficas analizadas, principalmente en América (Sur y Centroamérica, y sureste
de México), y presentd diversificacion alta. Los tres parasitos de Espafia, que datan de 1942-
1944, también se identificaron con este haplotipo. Gelabert et al., (2016) con el genoma
mitocondrial obtuvo mayor resolucion en el andlisis de genealogia y detectd a estos tres
parasitos de Espafia como un haplotipo a un paso mutacional de un haplotipo muy frecuente
en Suramérica.

Como P. vivax llego a Centroamérica y México sigue siendo una incognita. Pero es posible
que la historia sea muy similar a la de Suramérica. Después de la llegada de los espafioles a
lo que ahora es México, se comenz6 con el establecimiento de colonias y rutas de comercio
en las costas del Golfo que favorecian la generacién de focos de transmision de
enfermedades como el paludismo (Carrillo, 2002). Un estudio con los bloques icbh5-6 de
pvmspl sugiere procesos de recombinacion entre linajes geneal6gicamente separados
posiblemente provenientes del sureste de Asia y el Medio Oriente, una posterior divergencia y
expansién poblacional en el sureste de México (Cerritos et al., 2014). En este contexto, los

tres haplotipos del SMX se presentaron muy relacionados a los haplotipos mas frecuentes y
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posiblemente ancestrales h3 y h4. Ademas, el clado “b” del analisis filogenético agrupo6 casi de
manera exclusiva a los parasitos del sureste de México, sugiriendo divergencia.

La presencia de un parasito de Guatemala dentro del subclado “b1” sugiere que podria
corresponder a un parasito mexicano importado a Guatemala y posteriormente a los Estados
Unidos de América. Lo cual es congruente con los movimientos poblacionales en la frontera
sur de México y Guatemala.

Estudios de P. vivax en el sureste de México analizando el genoma nuclear han reportado
diversidad genética (1) media-alta (Hupalo et al., 2016; de Oliveira et al., 2017). Aqui, con un
fragmento del gen pvcoxl identificamos una diversidad baja-media. Ya que la prueba de
diversidad (1) se basa en las frecuencias nucleotidicas, el valor bajo-medio de diversidad
observado puede ser explicado por la presencia de un haplotipo altamente frecuente (70 %) y
dos haplotipos con frecuencias bajas (12.4 y 17.6 %). Ademas, el hecho de que solo hayamos
encontrado tres polimorfismos en 193 secuencias sugiere que la diversidad genética dada por
pvcoxlsio €s baja en el sureste de México.

En Centroamérica se ha reportado diversidad genética baja utilizando el genoma mitocondrial,
pero ha sido atribuida al reducido numero de muestras, que pudieran no ser representativas
de las poblaciones de P. vivax en esa region (Taylor et al., 2013; Rodrigues et al., 2018). Por
el contrario, en Suramérica se ha reportado diversidad genética alta con el genoma
mitocondrial (Taylor et al., 2013; Gelabert et al., 2016; Rodrigues et al., 2018) y el nuclear
(Hupalo et al., 2016; de Oliveira et al., 2017), dicha diversidad alta se atribuye a la mezcla de
linajes ancestrales introducidos sucesivamente desde Europa y posterior diversificaron
(Rodrigues et al., 2018). En el presente trabajo detectamos valores de diversidad bajos en
Centroamérica y Suramérica, el valor de diversidad genética bajo en Suramérica puede ser
explicado por la presencia de un haplotipo altamente frecuente (82.9 %) y muchos haplotipos
raros o en frecuencias bajas.

Resultados previos con el genoma mitocondrial han reportado ausencia de diferenciacion
genética entre P. vivax de Centro y Suramérica (Taylor et al., 2013); ademas con el genoma
nuclear se ha reportado diferenciacion alta entre México y Suramérica (de Oliveira et al., 2017)
y con genes como pvmrdl y pvmspl se ha observado diferenciacién entre el sureste de
México y Centroamérica (Gutiérrez et al., 2016; Gonzalez-Ceron et al., 2017). Nuestros
resultados mostraron alta diferenciacién del sureste de México con Centroamérica y
Suramérica, pero no entre Centroamérica y Suramérica. Este resultado es apoyado por un
estudio genémico que demostré que los pardsitos del sureste de México presentan identidad
por descendencia con un ancestro comun reciente que explica una agrupacion unica (Hupalo

et al., 2016). La poca informacion de la region de Centroamérica no ha permitido generar un
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panorama mas amplio de las relaciones genéticas de P. vivax entre esta region y el sureste de
México.

Por otra parte, no encontramos diferenciacion genética entre los parasitos de Centroamérica,
Suramérica y Oceania. Carter et al., (2003) especula sobre la relacién de las poblaciones de
América con Oceania y propone que los hipnozoitos fueron capaces de sobrevivir a los largos
viajes oceanicos precolombinos desde el este del Pacifico hasta Suramérica a través de la
ruta Kon-Tiki, este supuesto es apoyado por Rodrigues et al., (2018) quien detecto significante
flujo génico de las poblaciones de P. vivax de Oceania a América.

Diversos factores como las actividades antropogénicas y fendmenos meteoroldgicos pueden
afectar las dinamicas poblacionales de las especies. A mediados de la década de los 1980’s
surgi6 brote epidémico de paludismo en México, se sugirié que se debio a la descentralizaciéon
del sistema de salud y el desmantelamiento de la Campanfa Internacional para la Erradicacion
del Paludismo (CNEP) (Gémez-Dantés y Birn, 2000). Los fendmenos meteoroldgicos “El Nifio”
(1997-1998) y el huracan Stan (2005), asi como el desmantelamiento del Programa de
Acciones Intensivas y Simultaneas (PAIS) en 1998 pudieron ser factores que favorecieron el
aumento de la transmision de paludismo en el sureste de México durante 1998-2000 y 2006-
20009.

A pesar de los picos detectados en el nimero de casos en 1998-2000 y 2006-2009, no se
observd aumento en el tamafio efectivo de la poblacion (Ne), por el contrario, un decline
constante del Ne fue observado durante 1993-2011. El incremento en el nimero de casos no
necesariamente aumenta el Ne, hipotetizamos que la circulacion de parasitos muy similares
genéticamente, recombinacion entre genotipos muy similares (Capitulo 1) y baja transmision
en la region pudo generar expansiones de tipo clonal donde solo ciertos haplotipos
aumentaron sus frecuencias, como se ha observado en otras regiones de baja transmisién de
P. falciparum (Obaldia et al., 2015; Saenz et al., 2015). El analisis de distribuciéon mismatch y
los valores positivos de las pruebas de neutralidad de D de Tajima y F’s de Fu también sugiere
contraccion poblacional en el sureste de México. Sin embargo, las pruebas de neutralidad no
fueron significativas. La falta de significancia puede ser consecuencia del limitado nimero de
polimorfismos detectados, este tipo de pruebas son mas poderosas cuando se incrementa el
ndmero de sitios polimérficos (Ramirez-Soriano et al., 2008).

Un andlisis demogréfico utilizando el genoma mitocondrial reporté que las poblaciones de P.
vivax estan en expansion, excepto la poblacional de Centroamérica que presenta una
contraccién poblacional explicada por un cuello de botella que se genero por la introduccién
reciente de un linaje de P. vivax que llegd con los europeos (Taylor et al., 2013). Los autores
de este trabajo explican que este resultado podria deberse a la falta de muestras disponibles

para la region (n=10). Nosotros, utilizando el 10 % del genoma mitocondrial y aumentando el
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numero de muestras a 33 obtuvimos resultados muy similares a los reportados por Taylor et
al., (2013) para Centroamérica.

Otra posible explicacién para el cuello de botella reportado en Centroamérica es que la
diversidad genética que llegd a esta region con los europeos no pudo mantenerse y solo
algunos genotipos pudieron adecuarse a los vectores y/o al hospedero humano de la region
(Molina-Cruz y Barillas-Mury, 2014). Un ejemplo de adaptacion al vector fue registrado en el
sureste de México donde se detectaron tres subpoblaciones de P. vivax, una localizada en las
costas transmitida principalmente por An. albimanus; y dos subpoblaciones localizadas en las
colinas transmitidas principalmente por An. pseudopunctipennis (Joy et al. 2008). Resultados
similares se observaron con las proteinas Pvs25 y Pvs28, involucradas en la adhesion del
oocineto al intestino del mosquito, se identificaron tres genotipos Pvs 25/28 (A, B1 y B2), el
genotipo A fue transmitido por An. albimanus, y los genotipos B1 y B2 pueden encontrarse en
ambos vectores con una preferencia por An. pseudopunctipennis. (Gonzéalez-Cerén et al.,
2010).

Conclusiones.

Los resultados del presente trabajo nos permiten concluir que la poblacion de P. vivax del
sureste de México presenta una baja diversidad genética y reciente reduccién de su tamafio
efectivo poblacional (Ne), como posible consecuencia de la accion de los programas de control
durante 1993-2011. La comparacién de los analisis poblacionales de P. vivax del sureste de
México con las poblaciones de parasitos de otras regiones geograficas sugieren que los
parasitos del sureste de México podrian tener una historia muy similar a la de Suramérica: una
poblacién descendiente de los linajes extintos de Europa que diversificaron de manera local.
Ademas, los valores significativos de Fst que presenta el sureste de México y la presencia de
un clado casi exclusivos de parasitos del sureste de México sugieren un proceso de
divergencia. Para reforzar los resultados aqui presentados seran necesarios analisis
gendmicos que nos permitan analizar el méximo nimero de polimorfismos en cada muestra,

de esta manera el nivel de resolucién en los analisis sera mayor.
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6. Comentarios finales y perspectivas.

En el presente trabajo analizamos la diversidad genética, estructura poblacional y demografia
historica de P. vivax en el sureste de México durante 1993-2011. El analisis de los resultados
obtenidos y la informacion epidemiol6gica recabada indican que el foco de transmision
persistente del sureste de México ha presentado una tendencia a la disminucion gradual en el
ndmero de casos de paludismo y decremento en el nimero de infecciones con genotipos
multiples (IGMs) desde 1993. El mayor niumero de casos se registro entre 1993-2000, en el
mismo periodo se concentraron la mayoria de las IGMs, y en los afios posteriores cuando el
ndamero de casos fue menor, el nimero de IGMs fue mucho mas bajo. La reduccion del
ndamero de casos y de las IGMs concuerda con el aumento del desequilibrio de ligamiento
durante 2002-2011. También se detecto la persistencia de pardsitos divergentes durante
1993-2011, estos parasitos divergentes pudieron ser producto de eventos de recombinacion
antigua, pero con la reduccion de la transmisién se han reducido las probabilidades de la
generacion de nuevas variantes genéticas por recombinacion, y consigo se ha generado una
transmisién de tipo clonal, donde la recombinaciéon sigue ocurriendo, pero se da entre
genotipos idénticos o muy similares. Ademas, se sabe que la reduccion de la transmision,
recombinacién y diferenciacién genética en una regién pueden afectar el tamafio efectivo de
las poblaciones. En este estudio, detectamos una tendencia a la disminucion gradual del
tamafio efectivo de la poblacion del parasito durante 1993-2011 y alta diferenciacién genética
de la poblacién del sureste de México.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren la fragmentacion de la poblacion del
pardasito y aumento en la endogamia, estos indicadores pueden ser el reflejo de la reduccion
de la transmision del paludismo desde 1993.

Los andlisis temporales de genética de poblaciones nos permiten entender la biologia,
patogénesis, epidemiologia y evolucion de P. vivax, y son Utiles para evaluar los avances en el
control de la enfermedad y en la vigilancia epidemiolégica en la regién. La genotipificacién de
multiples loci nos permitird determinar el nimero de genotipos en una infeccion y a distinguir si
una infeccién es resultado de una recaida o de una infeccién nueva, ayudando a entender las
dinamicas de transmision. El analisis de marcadores bajo seleccién natural, como candidatos
para vacunas, de resistencia a farmacos o especificidad en la infectividad del vector, pueden
ser Utiles para inferir la historia evolutiva de eventos de seleccion, detectar el surgimiento de
nuevas mutaciones benéficas para el parasito y rastrear sus dispersiones en la regién y a
través del mundo. El conocimiento de los cambios a nivel genético de las proteinas

involucradas en los procesos de infeccion es importante para el desarrollo y monitoreo de
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vacunas y métodos de diagndstico. Ademds, los patrones de variacibn genética entre
poblaciones a diferentes escalas geograficas nos permitiran hacer inferencias de la estructura
entre poblaciones. Esta informacion es de utilidad para identificar de los linajes existentes en
cada sitio geogréfico, si los parasitos pueden ser genotipados a su lugar de origen, los casos
locales e importados pueden ser tedricamente detectados. Toda esa informacion puede
culminar en la descripcién de mapas de la diversidad genética del parasito que podria ayudar
a mejorar nuestro conocimiento sobre las dinamicas de transmision y observar cambios en
respuesta a las medidas de control, fendmenos naturales y/o sociales.

Finalmente, los estudios de genética se han visto beneficiados por las nuevas herramientas
moleculares y tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento. Diversos genomas de P.
vivax han sido obtenidos en diferentes regiones geograficas y han ayudado a obtener una
mejor resolucién de su genética poblacional. Los futuros estudios de P. vivax en el sureste de
México podrian hacer uso de estas tecnologias para analisis de gendmica poblacional,
ampliando nuestro conocimiento de la biologia, patogénesis y evolucion del parasito, y en la

vigilancia epidemiolégica molecular del paludismo.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo tenemos las siguientes

perspectivas:

» Detectar epitopos de células B en las secuencias de aminoacidos de las proteinas
PVMAP1s, y PVAMAL., y proyectar sus frecuencias en el tiempo. Las variantes mas
frecuentes se podran utilizar para obtener proteinas recombinates.

» Evaluar la capacidad de las proteinas recombinantes (PvMAP14, y PVAMAL,) de manera
individual y en combinacion en la deteccidbn de anticuerpos en sueros de personas
sintomaticas o asintomaticas y pacientes en seguimiento. Con el fin de desarrollar un
método diagndstico que ayude a la vigilancia epidemiolégica.

» Realizar andlisis de los cambios genéticos en el tiempo con diversos marcadores de
interés (microsatélites, SNPs, mitocondria, genes bajo seleccion), esto permitird obtener
conocimiento mas amplio de la genética poblacional del parasito en la regién.

» Dar seguimiento de la genética poblacional del parasito en la region, de 2012 a la
actualidad. Asi como iniciar estudios de genomica de poblaciones de P. vivax en el foco
de transmision de noroeste del pais y en la frontera sur de México con Guatemala y

Belice, y en Centroamérica.
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7. Anexos.

Anexo 1. Nameros de acceso, regiones y pais de las secuencias de pvmspla, utilizadas en

este estudio.

Numero de acceso NCBI N Region Pais Referencia
KR871926 - KR872017 92 | Centroamérica | Nicaragua Gutiérrez et al., 2015
JF682785 - JF682790 11 | Suramérica Brasil Putaporntip et al., 2000
AB564559 - AB564588 30 | Medio Oriente | Turquia Zeyrek et al., 2010
EU430452 - EU430479
AF435616 - AF435620 _ India - Thakur et al., 2008

40 | Sur de Asia Sheikh et al., 2014

KF612323 Bangladesh Putaporntip et al., 2002

AF435639 ’

GUL75174 - GU175268 106 | Sur de Asia Sri Lanka I\D/Ilaa:aeragg’rizecil;. no

AJ292349 - AJ292359 . ’
publicado

JX490129 - IX490156 28 | Sureste de Asia | Myanmar | 210U Y Chen, no
publicado

AF199393 - AF199404

AF199408 - AF199410 Putaporntip et al., 2000

AF435595 - AF435599 . . . Putaporntip et al., 2002

AF435601 - AF435615 206 | Sureste de Asia | Tailandia | ;) tives et al.

GQ890872 - GQ891041 2010

GQ912337

JX461286 - IX461295

JX461300 - JX461310

jijggi; jijgig;; 44 | Sureste de Asia | Camboya Parobek et al., 2014

JX461297

JX461298

GU971656 - GU971705 50 | Sureste de Asia | Singapur Ng et al., 2010

JX490129 - JX490156 Zhu et al., 2016

JX993754 30 | Este de Asia China Zhou y Chen, no

JX993755 publicado

HQ171934 - HQ171941 Corea del Han et al., 2011

AF435635 - AF435638 198 | Este de Asia Sur Putaporntip et al., 2002

JQ446312 - JQ446322 Kang et al., 2012

AF435632 2 Oceania Vanuatu Putaporntip et al., 2002

AF435634
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Anexo 2. Numeros de acceso, regiones y pais de las secuencias de pvamal,.; utilizadas en

este estudio.

NUmero de acceso NCBI N Regién Pais Referencia
EU346015-EU346087 73 Suramérica Venezuela Ord et al., 2008
JFE82785-JF682790 101 | Medio Oriente Iran g/luot::?(\;/:clill)et e
JIX624732-IX624760 Zakeri et al., 2000
EF218679-EF218701 23 | Sur de Asia Sri Lanka Gunasekera et al. 2007
EF025187-EF025197 . . Rajesh et al. 2007
EU282774-EU282822 60 | Surde Asia India Thakur et al. 2008
FJ784891-FJ785121 231 | Sureste de Asia | Tailandia Putaporntip et al. 2009
KX495505-KX495577 73 Sureste de Asia | China Zhu et al., 2016
KM230319-KM230384 66 | Este de Asia Corea (Kang et al. 2015

Papua
KC702458 .
KC702402-KC702503 102 | Oceania gld?nv:a Arnott et al. 2013
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Anexo 3. Numeros de acceso, regiones y pais de las secuencias de pvcoxlsio utilizadas en
este estudio.

Numero de acceso NCBI Region Pais
KF638363 Norteamérica México-CDC
KF638368 Norteamérica México-CDC
KF638390 Norteamérica México-CDC
AY791549 Centroamérica -
AY791550 Centroamérica -
KF668383 Centroamérica CDC
KF668402 Centroamérica Belice-CDC
KF668385 Centroamérica Guatemala-CDC
KF668403 Centroamérica Guatemala-CDC
AY791543 Centroamérica El Salvador
AY791551 Centroamérica El Salvador
KF668372 Centroamérica El Salvador-CDC
KF668377 Centroamérica El Salvador-CDC
KF668384 Centroamérica El Salvador-CDC
KF668396 Centroamérica El Salvador-CDC
AY791545 -6 Centroamérica Honduras
KF668364 Centroamérica Honduras-CDC
KF668371 Centroamérica Honduras-CDC
KF668374 Centroamérica Honduras-CDC
KF668376 Centroamérica Honduras-CDC
KF668378 Centroamérica Honduras-CDC
KF668388 Centroamérica Honduras-CDC
KF668393 Centroamérica Honduras-CDC
KF668408 Centroamérica Honduras-CDC
AY791541 Centroamérica Nicaragua
KF668375 Centroamérica Costa Rica-CDC
AY791542 Centroamérica Panama
AY791548 Centroamérica Panama
AY791544 Centroamérica Rep. Dominicana
KF668373 Suramérica Guyana Francesa-CDC
AY791529 - 30 Suramérica Brasil
AY791532 — 33 Suramérica Brasil
AY791535 - 40 Suramérica Brasil
AY598074 — 96 Suramérica Brasil
KC330558 - 614 Suramérica Brasil
KC330633 - 63 Suramérica Pera
AY791549 Suramérica Colombia
KC330370 - 85 Suramérica Colombia
KC330664 — 78 Suramérica Venezuela
KF668369 Suramérica Ecuador-CDC
KF668416 Suramérica Ecuador-CDC
SRP081144 Europa Espafia
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KF668380 Africa CcDC
KF668362 Africa Sudan-CDC
KF668389 Africa Uganda-CDC
JN788737 Africa Angola
AY791528 Africa Namibia
JIN788766 Africa Tanzania
IN788764 Africa Ruanda
JN788763 Africa Nigeria
JIN788765 Africa Sao Tome y Principe
AY791526 — 27 Africa Mauritania
AY791517 — 25 Africa Etiopia
KF668392 Africa Etiopia-CDC
KF668401 Africa Etiopia-CDC
KF668411 Africa Etiopia-CDC
KF668423 Africa Etiopia-CDC
KC330440 — 80 Africa Madagascar
JIN788738 — 62 Africa Madagascar
KC330481 — 96 Medio Oriente Turquia
JN788767 — 76 Medio Oriente Turquia

AY791625 - 26

Medio Oriente

Iran

KF668381 Sur de Asia Afganistan-CDC
KF668399 Sur de Asia Afganistan-CDC
AY791607 — 22 Sur de Asia India
AY791624 Sur de Asia India
AY791628 Sur de Asia India
AY791630 Sur de Asia India
KF668361 Sur de Asia India-CDC
KF668367 Sur de Asia India-CDC
KF668370 Sur de Asia India-CDC
KF668379 Sur de Asia India-CDC
KF668382 Sur de Asia India-CDC
KF668407 Sur de Asia India-CDC
KF668412 — 13 Sur de Asia India-CDC
KF668421 Sur de Asia India-CDC
KF668424 — 29 Sur de Asia India-CDC
AY791557 Sur de Asia Sri Lanka
AY791629 Sur de Asia Pakistan
KC330406 — 39 Sur de Asia Pakistan
KC330386 — 405 Sur de Asia Pakistan
AY598109 — 15 Sur de Asia Bangladesh
AY791691 Sur de Asia Bangladesh
KC330514 — 32 Sureste de Asia Camboya
JQ240399 Sureste de Asia Myanmar
JQ 240400 - 29 Sureste de Asia Myanmar
AY598035 - 73 Sureste de Asia Tailandia
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AY791583 Sureste de Asia Tailandia
AY791556 Sureste de Asia Tailandia
AY791558 - 60 Sureste de Asia Tailandia
KF668400 Sureste de Asia Tailandia-CDC
AY598121 — 27 Sureste de Asia Vietnam
AY791581 Sureste de Asia Vietnam
AY791584 Sureste de Asia Vietnam
AY791571 Sureste de Asia Filipinas
KC330533 - 57 Sureste de Asia Indonesia
AY598098 — 108 Sureste de Asia Indonesia
AY791552 Sureste de Asia Indonesia
AY791562 — 63 Sureste de Asia Indonesia
AY791567 Sureste de Asia Indonesia
AY791572 Sureste de Asia Indonesia
AY791576 — 80 Sureste de Asia Indonesia
AY791582 Sureste de Asia Indonesia
AY791555 Sureste de Asia Borneo
AY791573 Sureste de Asia Timor del Este
AY598128 — 39 Este de Asia China
AY791585 - 606 Este de Asia China
JQ240331 - 66 Este de Asia China
JQ240370 - 95 Este de Asia China
KC330497 — 99 Este de Asia Corea del Sur
KC330500 - 13 Este de Asia Corea del Sur
AB550270 — 79 Este de Asia Corea del Sur
KF668404 Este de Asia Corea-CDC
AY791554 Este de Asia Corea del Norte
AY791561 Oceania Melanesia
AY791565 — 66 Oceania Melanesia
AY791568 — 70 Oceania Melanesia
AY791574 Oceania Melanesia
AY791692 Oceania Melanesia
KF668410 Oceania Vanuatu-CDC
AY598116 — 18 Oceania Islas Salomén
AY791564 Oceania Islas Salomén
AY791631 - 90 Oceania Papua Nueva Guinea
KF668387 Oceania Papua Nueva Guinea-CDC
KF668391 Oceania Papua Nueva Guinea-CDC

Nota. Las tres secuencias de Europa (Espafia) se ensamblaron a partir de las lecturas subidas al

GenBank con nimero de acceso SRP081144 por Gelabert et al., 2016.
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