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PREFACIO

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el protozoario Trypanosoma
cruzi y transmitido a los seres humanos por los insectos infectados de la familia Triatominae. La
enfermedad afecta el continente americano y, en términos de salud piiblica e impacto econémico, es la
infeccién parasitaria mds importante en Latinoamérica. De acuerdo a la Organizacion Panamericana de la
Salud se estima que el nueve por ciento de la poblacion guatemalteca estd infectada y que el cincuenta y

dos por ciento est4 en riesgo (OPS, 1991).

A escata molecular del ADN, la habilidad de caracterizar cepas y clones del Trypanosoma cruzi es
fundamental para el entendimiento de la epidemiologia de la enfermedad. El parasito consiste en una
poblacion heterogénea compuesta de varias cepas que circulan en la naturaleza entre los vectores, los
reservorios silvestres, los animales domésticos y el ser humano. El aislamiento y estudio de poblaciones de
varios origenes demostré la presencia de un amplio rango de cepas con caracteristicas biolégicas,
inmunolégicas, biogquimicas y farmacologicas, Con el fin de contribuir a la tipificacion del parasito, en el
presente trabajo se identificaron tres locus correspondientes a microsatélites y se caracterizaron con

muestras recolectadas en las regiones endémicas de Guaternala, Panamd, Ecuador y Brasil.

Para realizar el estudio se construy6 una libreria genémica, en la cual se identificaron los fragmentos
que contenian microsatélites. Estos se amplificaron, clonaron y secuenciaron. En una segunda parte se
caracterizaron los microsatélites, amplificandolos en 43 aislados de T. cruzi. Una de las principales
limitaciones del andlisis foe la utilizacién de muestras no clonadas, lo cual dificulté el registro de alelos

verdaderos.

Esta investigacién fue financiada por los proyectos “Genetic varibility of Tiypanosoma cruzi as a
determinant of myocardial tropism”, de TDR/WHO, nimero A10322, Investigadora Principal Pamela
Pennington; “Latin american network for research on the biology and control of triatominae”, de ECLAT,
Coordinadora Nacional Celia Cordén y “Gorgas Memorial Research Award of the American Society for
Tropical Medicine and Higiene”, Investigadora Principal Pamela Pennington. Ademds, las muesiras de
Trypanosoma cruzi utilizadas en el proyecto, fueron recolectadas durante el proyecto “Encuesta
entomolégica basal en 6 departamentos del drea endémica para la enfermedad de Chagas”, de TDR/WHO,

no. 990545, Investigadora Principal Licda. Celia Cordén. La parte practica del estudio se lievo a cabo en

iv



los laboratorios del Centro de Estudios en Salud, Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de
Guatemala y Unidad de Investigacién y Adiestramiento en Entomologia Médica-Guatemala (MERTUG),
del Centro de Control y Prevencién de Enfermedad de Estados Unidos, o CDC por sus siglas en inglés

Center for Disease Control and Prevention en Atlanta, Estados Unidos.

Este estudio se llevd a cabo gracias a la ayuda de varios colaboradores. Entre los cuales se agradece a:
Dr. Pamela Pennington por haber brindado la eportunidad de iniciar la practica cientifica en un
laboratorio equipado con tecnologia de punta y por compartir sus conocimientos y experiencia a lo largo de
todo el proceso. A Dr. Maria Eugenia Morales por su capacidad didactica, CONsejos, apoyo y paciencia,
A Alejandra y Carmen Lucia por su constante apoyo en ¢l ambito profesional y personal. A Renata,
Edgar, Cynthia, Bernarda, Alejandra K., Roberto y demdas personas del laboratorio por su ayuda. A
Fredy por su ayuda en el analisis de datos. Al Dr. Ben Beard por permitir trabajar en su laboratorio. A
Gena Groner por facilitar su ayuda y experiencia en el uso del equipo de electroforesis capilar en et
taboratorio del CDC. A Licda. Celia Cordén, Dr. Mario Grijatva y Franklyn Samudie por facilitar las
muestras de 7. cruzi de Guatemala, Ecuador y Panamé respectivamente. A demds amigos y personas que

de alguna forma contribuyeron a la realizacion del presente estudio.

Quisiera dedicar la tesis a mis papdis, Arlel y Marina; a mis hermanos, Alexandra, Anawarki,
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RESUMEN

En este trabajo se identificaron locus correspondientes a microsatélites polimérficos en el genoma del
Trypanosoma eruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas. Para ello, se construyé una libreria
gendmica rica en microsatélites utilizando el método de captura magnética por afinidad, se clonaron los
fragmentos y se secuenciaron los ciones positivos para poder identificar y caracterizar los microsatélites.
Los microsatélites seleccionados se analizaron con 43 aislados de Trypanosoma cruzi, provenientes de
Guatemala, Panam4, Ecuador y Brasil; hospederos de varias especies de triatominos (Triatoma dimidiata,
Rhodnius prolixus y Rhodnius pallescens), mamiferos reservorios y humanos. Los alelos amplificados por

reaccién en cadena de la polimerasa se detectaron por electroforesis capilar.

Se consideraron polimérficos aquellos microsatélites cuyo alelo predominante tuviera una frecuencia
alélica menor al 95%. A partir de esto, se obtuvieron tres microsatélites polimérficos para las muestras
provenientes de Guatemala, Panama y Ecuador, y dos microsatélites polimérficos para las muestras de
Brasil. La marcada diferencia entre la heterocigosidad observada y esperada indic6 una desviacion de
Hardy-Weinberg, tal como se esperaba. Para caracterizar la poblacion se determing [a distancia genética de
Nei Li y se tipificé cada aislado por medio del genotipo correspondiente. Basandose en la distancia
genética de Nei Li, los aislados formaron dos grupos principales: aunque la separacién no fue tan clara
posiblemente debido al reducido nimero de microsatélites analizados. F malmente, el origen geogréfico de

las muestras se pudo diferenciar casi en un cien por cien por medio de los genotipos identificados.
El analisis a través de secuencias microsatélites demostré que representan un marcador molecular con

la capacidad de cuantificar la diversidad del Trypanosoma cruzi, Sin embargo, se deberia de aumentar el

namero de microsatélites y muestras para que [os resultados sean representativos.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es generada por el protozoario Trypanosoma
cruzi, el cual se transmite principalmente por los insectos hematdfagos de la familia Reduviidae, sub
familia Triatominae. En las ultimas décadas, también se han visto casos de transmisién por transfusion
sanguinea o transplacentaria. De acuerdo a informes de la Organizacion Mundial de la Salud, en 1991, se
estima que la enfermedad afecta entre 16-18 millones de personas, provoca 50,000 muertes anuales y
existen 100 millones de personas en riesgo de adquirirla. La fase aguda pasa inadvertida y la carencia de
formacos capaces de eliminar los efectos nocivos del pardsito, o vacunas que permitan prevenir una

infeccién, hacen de esta enfermedad un problerna de salud pitblica importante.

La enfermedad de Chagas se caracteriza por un curso clinico variable que varia desde casos
asintomdticos hasta una enfermedad crénica severa, con desarrollo de problemas cardiacos y/o digestivos.
Esta variabilidad se atribuye tanto a las diferencias en la respuesta del huésped como a la heterogeneidad
del genoma del pardsito. La variabilidad genética del Tiypanosoma cruzi se ha analizado a nivel proteico,
por medio de electroforesis de isoenzimas, asi como a nivel del genoma total, por medio del uso de

marcadores moleculares, como los microsatélites.

Los microsatélites representan una herramienta poderosa, en cuanto a caracterizar la estructura del
genoma, ya que permiten el estudio de la diversidad a nivel del ADN nuclear; combinan especificidad y
alta variabilidad; vy son facilmente amplificados por medio de reacciones en cadena de la polimerasa

utilizando cebadores especificos para la region de ADN que flanquea la secuencia repetitiva.

La baja tasa de polimorfismo observada en las muestras nacionales, al utilizar cebadores diseiiados
para microsatélites polimérficos en muestras de Brasil, hizo necesario el desarrollo de nuevos cebadores
(Pamela Pennington, comunicacién personal). La identificacién y caracterizacion de otros microsatélites
polimérficos permitié analizar permiti6 el analisis de muestras de 7. cruzi aisladas de triatominos de
regiones endémicas de Guatemala, con lo cual se caracterizd la estructura genética de estas poblaciones.
Esta caracterizacion permitio hacer un perfil genético de las cepas aisladas de las heces de los triatominos.
A futuro, este andlisis permitira la determinacién de las diferencias entre cepas de Trypanosoma cruzi y el

esclarecimiento de la relacién entre cepa de parasito y forma patogénica observada en el paciente.



II. ANTECEDENTES

A. Enfermedad de Chagas

. Generalidades. La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana descubierta por

Carlos Chagas en 1909, es una afeccién parasitaria causada por el Trypanosoma cruzi,
protozoario hemoflagelado transmitido a los seres humanos por medio de las heces de insectos
hematdéfagos de la familia Triarominae infectados, de transfusiones de sangre de donadores infectados, por
infeccién conggnita, o, mds frecuentemente, por transplantes de o6rganos, alimentos contaminados o
accidentes de laboratorio. La enfermedad de Chagas se distribuye a lo largo del continente americano,

desde el sur de Argentina hasta el sur de los Estados Unidos (Macedo ez, af., 2002).

Las pérdidas econdmicas a lo largo del continente, debido a una mortalidad temprana y al impedimento
que conlleva la enfermedad en la poblacion activa, son equivalentes al 2.5% de la deuda externa de todo el
continente en 1995. En la actualidad no existe ni vacuna para prevenir la enfermedad de Chagas ni firmaco

para curar la infeccidn una vez se observan sintomas clinicos (WHO, 2000).

2. Agente infeccioso. Ei Trypanosoma cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidae,

suborden Trypanosomatina y orden Kinetoplastida. Los tripanosomas tienen los componentes
celulares tipicos de los eucariotas: niicleo, microtibulos, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y una
mitocondria. El cuerpo kinetoplastido situado en la base del flagelo, el cual corresponde al organelo
mitocondrial, es el componente celular que unifica al orden Kinetoplastida., vid figura 1 (Campbell, 2002;

INGEBI, 2003).

La transmisién vectorial ocurre cuando, inmediatamente después de succionar la sangre, el hematdfago
defeca (vidfigura 2), liberando los pardsitos en su forma de tripomastigote metaciclico (vid figura 3) en las
heces contaminadas. El prurito causado por la picadura incita al huésped mamifero a facilitar el contacto
de las heces contaminadas con herida, las mucosas bucales o la conjuntiva, provocando la infeccién, Los
tripomastigotes metaciclicos invaden las células de varios tejidos, donde se diferencian a amastigotes
(vidfigura 3), los cuales se multiplican intracelularmente por fisién binaria (cada 12 horas). Una proporeién
de los amastigotes se diferencia a tripomastigotes sanguineos, los cuales son liberados, junto con algunos
amastigotes, durante la lisis celular del huésped. Los amastigotes liberados infectan nuevas células,
mientras que los tripomastigotes reingresan al torrente sanguineo y eventualmente seran ingeridos por los
insectos Reduviidge, durante una picadura. Al llegar al intestino del insecto, los tripomastigotes se

diferencian a dos formas replicativas: epimastigotes (vid figura 3) y esferomastigotes. Estos proliferan por
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division celular y, al llegar al recto, se adhieren por medio del flagelo a la ampolla rectal. Es aqui donde se
diferencian a tripemastigotes metaciclicos, estadio infectivo del parasito, completindose el cicle de vida
(vidfigura 4) Dicha diferenciacién es inducida por componentes de la orina, la cual es inyectada en ¢l

momento de la deyeceion. (Macedo ef a/, 2002; INGEB!, 2003).

Figural
Dibujo esquemitico, basado en datos de microscopio electrénico, identificando
estructuras del Trypanosoma cruzi en su estadio epimastigote.

(Adaptado de Wanderly, 1999)

HMitocondria

Figura 2
Vector de la enfermedad de Chagas en el proceso de defecar

(Blitzman, 2000)
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Figura 3
Formas de desarrollo del Trypanosoma cruzi

(Blitzman, 2000; Atlas de parasitologia, 2003a y 2003b; Campbell, 2002)
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Figura 4

Representacidn esquematica del ciclo de vida del protozoo flagelado Trypanosome cruzi
(Adaptado de Macedo, 2002)
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Durante la succién de sangre, el insecto defeca en la piel. {b) El protozoo en la heces, en la forma de tripomastigote metaciclico (15—
25 micrones en longitud y dirigide por un flagelo largo vnide & una membrana ondular), entra en ¢l huésped mamifera (humano cn
esta figura) cuando se rasca [a piel o se restriega las mueosas. (c) En el huesped mamifero, los tripomastigotes penetran células locales
y se difereneian a amastigotes; estos ticnen una forma redonda replicativa intraceludar, 1.5-5 micrones en ancho y carentes de tlagelo,
los cuates se multiplican intracelulannente. Algunos amastigotes se diferencian de Nuevo a tripomastigotes, provocan la lisis cclular,
{d) Una vez que la célula muere, los amastigotes y tripemastigotes son liberados e () infectan nuevas eélulas, () reingresan al toreente
sanguineo o (g) colonizan tejido muscular o neuronal como maltas de amastigotes. (h) Los insectos Rechuviidae son infectados cuando
¢l insecto se alimenta de sangre que contiene tripomastigotes (alimento sangre). (i) En el intestino del insecto, fos tripomastigotes se
diferencian a epimastigotes; los cuales son formas replicativas intraveetoriales de 20 micrones en longitud, con un flagelo largo y
proliferan principalmente por reproduccion asexual,  Alecanzando ¢l recto, estas formas se diferencian a los tripomastigoles

metacielieos infectivos, completdndose el ciclo de vida.

3. Patogénesis. Después de la infeccion del parasito en los humanos, el perfodo de

incubacion es de 1-2 semanas, La enfermedad se manifiesta, la primera vez, por una fase
corta y aguda, caracterizada por la presencia de gran cantidad de parésitos en el torrente sanguineo,
seguida de una fase crénica, con escasa parasitemia. La fase aguda generalmente ocurre en los nifios; se
caracteriza por fiebre variable, malestar general, irritabilidad, cefalea, hepatoesplenomegalia vy
linfadenopatia. Esta etapa puede ser desde asintomatica, hasta grave o fatal. Es comiin encontrar una
reaccion inflamatoria local (chagoma), con crecimiento de los nédulos linfiticos regionales, asi como

edema unilateral de alguno de los parpados (signo de Romafia). Las manifestaciones que amenazan la vida



0 que son mortales incluyen miocarditis y meningoencefalitis. En la fase indeterminada, el paciente se
encuentra asintomdtico, pero si se le estudia adecuadamente se encontraran datos sugerentes de miocarditis.
Esta fase puede durar por tiempo indefinido o adoptar la forma crénica (Macedo, 2002; Ojeda y Murguia,

1998).

La enfermedad crénica estd caracterizada por una sintomatologia clinica variable; desde ausencia de
sintomas hasta enfermedad severa, con problemas cardiovasculares o pastrointestinales. Las patologias
cardiacas muestran una miocarditis crénica que termina, generalmente, en cardiomegatia, fallo cardiaco y
arritmias. La forma digestiva de la enfermedad, que consiste en ia dilatacion del esofago y/o coldn
{megaesdfago v/o megacoldn, respectivamente) puede observarse en estados avanzados. Patologicamente,
el corazon y el tracto digestivo muestran infiltrados linfociticos, con escasez o pérdida de células del
miocardio en la cardiopatia v degeneracion neuronal, con denervacién, en el megaeséfago y megacolon
(vid figura 5). En Brasil, la forma asintomatica o indeterminada es la méds coman (60-70%), seguida de las
formas cardiacas y digestivas (20-30% y 8-10%, respectivamente) y la forma cardio-digestiva es la mas

rara (Macedo, 2002).

No existe un tratamiente definitivo, inmunoldgico o medicamentoso. El tratamiento especifico se debe
establecer con rapidez en la fase aguda, con lo cual ios sintomas mejoran y los tripanosomas desaparecen
de la sangre periférica en cinco dias. En los casos crénicos se logra la disminucion de la parasitemia y
revertir el xenodiagndstico positivo (que consiste en hacer picar al paciente por los triatominos y descubrir
los parasitos en las heces 45 a 60 dias después de la ingestion de la sangre), pero no sucede o mismo con la
reaccion seroldgica, que pocas veces se vuelve negativa. Son dos los medicamentos que se usan
tradicionalmente: nifutimox y benzonidazol, éste ultimo es el de mayor eleccion. El tratamiento no mejora
fa funcion cardiaca, las manifestaciones clinicas, ni la progresion de la enfermedad. EI tratamiento
sintomdtico de los pacientes incrementa su vida atil, basiéndose en diuréticos y antiarritmicos, también son
uttiles los marcapasos de demanda y/o la cirugia para la sutura o reseccion de aneurismas cardiacos (Ojeda y

Murguia, 1998).

Atin queda sin resolver la razon por la cual los pacientes desarrollan las formas cardiaca, digestiva,
cardio-digestiva o indeterminada. Una posible explicacion es la variacién geografica significativa en la
prevalencia vy severidad de las diferentes formas de la enfermedad. Por ejemplo, en Chile, la forma
digestiva es la mas frecuente, mientras que en Argentina ésta solo corresponde al 3.5% del total de la
enfermedad. Estudios epidemiologicos han mostrado una distribucion variable de las formas clinicas,
incluso dentro de las regiones endémicas. Se cree que esta heterogeneidad geogréfica es provocada
principalmente por la variacién genética del Trypanosema cruzi; ya que no existe una correlacion clara con

cualquier patrén de etnia o genética humana, o variacién ambiental (Macedo, 2002).



Figura 5
Patologia cardiaca y digestiva de la enfermedad de Chagas

(Campbell, 2003)

Cardiomegalia chagdsica Megacolon en la necropsia con aneurismi

4. Epidemiologia. Estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

indican que la enfermedad afecta entre 16-18 millones de personas, provoca 50,000
muertes anuales y existen 100 millones de personas en rviesgo de adquirirla; cifra que representa
aproximadamente el 25% de la poblacion en América Latina. La enfermedad de Chagas se distribuye
desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de la Argentina, principalmente en las dreas rurales pobres de
Centro v Sur América (vid figura 6). En el cuadro 1, se muestra la incidencia anual de la enfermedad de
Chagas en Centroamérica. En el cuadro 2, se muestra los datos epidemiolégicos y tratamientos para la

enfermedad de Chagas (CDC, 2002a; CDC, 2002b; Ojeda y Murguia, 1998; WHO, 2000).

Figura 6
Distribucién geografica de la enfermedad de Chagas

{Adaptado de Seattle Biomedical Research Institute, 2002}

Distribucién geografica de la
enfermedad de Chagas




Cuadro 1

Situacion de la infeccion por Trypanosoma cruzi en los paises de Centroamérica

(OPS, 1999)

Poblacidn en riesgo Poblacién estimada infectada
0,
" . %Total de la b2 7 Total de Tasa’ Incidencia
PAIS No. oblacidn No. la (00,000) anual
pobia poblacién’ :

Belice - - 675 0,35 357 6]

’ 265°

=t

Costa Rica 1.112 45 130 5,30 5316 ;12'2’8,
10.048
El Salvador 2.146 43 322 6,90 6.945 10.594°
3 3
Guatemala 4.022 52 730 9,82 9.827 30'9765
28.387

Honduras 1.824 42 300 7,41 7.446 9.891"
' ’ ’ 11.490°

¥

Nicaragua ) . 67 1,82 1.822 ,fg égs
. R 7.130°
Panama 898 42 220 10,60 10.643 53465

a. en miles. b: Numero (otal, 12 las cifras corresponden a los aflos 1980-1986 y se obtuvieron de :Weekly Epidemiol Rec 65:257-264,

1990 y TDR. Eight Program Report pp 89-98, 1987. Cuando las encuestas duraron més de un ano, las tasas se obtuvieron

considerando la media de 1a poblacién de los afios 1980-1985 obtenida de la Condiciones de Salud de [a Américas. OPS Pub Sci No.

539, Vol 1, pp 41-42, 1994, 2: Schodield, J. Diaz JCP. Proc. Int Workshop on population genetics and control of Triciomince.

Ecuador pp | 1-16, 1995. 3: La poblacién total para los calculos se obtuve de Condiciones de Safud de las Américas, OPS, Pub Sci No.
539, Vol |, pp 41-42, 1994, 4: Hayes, RJ, Schofield J. Bel Ofic Sanit Panam 108:308-316, 1990. 5: Schoficld J, Dujardin, JP.

Parasitol Today 13:141-144, 1997

Datos epidemioldgicos y tratamientos para la enfermedad Chagas

Cuadro 2

(Adaptado de Structural genomics of pathogenic protozoa, 2003)

Organismo

Trypanosoma cruzi

En riesgo

100 miilones — América Central y Sudamérica

Seres humanos infectados 16-18 millones

Resultados de la
enfermedad

10-30% muere por complicaciones
después de décadas de infeccion

Vacunas en desarrollo

Pobre, debido a la variabilidad genética

Farmacos disponibles

Sé6lo 1 —toxico e ineficaz-

Resistencia a fArmacos

Se sospecha




En condiciones naturales, el flagelado Trypanosoma cruzi infecta a mas de 100 especies de mamiferos
de distintos érdenes. Originalmente la enfermedad era una “zoonosis” que recientemente se extendié a
humanos. El medio de transmision mds comin entre los huéspedes vertebrados es por medio de
triatominos del orden Hemiptera y familia Reduviidae, tales como Triatoma, Rhodnius y Pastrongylus; los
cuales tienen el pardsito en su intestino. En general, la presencia de insectos Triatominae es una indicacion
de una transmision activa del Trypanosoma cruzi. Sin embargo, también existen casos de infeccién por
transfusiones de sangre contaminada, transplantes de Organos ¢ traspaso de madre a hijo (Campbell, 2002;

Macedo et af, 2002).

El parasito existe en tres diferentes ciclos: el domiciliar, el peri domiciliar y el selvatico. El ciclo
selvatico involucra pequefios mamiferos salvajes, tales como los armadillos, marsupiales del género
Didelphis y varias especies de roedores que viven en contacto cercanc con una o mas especies de
triatominos (no adaptados a [os habitats domiciliarios), los que transmiten el parasito de un animai al otro.
La transmisién a huéspedes salvajes ocurre ya sea via las heces contaminadas del triatomino, ¢ por
ingestion de los triatominos infectados. La especie Rhodnius prolixus esta asociada al ciclo de transmision
selvatico. Al irse internando en la selva, los seres humanos se convirtieron, junto con los animales
domésticos, en nuevas fuentes de sangre para los triatominos salvajes. La transmisién del Trypanosoma
cruzi a los seres humanos y sus animales domésticos, por especies de triatominos salvajes, constituye el
ciclo peri domiciliar, el cual resulté de especies salvajes que utilizaron las fuentes de sangre en los habitats
domiciliarios y peri domiciliarios. Los armadillos y [os marsupiales del género Didelphis juegan un roi
importante en Ja unién de los ciclos selvatico y doméstico; ¢llos estdn infectados toda su vida e infectan
triatominos que invaden casas o infectan animales domésticos (vid figura 6). Eventualmente, las especies
salvajes se han adaptado a vivir cerca de los seres humanos. Las paredes de barro, los techos de hoja de
palmera o de paja, los catres, las rajaduras en las paredes de adobe, los gallineros y otro tipo de
microhabitats ofrecen condiciones ideales para la colonizacion del vector. La transmision  del
Trypanosoma cruzi  entre triatominos adaptados a los habitats domésticos, seres humanos y animales
domésticos constituye el ciclo domiciliar, El principal reservorio para las infecciones humanas son los
perros y gatos domésticos. La especie Triatoma infestans es responsable de este ciclo de transmision en el

Cono Sur (Campbell, 2002; Grijalva, 2002}.

5. Vectores. Existen mas de 90 especies reconocidas de Triatominae, de los cuales 9/10

estan restringidos a América y el Caribe (vid distribucién en figura 8). La maycrfa de
éstos estan infectados con Trypanosoma cruzi. Los vectores domésticos mas importantes de 7. cruzi, tales
como P. megistus, T. brasiliensis, T. maculata y T. infestans tienen una distribucion mas alla de sus
ecotopos de sus ecotopos silvestres. Los principales ecotopos silvestres de estas especies son identificados
como nidos de marsupiales, especialmente Didelphys, para P. megistus, y areas rocosas colonizadas por

roedores tales como el moco (Cerodon rupestris) para T. brasiliensis y T. maculata. El ecotopo silvestre de



7. infestans en el sur de Brasil puede ser una adaptacion secundaria de focos domésticos de infeccion y el

ecotopo principal puede estar representado por cuevas de roedores inhabitadas, Existe evidencia que estas

especies han migrado, de manera autonoma y ayudada por el hombre, de zonas de transicion

silvestres/domésticas: P. megistus hacia el norte, 1. brasiliensis y T. maculata hacia el sureste y T, infestans

hacia el noreste. La migracion de especies domésticas es un fendmeno continuo (Martins, 1976).

Figura 7
El ciclo de transmision natural del Trypanosomea cruzi

(Adaptado de Campbell, 2003)
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Distribucion geografica de los principales vectores triatominos

(Oswaldo Cruz Institute, 2002b)
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En los pafses del Cono Sur (Argentina, Brasil y Chile), los vectores domésticos mas importanies de 7.
cruzi, (ales como P, megistus, T. brasiliensis, T. maculata y T. infestans, tienen una distribucién mas alla
de sus ecotopos silvestres. Los principales ecotopos silvestres de estas especies son identificados como
nidos de marsupiales, especialmente Didelphys, para P. megistus, y éreas rocosas colonizadas por roedores
tales como el mocéd (Cerodon rupestris) para T. brasiliensis y T. maculata.  El ecotopo silvestre de T.
infestans en el sur de Brasil puede ser una adaptacién secundaria de focos domésticos de infeccion y el
ecotopo principal puede estar representado por cuevas de roedores inhabitadas. Existe evidencia que estas
especies han migrado, de manera auténoma y ayudada por el hombre, de zonas de transicidn
silvestres/domésticas: P. megistus hacia el norte, T, brasiliensis y T. maculata hacia el sureste y T. infestans
hacia el noreste. La migracién de especies domésticas es un fendmeno continuo. No existe una relacion
aparente entre el tipo de habitat silvestre y la pregunta acerca de una especie que colonice casas. Todos los
habitats silvestres principales estan representados por especies domésticas: P. megisfus desde los nidos de
marsupiales y otros mamiferos, R. prolixus y T. sordida de las palmas con pdjaros y mamiferos, 7.
brasiliensis v T. maculata desde é4reas rocosas con roedores y T. patagonica desde arbustos. La
tocalizacién dentro de las casas de hoja de palma o techos de teja, o barro o paredes de piedras pueden, en
algunos casos, reflejar el hdbitat silvestre. Algunas especies se siguen adaptando a tos nichos domésticos,
como se ha visto en la asociacién peridomiciliar de 7. sordida con gallinas. Las caracteristicas de las
especies domésticas mas exitosas pueden predecirse por una falta de especificidad de huésped, una tasa alta
de crecimiento natural, poderes eficientes de dispersidn auténoma o adaptacion en reservorios y pocas
resiricciones climaticas o de microhdbitat. La escasez de especificidad de huésped puede observarse en

P. megistus, R pallescens, R. prolixus, y T. dimidiata selvaticos (Martins, 1976).

En Centro América, las especies Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus (vid figura 9) son los
principales vectores de la enfermedad de Chagas. La especie R. profixus prefiere habitar los techos de paja
de chozas y siempre pega sus huevos a un sustrato. La especie T. dimidiata tiende a situarse
principalmente en las paredes de [as habitaciones de casas con bajas condiciones sanitarias, en general a
una alfura no mayor a dos metros por encima del piso; pero también se encuenira detrds de cuadros, en
adornos colgados o en objetos acumulados de distintos tipos. Estos insectos también estan asociados con
casas cuyos pisos son de tierra, en los cuales las ninfas se pueden camuflajear al cubrir sus cuerpos con
residuos presentes en el suelo. En los alrededores de las casas, estos insectos se esconden en cualquier tipo
de objetos gurardados, en particular en los lefios apilados o en los gallineros (Tacano and Edman, 2001;

Zeledon et af., 2001).

Estudios poblaciones han mostrade que la especie T’ dimidiata tiene una amplia distribucion en Centro
América y se han encontrado focos tanto silvestres como domésticos; por lo que su controt presenta un
mayor reto. Por su lado, la especie Rhodnius prolixus esti totalmente domiciliada en la region

cenfroamericana y representa una poblacion ctonal. Esta especie ha sido reportada como Ja que sostiene la
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mayor tasa de transmisién a humanos. Programas de control del vector en el Cono Sur, donde el vector
principal de la enfermedad de Chagas es 7. infestans, han mostrado eficacia. Sin embargo, las tasas de
reinfestacién en las casas fumigadas se encuentran entre el 3 y el 88%, hasta 7 afios después del
tratamiento. Un estudio preliminar en Guatemala, en cuanto a la efectividad del tratamiento al fumigar las
casas infectadas con insecticida, indicéd la eliminacién de la especie R. prolixus hasta un afio después
mientras que T. dimidiata pudo reinfestar las casa fumigadas antes de un afio, posiblemente debido a la
existencia de un foco silvestre (Anderson et al., 2002; Corddn Rosales, 2002; Montenegro, 1943; Schofield,

1994)
Figura 9

Vectores principales de la enfermedad de Chagas
{Ohio State Untversity, 2002; Dumonteil, 2000}

Rhodnius prolixus Trintoma dimidiata,

B. Genética molecular

1. Organizaci(')n del genoma. El genoma del Trypanosoma cruzi estd organizado en

aproximadamente 20-25 bandas cromosomicas que varian de 0.3 a 1.6Mb; usualmente con
cromosomas mayores que 1.6Mb. El contenido de dcido desoxiribonucléico (ADN) total y nuclear varia
considerablemente entre diferentes cepas de Trypanosoma cruzi, entre clones de la misma cepa, e incluso

enire cromosomas homoélogos (Agilero ef al., 2000; Fonseca y Romanha, 2002).

Por mmedio de una secuenciacitn al azar del genoma total del Trypanosoma cruzi se determind que ¢l
contenido total del dinucledtido guanina-citosina (GC) representa aproximadamente el 50.9% y que la
cadena de adeninas {A), y de timinas (T), en forma de di- y trinucledtidos posee una frecuencia mayor que
la observada para el dinucledtido CA, el mas comin en vertebrados. Por medio de una bisqueda en la base
de datos de secuencias se identifico que la familia mas grande corresponde a la superfamilia de los
antigenos del Trypancsoma cruzi, mas conocida como las moléculas similares a las transialidasas,
involucradas en su mayoria en las interacciones huésped/parasito. Otras secuencias que conforman grandes
familias de genes en Trypanosoma cruzi son las de la cruzipain cistein proteinasa, una profeina grande con

funcién desconocida, y fas mucinas del parisito (vie/ cuadro 3). También se detectaron secuencias que
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codifican para genes ain no caracterizados. Al buscar repeticiones simples, de 1-6 pares de bases, se
identificé que las secuencias altamente repetitivas mas abundantes en Trypanosoma cruzi son cadenas de
timina (T), y su complementario, siguiéndole las cadenas del dinucleétido timina-adenina (TA) , y del
trinucledtido timina-adenina-adenina (TAA) , (vid figura 10). Las regiones de baja complejidad son ricas
en el dinuclestido adenina-timina (AT) y en los nuclesdtidos timina (T) y adenina (A), que en conjunto
representan mds del 85%. Como se muestra en ¢l cuadro 3, el elemento més abundante en el genoma del
Trypanosoma cruzi es el elemento repetitivo minicromosomal de 195 pares de bases. También se
identificaron secuencias altamente repetitivas, asociadas a los telémeros y al gene spliced leader (Agiiero et

al., 2000).

Cuadro 3
Grandes familias de genes en el Trypanosoma cruzi

(Adaptado de Agiiero et al., 2000)

A. Familia de genes No. de *GSSs{ No. de Copias estimadas
Degf-1 494 154
Trans-sialidase 427 632
1.1 non-LTR retrotransposon 214 149
Mucin 122 710
Cistein protetnasa (Cruzipain) 19 ot
ORF predecible (gi3053534), cromosoma 3 38 103
ap63 34 70
Histona H4 29 337
Homologo a 1a Casein quinasa 23 81
Adenilil ciclasa 19 18
Hsp70 18 25
Histona H2A 17 145
Helicasa 14 24
Hsp%0 11 13
Total 1499

B. Familias de ADN repetitive No. De GSSs No.de Copias estimadas
Repeticidn minieromosomal de 195pb 854 15287
TcIRE () 266 1664
VIPERR 174 257
C6 elemento inlerdisperso 230 560
SIRE 201 3011
Secuencias asociadas a los telomeros 131 1963
TelRE (1I) 47 2310
TRBSEQA 31 103
HCR6 [0 57
Spliced Leader gen 12 69
Total 2133
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C. Familias desconocidas No. De GSSs No.de¢ Copias estimadas
Cluster 2009 19 54

Cluster 2047 85 136

Cluster 2015 53 86

Cluster 1994 25 82

Cluster 2056 22 30

Cluster 2019 21 [02

Cluster 2027 12 58

Cluster 1986 10 48

Total 247

*Examen de [as secuencias del genoma o GSS por sus siglas en inglés de Genome Sequence Survey.
(A} Familia de genes (codifican para proteina). (B) Famitia de ADN repetitivo (probablemente no codifican). {C) Secuencias no

caracterizadas. Informacion acerca de las familias de genes desconocidos {secuencia consenso eomo GS5's individuales pueden

encontrarse en la siguiente direccion httpi/www.ith.unsam.edwar/genomelab/teruzi/gss. html.

Figura 10

Repeticiones de microsatélites y regiones de baja complejidad en el genoma del

250

£

Na. positives
3

Trypanosoma cruzi

(Adaptado de Agiiero ef al., 2000)

Ho. positivos

Se buscaron en la base de datos de GSS de Trppanosoma cruzi repeticiones simples y regiones de baja complepidad utilizando el
programa REPEA]:MASKER (4) Los 20 microsatélites mas abundantes. El valor minimo para n €s ¢l dado por el puntaje de Smith-
Waterman (SW) =F180, que es el timite para ser considerado como positivo, Cada microsatélite en la gralica incluye todas las
combinaciones, en consecuencia (A)n también incluye su complemento (T)n, y (ATGIn también incluye (CATn, (ATC)n, (TCAM,
(TGAM y (GAT)n. (B) Regiones de baja complejidad. Fl largo de las regiones detectadas varié de 16 pb a 308 pb.

2. Meétodos de deteccion de diversidad genética

a.

Electroforesis de isoenzimas. La electroforesis de isoenzimas consiste en el

analisis de los perfiles bioquimicos de extractos del parasito. Estos nltimos se someten

a una electroforesis de enzimas celulares o isoenzimas en geles de almidén o placas de acetato de celulosa

y a una tincién bioquimica con sustratos colotimétricos o fluorescentes especificos para las distintas
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enzimas. El analisis de las isoenzimas en extractos de 7. cruzi representa el primer método experimental

que demostrd [a extensa diversidad genética del pardsito (Macedo et. al,, 2002),

Desgraciadamente, existen suposiciones que limitan esta técnica. Por un lado, en un locus dado, la
electroforesis de isoenzimas revela dnicamente una porcién de la variabilidad genética real. Ademas, fos
patrones de descendencia y ancestralidad entre los diferentes alelos son imposibles de definir. Debido a
estas dos razones, el andlisis de isoenzimas no puede revelar relaciones histéricas entre los aleleos en si.
Sin embargo, cuando lo dnico que se quiera conocer es la frecuencia alélica, para determinar la estructura
geogrifica, la electroforesis de isoenzimas es ideal. Sin embargo, los cultivos de T. cruzi estin
generalmente contaminados con hongo, lo cual puede inducir cierto error en los resultados, ya que no se
puede diferenciar las protefnas del pardsito de las del hongo (Roderick, 1996; Comunicacion personal

Pamela Pennington).

En Brasil Miles, er al. (1978), propusieron la existencia de tres grupos isoenzimaticos, o zimodemos,
21, Z2 y 73, basidndose en el estudio de la variabilidad de seis diferentes loci del T. cruzi. Estudios
epidemiolégicos en Brasil demostraron que los zimodemos 21 y 23 estdn asociados principalmente al ciclo
de transmision silvestre mientras que el Z2 lo estd con el ciclo de transmisién doméstica. En Centro
América, Venezuela, Colombia y México el T. cruzi Z1 es el agente mas comiin mientras que el tipo Z2 no
se ha detectado, Ademds, se cree que la especificidad epidemioldgica varia de acuerdo de la region ya que
en Centro América y México el 7. cruzi del tipo Z1 estd asociado al ciclo doméstico y silvestre (Vallejo et
al., 2000; Comunicacion personal Pamela Pennington, 2003). Posteriormente, Tibayrene, er al., utilizando
quince loci, demostraron una mayor diversidad genética y 43 genotipos fueron propuestos. El andlisis
taxonoémico numérico de estos resultados sugirid la existencia de dos principales y altamente heterogéneos
linajes fillogenéticos del T, cruzi que difieren en varias propiedades bioldgicas: linaje [ y linaje 2. El linaje

2 puede subdividirse en cinco grupos génicos de menor importancia (2a-e) (Barnabe, ef af., 2000).

b. ADN polimérfico amplificado al azar “Randomly Amplified
Polymorphic DNA”, RAPD’s, por sus siglas en ingl€s. La técnica de ADN

polimérfico amplificado al azar, o RAPD, se basa en la amplificacion al azar de seceiones de ADN
nueclear utilizando un tnico cebador de 8-10 pares de bases cuya secuencia es arbitraria. Los productos se
visualizan en un gel que separa del fragmento de ADN particular amplificado dependiendo de su tamafio.
Se construye un érbol basado en la similaridad de frecuencias alélicas para reflgjar los fragmentos de ADN

compartidos entre poblaciones (Macedo et. o/, 2002; Roderick, 1996).

La técnica de RAPD contiene dos limitantes intrinsecas. Primero, las amplificaciones del ADN

constituyen los datos finales, obteniéndose asi una variacién experimental alta, especialmente cuando la
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temperatura de hibridacién utilizada es baja. Segundo, debido a la codominancia de las bandas, no se

puede diferenciar entre heterocigotos u homocigotos (Roderick, 1996).

La interpretacion de los RAPD's estd limitada por su baja repetibilidad, carencia de codominancia y
por la posibilidad de observar elementos no heredables o no-homélogos; un problema compartido con las
técnicas de electroforesis de isoenzimas y polimorfismo en 1a longitud de fragmentos de restriccion del
ADN (RFLP). Ademds, la poca especificidad del cebador no provee la misma resolucion que el andlisis de

los esquizodemos o la huella digital de ADN (Macedo er. @f., 2002; Roderick, 1996).

Cuando los RAPD’s fueron utilizados en el estudio de las diferentes cepas de 7. cruzi, se encontré una
correlacion con los resultados de la electroforesis de isoenzimas. Recientemente, los perfiles de los
RAPD’s fueron utilizados para corroborar la division del 7. cruzi en dos linajes principales. Aunque se
critique la repetibilidad de esta técnica, los patrones observados en el estudio del 7. cruzi probaron ser
estables, incluso después de un cultivo prolongado de un clon del pardsito de hasta 100 generaciones;
indicando que bajo condiciones estrictamente controladas los RAPD’s pueden tener una buena repetibilidad

(Macedo et. al., 2002).

c. Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion del ADN
kinetoplastido  “Restriction fragment Length Polymorphism of

Kinetoplastid DNA”, RFLP de kADN, por sus siglas en inglés. En Ila

técnica del polimorfismo en fa longitud de fragmentos de restriccion del ADN nuclear, los fragmentos de
ADN amplificados por medio de una reaccion en cadena de Ia polimerasa son digeridos con enzimas de
restriccion, las cuales cortan el ADN en secuencias especificas de cuatro o seis bases. Las sustituciones,
inserciones o eliminaciones de bases en el ADN de cada individuo crean o eliminan sitios de corte de la
enzima en estudio, alterando asi el nimero y el tamafio de los fragmentos detectados y generando un
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion del ADN o RFLP por sus siglas en inglés

restriction fragment length polvmorphisim (Roderick, 1996; Dowling, 1996).

Los parasitos del orden Kinetoplastidae, como el Trypanosoma cruzi, poseen un cinetoplasto que
contiene ADN (KADN) compuesto de una serie de maxicirculos (moléculas de ADN circular homogéneo),
y minicirculos (ADN circular heterogéneo que puede ser dividido en clase de secuencia, cuyo nimero vy
tipo puede diferir entre especies). El uso de este ADN en la técnica de RFLP dio lugar al RFLP del kDNA.
Las poblaciones de parédsitos que generan patrones de restriccion del kDNA similar o idéntico son llamadas
esquizodernos. Los analisis de kDNA RFLP identificaron un alio nivel de diversidad genética inesperada.
Junto con los experimentos de clonacidn, esta técnica demostrd por primera vez gue una cepa de 7. cruzi
podia contener dos o mas genotipos clonales distintos, Los esquizodemos presentaron cierta correlacion

con la clasificacion determinada por la electroforesis de isoenzimas. Estos analisis son limitados debido al
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monitoreo parcial del genoma, ya que los sitios de restriccion no son homogéneos en la totalidad del

genoma (Macedo et af., 2002).
d. Secuencias tnicas: microsatélites.

1} Defmicion. Los microsatélites son una clase de marcadores moleculares que
consisten en repeticiones consecutivas de secuencias de ADN gendntico cortas.
El nimero de repeticiones de éstos varia de 2-6 pares de bases de largo y poseen un tamafio minimo de 8
nucledtidos. Estas secuencias son también llamadas repeticiones cortas consecutivas {STR por sus siglas
en inglés short tandem repeats) o repeticiones de secuencias simples (SSR por sus siglas en inglés simple
sequence repeats). Los microsatélites han sido detectados en los genomas de todos los organismos
analizados hasta ahora, aunque el tamaiio y densidad varia dependiendo de la especie. Generalmente, estas
secuencias se encuentran principalmente en las regiones del genoma que no codifican, aunque pueden
encontrarse en aquellas que si lo hacen. La alta tasa de polimorfismo, la distribucion homogénea a Io largo
del genoma y la codominancia han clasificado a los microsatélites como unos marcadores moleculares
excelente. En el cuadro 4 se comparan los microsatélites con otros marcadores moleculares {Chambers,
MacAvoy, 2000; Dowling, 1996).
Cuadro 4

Comparacién de caracteristicas de tres marcadores moleculares:
Isoenzimas, RAPD’s y Microsatélites

(Adaptado de Jame and Lagoda, 1996)

Caracteristica Isoenzimas | RAPD's | Microsatélites
Codoeminancia Si No Si
Neutralidad Dudesa Si Si
Fase de deteccién
Embridén / Joven Raro Si Si
Adulto Si Si Si
No. De locus variables analizados 10-50 10-100 5-20
No. alelos por locus 1-5 2 1-50
Informacion molecular (estructura, mutaciones) Raro Raro Disponible
Costo relativo por individuo (sin escalas) | 1 3-4

2) Biologia. Los microsatélites se originan de regiones de simplicidad criptica, es

decir de regiones en las cuales existen repeticiones de secuencias mezcladas que

muestran cierto arreglo consecutivo (por ejemplo (GT)-AT-(GT)). A partir de estas regiones, los
microsatélites pueden crecer o disminuir, dependiendo del tipo de mutacién (insercion o delecion), de
acuerdo a dos mecanismos principales: replicacién con desapareamiento de hebra por corrimiento
durante la replicacién (slipped-strand mispairing) (vid figura 11} o por recombinacion entre inoléculas de

ADN. Ambos mecanismos permiten la alta tasa de mutacién de los microsatélites: 102en E, coli, entre 107
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y 107 en levaduras y alrededor de 107 eventos por locus por generacion en humanos (Goldstein and

Schiitterer, 1999; Chambers, MacAvay, 2000).

Los microsatélites se pueden dividir en seis clases dependiendo de como sea el motivo de repeticion.
Estas secuencias simples pueden ser puras o perfectas, puras interrumpidas, compuestas, compuestas
interrumpidas, complejas y complejas interrumpidas (vid cuadro 5 para ejemplos). Sin embargo, la
mayoria de investigadores se enfocan en aquellas repeticiones puras o perfeclas que contengan diez o mas
unidades repetitivas. Se ha encontrado que las repeticiones imperfectas generalmente son menos
polimorficas que las repeticiones perfectas. Por otro lado, se recomienda trabajar con tri- o tetra-
nucledtidos para evitar la formacién de bandas extras (stutfer bands) que son muy comunes en las
repeticiones compuestas de dinucledtidos; aunque se debe considerar que éstos tltimos son mas frecuentes

en el genoma que los tri- y tetranucledtidos (Goldstein and Schlstterer, 1999; Chambers, MacAvoy, 2000).

Figura 11
Modelo de mutacidn de los microsatélites: desapareamiento de hebra por corrimiento
(slipped-strand mispairing)
(Adaptado de Goldstein and Schlétterer, 1999)
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Cuadro 5
Ejemplos de las seis clases de microsatélites

(Adaptado de Chambers and MacAvoy, 2000)

Clase de microsatélite Ejemplo de microsatélite
Pura o perfecta —(CA) 14~
Pura interrumpida —~TA-(CA)4~TA~ (CA);
Compuesta ~{CT) 02— (CA)g-
Compuesta interrumpida ~(AC) 1,~AG-AA— (AG) 12
Compleja (TTTC) 3= (T) e= (CT) 1o~ (CYKY),~CTCC— (TTCC) 2
Complejas interrumpidas Algunas secuencias complejas, con interrupcion(es) dentro de la(s)
unidad{es) repetitivas

3) Aplicacién. El desarrollo de microsatélites como marcadores moleculares ha

provocado la generacién de una serie de aplicaciones que varian, desde la

estimacion de relaciones espaciales entre segmentos de cromosomas, hasta la elucidacidn de relaciones
temporales entre origenes de especies y género. La base de esta versatilidad se basa en los altos niveles de
variabilidad y la rapidez y confianza con las cuales se pueden obtener resultados en el laboratorio, La
hipervariabilidad de los loci de los microsatélites ha generado el desarrollo de tecnelogias, llamadas
cominmente perfiles de ADN, las cuales permiten la identificacién de individuos a nivel molecular, Esta
técnica estd siendo aplicada en el 4rea forense. Por otro lado, la heredabilidad codominante de este
marcador ha sido aplicada en el estudio de parentesco y en el anilisis de pedigries (Goldstein and

Schldtterer, 1999; Chambers, MacAvoy, 2000).

Sin embargo, el andlisis de microsatélites presenta problemas. En primer lugar, se encuentra el
fendmeno de la homaoplasia, en el cual se infiere que la identidad de estado (alelos de tamafios idénticos) es
igual que 1a identidad por descendencia (misma estructura y misma historia genética). Tales parejas han
sido nombradas electromorfos. La homoplasia provoca una sobreestimacion de la relacion entre dos
poblaciones o muestras de estudio, por o que la secuenciacién de los productos amplificados seria la tinica
solucidn para evitar este problema. Por otro tado es posible que ia region que flanquea el microsatélite
sufra una mutacién, impidiendo asi la unidn del cebador y por consiguiente la no amplificacion del locus
correspondiente. Este es Hamado alelo nule y provoca la subestimacién de heterocigocidad real (Chambers

and MacAvoy, 2000).

C. Estudios en microsatélites polimérficos identificados en

Trypanosoma cruzi

A pesar de la gran variabilidad clinica de ia enfermedad de Chagas, estudios basados en RAPD's

han indicado una clara divisién del Trypanosoma cruzi en dos linajes principales con una alta divergencia
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filogenética entre si. Esta divisidn ha sido oficialmente reconocida y los linajes se han denominado 7. cruzi
Iy T eruzi I, Estos dos grupos representan seguramente subespecies. Sin embargo, esta division siguié
presentando cierto debate, por lo que se inicio el estudio de la diversidad genética del parasito utilizando

como marcadores moleculares a los microsatélites (Macedo et /., 2001).

El andlisis de ocho microsatélites polimérficos amplificados en 30 aislados de T. eruz/ provenientes de
T infestans, humanos y mamiferos reservorios; recolectados en tres Estados de Brasil y tipificados como
pertenecientes al linaje 1, 2 o 1/2 mediante el ARN ribosomal, correspondiendo a los tipos Ilb, I y 11d
respectivamente {Brisse, er al, 2001), permitié establecer las siguientes evidencias: La presencia de
patrones de uno o dos picos en el interferograma en distintos locus apoya la nocion de diploidia del genoma
del 70 cruzi, La drastica desviacién de la regla de Hardy-Weinberg y el fuerte desequilibrio de relacidn
(linkage disequilibrium) sugieren que la reproduccién sexual es rara o inexistente y que la estructura de la
poblacién es clonal, como fue propuesto antertormente por el estudio de las isoenzimas., La presencia de
mas de dos bandas en un microsatélite se debe a la presencia de cepas multiclonales. El vso de
microsaiélifes como marcadores moleculares permitié observar una alta diversidad genética en el pardsito

(Oliveira, et al., 1998).

Sin embargo, Gaunt, et al. (2003), analizando sets clones obtenidos de dos aislados de 70 crwzi del
tipo 1, contradicen algunas de las suposiciones descritas en el pdrrafo anterior. Por un lado, la presencia de
més de dos alelos se explica por 1a presencia de una poliploidia en ciertas regiones del ADN del parasito.
Por otro lado, la estructura clonal y la carencia de una reproduccidn sexual del pardsito se pone en duda ya
que se expone la posibilidad de una fusion de genotipos parentales y la pérdida de alelos (Gaunt, et o/.,

2003).

En Guatemala, se realizo la amplificacién de los ocho microsatélites disefiados en Brasil en muestras
de T. cruzi aislados del vector 70 dimidiata. Sin embargo, la alta frecuencia de alelos nulos; [a carencia de
polimorfismo en tres loci y el bajo grado de polimorfismo en los dos microsatélites restantes indicd la
necesidad de disefiar microsatélites especificos para los aislados de 7. cruzi de Guatemala, {vid cuadro 6)

(Comunicacion personal Paimela Pennington).



Cuadro 6
Anélisis de polimorfismo de microsatélites disefiados en Brasil con muestras de aislados
provenientes de Guatemala

(Pamela Pennington, datos no publicados)

ocho microsatélites polimdrficos en
aislados de T. cruzi disefiados en Brasil

I
[ ]

cinco microsatélites potencialmente tres eliminados
polimérficos Alelos nulos en el 57% muestras
I
]
tres microsatélites eliminados por
dos microsatélites potencialmente carencia de polimorfismo
polimérficos Frecuencia alelo predominante >95%
f !
Microsatélite: MCLF10 Microsatélite: SCL1Q
Niumero de alelos: Numero de alelos:
Guatemala 3 Guatemala 2
Brasil 5 Brasil 12
Heterocigosidad observada: Heterocigosidad observada:
Guatemala 0.286 Guatemala 0.673
Brasil 0.35 Brasil 0.8

ID.  Genética de poblaciones

1. Frecuencia alélica en las poblaciones. Una medida de variacion

genética en las poblaciones es la frecuencia alélica en cada locus. La frecuencia de
cualquier alelo en una muestra es igual al doble del nimero de homocigotos para ese alelo (porque cada
homocigoto posee dos copias del alelo), mas el nimero de heterocigotos para ese alelo (porque cada
heterocigoto tiene s6lo una copia); dividido por el doble del niimero de individuos en la muestra (porque
cada individuo tiene dos alelos en ese locus). En otras palabras, para determinar la frecuencia alélica se
cuenta el nitmero de veces que aparece cada alelo en la poblacién y se divide por el nimero total de alelos

muestreados (Hartl, 1998; Tabashnik and Biack, 1996).

(2 * Homocigo!o) + Heterocigoto
(2 XN )

n

Frecuencia alélica=

Donde, Homocigoto es el nimero de homocigotos para el alelo en estudio
Heterocigoto es el nimero de heterocigotos para el alelo en estudio
N es el nimero de mucstras en estudio, en caso de tener un organismo diploide
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2. Equilibrio €1 una poblacién. Hardy y Weinberg propusieron una ley de

equilibrio de los genotipos en una poblacion, la cual tiene ciertas suposiciones: en una
poblacién grande, con reproduccién al azar y ausencia de seleccidn, migracion y mutacion, las frecuencias

de genes y genotipos permanecen constantes de generacion en generacion (Tabashnik and Black, 1996).

Para determinar si una poblacion estd en equilibrio de Hardy-Weinberg se hace un muestreo con un
nitmero de individuos y se estima las frecuencias genotipicas y alélicas. Los nimeros observados y
esperados se comparan usando una prueba no paramétrica como Chi cuadrado (X?), calculando los grados
de libertad como n(n-1)/2 donde n es el nitmero de alelos. Para poder concluir que el modelo se ajusta a la
poblacion en estudio, la probabilidad obtenida debe ser mayor o igual a 0.05 (Tabashnik and Black, 1996;
Blouin et al., 1998).

Una desviactén de los valores esperados puede deberse a varias causas. Un exceso de homocigotos
puede deberse a cuatro factores: que el locus en analisis puede estar bajo seleccion; que la presencia de
alelos nulos puede estar provocando un exceso de homocigotos; que la endogamia sea comin en la
poblacién, disminuyendo la variabilidad o que la presencia de una subestructuracién en la poblacién esté
provocando el efecto de Wahlund. En el (ltimo ecaso, el apareamiento ocurre entre individuos mas
relacionados entre si, ereando una ascendencia comim que posee los mismos alelos, lo cual conlleva a una
descendencia con un nivel de homoeigosidad alto. La probabilidad de que estas explicaciones se lleven a
cabo debe ser corroborada con informacién adicional, por ejemplo la distribucién de jas poblaciones en
estudio. En el caso del 7. eruzi la desviacion del equilibrio de Hardy Weinberg se explica por la estruciura

ctonal, en la cual 1a reproduceién sexual es rara o inexistente (Dorak, 2003; Oliveira ef af. 1998).

3. Polimorfismo de microsatélites. Para analizar el polimorfismo de los loci

amplificados por los cebadores disefiados en el Trypanosoma cruzi se analiza
tnicamente la frecuencia alélica y el grado de similaridad entre cada muestra. Este enfoque se debe a que
estudios anteriores proveen evidencias de un genoma poliploide y una desviacion de Hardy y Weinberg

(Oliveira e af, 1998; Gaunt ef al., 2003).

Se considera polimérfico un locus cuyo alelo predominante, 0 mas comun, tiene una frecuencia menor
o igual a 0.95; aunque este valor puede variar. Por otro lado, el nimero de alelos promedio por locus
fambién es un grado de polimorfismo; a mayor valor, mayor polimorfismo. Para poder comparar en forma
estandarizada el nimero de alelos entre poblaciones, se utiliza el niimero efectivo de alelos 0 Ne. Este
valor representa el mimero de alelos, con una misma frecuencia, necesarios en una poblacién ideal para
producir la homocigosidad observada en una poblacién real. El Ne es el inverso de la homocigocidad

como lo indica la siguiente ecuacion:



[
[

1 1 |
" Homocigocidad > pl 1-H,

Ne ()

Donde P es la freeuencia del genotipo homoeigoto y H. es la heterogigocidad esperada
(Hartl and Clark, [993).

El grado de polimorfismo es proporcional a la frecuencia de heterocigotos en la poblacion, es decir, a

mayor heterocigotos mayor polimorfismo (Hartl and Clark, 1998).

4.  Indice de Simpson. Bl indice de Simpson es un enfoque no paramétrico

utitizado para determinar la heterogeneidad de una muestra. Simpson (1949) no queria

hacer suposiciones acerca de la curva de distribucion de las especies y definié lo siguiente:
D=3 {n/N) 3)

Donde D es el indice de Simpson, n s &l nemero total de muestras con el genotipo partieular y N es el niimero total de muestras.

(Larson, 2002; Offwell woodland & wildlife trust, 2002).

El indice de Simpson representa la probabilidad que dos individuos seleccionados al azar en una
comunidad sean de la misma categorfa. Los valores varfan de 0 a I, mientras mds cercano a cero sea,
mayor es la diversidad. Para ser mas l6gico se puede sustraer | al valor, definiendo el indice de diversidad
de Simpson (1-D). El valor de esta medida también varia de 0 a |, pero mientras mas cercano a |, mayor es
la diversidad. En este caso, el dato indica la probabilidad que dos individuos tomados al azar pertenezcan
a diferentes categorias. Otra forma de definir el indice de Simpson es determinar su reciproco (1/D}. En
este caso el valor mds bajo es 1 y a mayor valor, mayor diversidad (Lardson, 2002; Offwell Woodland &

Wildlife Trust, 2002).

5. Coeficiente de similaridad y distancia genética de Nei-Li. El

coeficiente de similaridad (S) es la proporcion de los marcadores moleculares que son
compartidos entre dos individuos comparados. Lo que se confronta entre dos organismos es el nfimero de
alelos, aparentemente del mismo tamafio, amplificados y separados mediante electroforesis. Generalmente,
la distancia genétiea (D) se utiliza en lugar del coeficiente de similaridad. En Ja mayoria de los casos la
distancia genética es simplemente uno menos e! coeficiente de similaridad (D = 1~ 8) (NIU Bioinformatics

and Genomics Center, 2003).

La distancia de Nei-Li puede utilizarse para analizar los resultados obtenidos con las técnicas de
RFLP’s, AFLP’s, microsatélites y RAPD’s. Para este método, se registra cada alelo amplificado en cada

organisimo. Esfe niimero corresponde al nimero de alelos totales, Luego, el nimero de bandas compartidas



con un segundo organismo se denomina el niimero de pares. El coeficiente de similaridad de Nei-Li es dos
veces el nimero de pares dividido entre el nimero total de alelos. Este procedimiento es optimo cuando el
nimero de alelos nulos es escaso. Los marcadores que generalmente cumplen con lo requerido son los

microsatélites y los RFLP’s (NIU Bioinformatics and Genomics Center, 2003).

6. Meétodo de agrupacion aglomerativo, Agglomerative Nesting,

AGNES, por sus siglas en inglés. Por medio de las distancias genéticas

establecidas es posible asignar cada muestra o poblacién dentro de un grupo o cluster, produciendo un
arbol o dendrograma. El algoritmo de agrupamiento aglomerativo, agglomerative nesting, AGNES, por
sus siglas en inglés es un modelo jerdrquico que determina las distancias entre grupos mediante el métedo
de distancia media 0 método de agrupacién en parejas con media aritmética no ponderada, Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean, UPGMA, por sus siglas en inglés. Al inicio, el algoritmo toma
cada muestra como un grupo o cluster. En el primer paso las dos muestras con lu menor distancia genética
son agrupadas, creando un cluster con dos objetos, mientras que el resto sigue constituyendo una muestra.
Luego, a cada paso, los dos grupos con la menor distancia son fusionados sucesivamente (Manchester

Metropolitan University, 2003; Dudoit and Gentleman, 2002).

La distancia entre cada grupo se determina utilizando el UPGMA y se define como el promedio de
todas las distancias entre los objetos de cada grupo. Sea R y Q dos grupos y IR y ]QI el ndmero de
muestras de cada grupo respectivamente. La distancia, d(R, Q), entre los grupos R y (@ se define como el
promedio de todas las disimilaridades d;;, en donde t es un objeto cualquiera de R y | es un objeto
cualquiera de Q.

2.4

d(R,Q) = —Rﬁ )

{Dudoit and Gentleman, 2002).

El algoritmo AGNES calcula un coeficiente, denominado coeficiente de aglomeracion, Agglomerative
Cocfficient o AC por sus siglas en inglés. Este valor permite medir la estructura de la agrupacién de la
informacion. El AC se define de la siguiente manera: Sea d(i) la distancia de la muestra i con el primer
grupo al que se unié, dividido por la distancia del grupo al que se fusioné en el paso anterior del algoritmo.
El AC se define como el promedic de todos [1-d(i)]. El valor de AC es adimensional, variando de 0 a 1.
Un AC cercano a ! indica que se encontré una estructuracién clara en las muestras. Por el contrario, si es
cercano & 0, wndica que el algoritmo no ha encontrado una estructura natural. En ofras palabras, la

informacion consiste en un gran grupo (UNESCO, 2001).
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La ventaja de los métodos jerarquicos aglomerativos es la rapidez del andlisis. Sin embargo, la rigidez

del algoritmo no permite corregir errores provocados al inicio (Dudoit and Gentleman, 2002).

7. Similaridad y distancia genética de Nei en poblaciones. Existen
varios tipos de mediciones para estimar la similaridad y distancia genética utilizando
frecuencia alélica. Una de éstas es la distancia genética (D) de Nei (1972), la cual se rige por el madelo de

alelos infinitos o IAM por sus siglas en inglés [nfinite Allele Model.

La determinacién de la similaridad genética, I, de cualquier par de poblaciones, donde las frecuencias
alélicas en el locus k en la poblacién A son: a, 8, a5......,3 ¥ en la poblacién B: by ba, bs.......b;, se calcula

Como

= Z(ai‘bi) )
@) ®,)

{Tabashnik and Black, 1996).
La simtlaridad genética para cada locus muestreado se calcula y luego se usa para estimar la

similaridad total utilizando la siguiente fornula

= —I“L (6)
1.1,

a

2 2
Donde lab, Ia, Ib son Jos promedios aritméticos sobre todos los loci de Z a,b,. R Z a,; y Z bj.
(Tabashnik and Black, 1996).

La distancia genética entre cualquier par de poblaciones es:
D=-ml M

{Tabashnik and Black, 1996).
No importando la distancia elegida, cuando se estudian poblaciones genéticamente similares se
requiere de una muestra grande y de locus con mas de un alelo para producir mejores estimados de
distancia genética. En 1983 Nei er al. determinaron que se necesitan mas de 30 locus para construir &rboles
filogenéticos. Se cree que existe un consenso que estima que los arboles son generalmente erréneos cuando
se utilizan menos de 30; incluso en poblaciones cercanamente relacionadas pueden ser necesarios hasta 100

locus para estimar con exactitud las relaciones por métados de distancia genética (Dorak, 2003).



[1I. HIPOTESIS

Existen loci de microsatélites polimorficos en cepas de Trypanosoma cruzi, aisladas de

triatominos recolectados en areas endémicas de Guatemala.
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IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Identificar y caracterizar microsatélites polimérficos en cepas de Trypanosoma

cruzi, aisladas de triatominos recolectados en areas endémicas de Guatemala.

B. Objetivos especificos

1.

Construir una libreria de ADN total de Trypanosoma cruzi, enriquecida con
microsatélites,

Amplificar y clonar regiones del ADN total de Trypanosoma cruzi ricas en
microsatélites.

Secuenciar los fragmentos clonados, ricos en microsatélites.

Identificar microsatélites en las muestras secuenciadas.

Determinar el polimorfismo de los loci de microsatélites detectados en cepas

de Trypanosoma cruzi.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. Construccidn de libreria genémica rica en microsatélites ‘j

B. Amplificacién y clonacién de fragmentos ricos en microsatélites

C. Cultivo y tamizaje colonias transformadas

D. Secuenciacién de clones positivos

E. Analisis de secuencias ¢ identificacion de microsatélites

F. Diseiio de cebadores

G. Seleccién de muestras

H. Anilisis de microsatélites mediante electroforesis capilar

I. Analisis genético de microsatélites
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A. Construccion libreria genomica, rica en microsatélites

1. Extraccidén de ADN total de Trypanosoma cruzi. Laextraccién del

ADN total del aislado de Trypanosoma cruzi cepa H7 aislada de ser humano proveniente de
Guatemala se realizé a partir de 45mL del cultivo del parasito. La alicuota del cultivo se centrifugd a
3000xg, por 15 minutos, y se lavé en 25mL de PBS 1X. El pellet se resuspendié en 350pl buffer de lisis
(Dodecil sulfato o SDS por sus siglas en inglés, a una concentracién final de 1%, EDTA a una
concentracion final de 25mM, NaCl a una concentracion final de 0.4M, Teis-HCL, pH 7.5, a una
concentracion final de SOmM) con proteinasa K a una concentracion final de 400 pg/ml y se incubd toda la
noche a 56°C. Se agregd 1volumen de fenol-Tris saturado, se invirtié 10 veces hasta que la solucion se vio
lechosa y se centrifugd a 12000xg, por 4 minutos, a temperatura ambiente. Se transfirio el sobrenadante a
un nuevo tubo, se agregd lul de RNAsa a c.f de 500 pg/mL y se incubd 30 minutos, a temperatura
ambiente. Se agregd | volumen de fenol-Tris saturado, se invirtié 10 veces hasta que la solucion se vio
lechosa y se centrifugd a 12000xg, por 4 minutos, a temperatura ambiente. Se transfiri6 el sobrenadantc a
un nuevo tubo, se agregd 1 volumen de fenol/cloroformofisoamilico (25:24:1), se mezcld por inversion
hasta que Ja solucién se vio lechosa y se centrifugé a 12000xg, por 4 minutos, a temperatura ambiente. Se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo, se agregd | volumen de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1}),
se mezclo por inversion hasta que la solucién se vio lechosa y se centrifugd a 12000xg, por 4 minutos, a
temperatura ambiente. Se agregd 1 volumen de cloroformo/isoamilico (24:1), se invirtio unas 10 veces y se
centrifugd a 12000xg, por 4 minutos, a temperatura ambiente. Se transfirio el sobrenadante a un nuevo
tubo, se agregd 1/10 de volumen de acetato de sodio, pH 5.2, a una concentracion final de 0.3M, se mezcld
y se agregd 2.5 volimenes de etanol frio. Se dejo precipitando el ADN a —20°C, toda la noche. Se
centrifugd a 12000xg, por 10 minutos, a 4°C. Se lavd con etanol al 70%, centrifugando Sminutos a
12000xg. Se seco el pellet invirtiendo el tubo sobre un kimwipe el tiempo necesario (de 30 minutos a |
hora). Se resuspendié en 50uL de buffer Tris EDTA (TE) toda Ja noche a 4°C. En el caso de los aislados
de Panam4, ¢] ADN se diluyd hasta obtener una concentracién de Ing/pL. Se almacend a -20°C hasta ser

utilizado.

2. Cuantificacion de ADN en fluorometro. El ADN se cuantifico en el
fluorémetro DyNA Quant ™200 (Hoeffer). Se siguié el protocolo dado por e! fabricants, se

calibré el equipo agregando 2 pl. del estandar de ADN de timo de cabra a una concentracién final de
100ng/ul, en 2mL de buffer de ensayo de bajo rango (“Low range buffer™). Se cuantificd el ADN

agregando 2 pL de la muestra en 2mL de buffer de ensayo de bajo rango.
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3. Aislamiento de fragmentos de ADN de Trypanosoma cruzi ricos

en microsatélites. Et aislamiento de fragmentos de ADN de Trypanosoma cruzi, ricos

en microsatélites, se realizd en el laboratorio ecolégico Savannah River de la Universidad de Georgia
(Savannah River Ecology Laboratory, University of Georgia). Se utilizo el protocolo “Microsatellites
isolation with Dynabeads ~ 2002°”  disponible  en http://www.uga.edwsrel/DNA _Lab/
Msat_Easy Isolation 2000.rtf. (se adjuntd en el Apéndice A)

El ADN gendmico del parasito se enriquecié utilizando tres tipos de mezclas de oligonucledtidos,
denominadas elusion enriguecida 2 (EE2), elusién enriquecida 3 (EE3) y elusion enriquecida 4 (EE4).

Cada una corresponde a las mezclas de oligonucel6tidos indicadas en el cuadro 7.

Cuadro 7

Mezclas de oligonucledtidos utilizados durante el enriquecimiento del ADN gendmico de
Trypanosoma cruzi en el Laboratorio de Savanah Ecology

Concentracién | Yolumen
Mezcela de oligonucledtidos Mezela

{(nM) {nL)

Mezcla 2 (Elusion enriquecida 2) | (TGhz, (AGhz, (AAG), (ATC), (AAC), (AAT)i2, (ACT)z 100 200
. ) . (AAAC)YS, (AAAG)S, (AATO)S, (AATG)E, (ACCT)E,
Mezcla 3 (Elusién enriquecida 3) 100 150
(ACAG)6, (ACTO)6, (ACTGG

Mezela 4 {Elusion enriquecida 4) (AAAT)E, (AACTSB, (AAGT)S, (ACAT)S, (AGAT)§ (00 200

B. Amplificacion y clonacion de fragmentos ricos en

microsatélites

1. Amplificacion de fragmentos de ADN de {rypanosoma cruzi,
ricos en microsatélites, mediante reaccion en cadena de la

polimerasa. Las tres soluciones de ADN, enriquecidas con microsatélites, se

resuspendieron en 23L de agua, doblemente destilada, durante toda la noche, a 4°C y se amplificaron
mediante una reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR). El volumen final de la reaccion fue de 50ulL.
Las condiciones de la reaccion fueron: 0.1uL de solucién enriquecida/ul. volumen final de reaccién 6
0.05uL de solucién enriquecida/pL de volumen final de reaccién; Taq buffer 1 X (a una concentracidn final
de 10mM Tris-HCI pH 9, 50mM KCI, 1.5mM de MgCl;, 0.1% Triton X-100, Promega); MgCl; a una
concentracién final de 2.0mM; deoxinucledtidos a una concentracién final de 0.15mM cada uno; el
cebador super SSNX (5S"GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC3") a una concentracion final de 0.5uM y

ADN polimerasa Tag a una concentracion final de 0.03 unidades/pL. La reaccién de amplificacion se




llevo a cabo en el termociclador Genius (Techne) y consistio en una desnaturalizacién inicial rdpida a
95°C, por 2min, seguida de una serie de 30 ciclos compuestos de una desnaturalizacién a 95°C por 20seg.,
una hibridacién a 60°C por 20seg. y una elongacion a 72°C por 90seg. Al finalizar e} programa, la reaccion
se llevod a 15°C. Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en una gel de agarosa al 1% en | X TBE.
La gel se someti6 a 8.5V/em. El “smear” alrededor de 500pb se detectd tifiendo la gel en bromuro de etidio

(a una concentracion final de 0.5ug/ml.), durante 15min. y se observé bajo radiacién UV.

2. Purificacion del producto de la reaccion en cadena de la

polimerasa. Se utilizaron las columnas de purificacién de PCR Amicon®Microcon-PCR

centrifugal filter devices (Micon Bioseparations Millipore) y se siguio el protocolo indicade por el

fabricante. Cada muestra se resuspendio en 20pl, de buffer TE.

3. Ligacion al vector del producto de la reaccion en cadena

de la polimerasa puriﬁcado. Una vez purificado el producto de PCR, se cuantifico

la cantidad de ADN en el fluorémetro DyNA Quant'™™200 (Hoeffer) y se determiné la cantidad necesaria a
utilizar para la reaccion de ligacion con el vector comercial pGEMT-Easy (A1360, Promega) a las razones
molares de insertosvector de 3:1 y 1:3, con un volumen final de 10uL. Las condiciones de la reaccion de
ligacién fueron: buffer de ligacion rapida T4 ADN ligasa a una concentracién final de !X (Promega),
vector pGEMT-Easy (Promega) a una concentracion final de 3ng/uL, volumen de producto de PCR
purificado necesario para obtener una razon de inserto:vector 3:1 6 1:3, ADN T4 ligasa a una concentracion
final de 0.3unidades Weiss/ul. de reaccién y volumen de agua doblemente destilada necesario para aforar a
10pL. La reaccidn se llevd a cabo dejandola a 4°C, toda la noche; se inactivo la enzima incubando la
reaccion a 70°C, por 10 minutos, y después de agregar 10pL de agua, se purificé con acetato de
sodio/etanol. El producto ligado se resuspendi6 en 10uL de agua doblemente destilada incubandolo toda la

noche, a 4°C.

4. Transformacion del vector con el inserto. Se transformaron las células

XL1-Blue electrocompetentes con el producto de PCR ligado al pGEMT-Easy purificado de
acuerdo al protocolo de electroporacién proporcionado por el fabricante del equipo Gene Pulser 11 (Biorad):
Se agregd 1pL del vector con el inserto y 40ul. de células XL.1-Blue electrocompetentes en la celda
desechable de 0.2 cm (Biorad), enfriada previmmente a -20°C. Se electropord cada muestra bajo las
mismas condiciones: capacitancia 25uF, voltaje 2.5kV y resistencia 200 ohms. Inmediatamente después de
la electroporacion, las muestras se incubaron en lmL de medio isotonico (SOC) a 37°C por [ hora a
225rpm. Al finalizar, cada muestra se plaquet paralelamente en medio de cultivo LB con tetraciclina

(12.5ug/pL), ampicilina o carbenicilina (100pg/mlL), isopropil-t-tio-p-D-galactosidasa o 1PTG por sus



siglas en inglés (0.8mg), X-gal (0.8mg); y en medio de cultivo LB con tetraciclina (12.5pg/pL), ampicilina

o carbenicilina (100pg/mL) y X-galactosa (0.8mg). Las placas se incubaron a 37°C toda la noche.

C. Cultivo y tamizaje de colonias transformadas

A partir de las células transformadas que crecieron en las placas, se determiné el porcentaje de
colonias azules, celesies y blancas. De éstas se seleccionaron al azar 95 colonias transformadas (colonia
blanca) y 1 no transformada como control negativo (colonia azul) para completar una placa de cultivo de 96
pozos. Luego, se realizaron los dos procedimientos siguientes en forma paraleia: Por un lado se cultivaron
en medio de cultive liquide LB con ampicilina (a una concentracidn final de 100pg/mL) y tetraciclina (a
una concenfracién final del2.5pg/ul). Por otre lado se realizé un tamizaje mediante una reaccién en
cadena de la polimerasa para distinguir aquellas colonias transformadas con el vector que contenfan el
inserto de las que no lo poseian. Para lograr ambos protocolos se tomé la colonia elegida de la placa de LB
con un palillo de madera, se agité primero en 200uL de medio LB liquido con ampicilina y tetraciclina (cf.
100pg/mL y 12.5pe/pL respectivamente) para cultivar la colonia y, luego, en 100pL de agua doblemente
destilada para lisar la bacteria. La colonia resuspendida en el medio LB se incub6 toda la noche a 37°C y
200rpm. Luego de esta incubacion se almacenaron a -80°C para su uso posterior. La colonia lisada
en agua se utilizé como ADN templado para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El volumen
final de la reaccién para tamizaje fue de 25pL. Las condiciones de la reaccion fueron: 0.2ul, de ADN
templado/uL de volumen final de reaccién; Taq buffer 1X (a una concentracién final de 10mM Tris-HCI
pH 9, 50mM , 1.5SmM de MgCl,, 0.1% Triton X-100, Promega); MgCl, a una concentracién final de
1.5mM; deoxinucleétidos a una concentracion final de 0.15mM cada uno; los cebadores M13TF universal
(5’GTTTTCCCAGTCACGAC3") y MI13R disefiado (ATGACCATGATTACGCC) a una concentracién
final de 0.25uM cada uno y la ADN polimerasa Tag a una concentracién final de 0.02 unidades/ul.. La
reaccion de amplificacion se lleve a cabo en el termociclador  [-cycler (Biorad), y consistidé en una
desnaturalizacién inicial rapida, a 95°C, por 3min, seguida de una serie de 35 ciclos compuestos de una
desnaturalizacion, a 95°C, por 20seg., una hibridacion, a 60°C, por 20seg. y una elongacion, a 72°C, por
90seg. Al finalizar el programa, la reaccién se Hevo a 15°C. Los productos de PCR obtenidos se
visualizaron en un gel de agarosa al 1% en 1X TBE. La gel se sometié a 8.3V/cm. La banda mayor a
220pb se detect6 tifiendo la gel en bromuro de etidio (a una concentracion final de 0.5ug/mlL.), durante 15

min. y se observé bajo radiacion UV,

D. Secuenciacion de clones positivos

Las colonias positivas se secuenciaron en ¢l laboratorio de biotecnologia de la Universidad de Yale

y Macrogen, disponibles en http:/info.med.yale.edu/wmkeck/dnaseq/ y hitp://www.macrogen.com/
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english/index.html respectivamente. En ambas instalaciones se utilizé el secuenciador automaitico ABI
PRISM® 3700 DNA Analyzer de acuerdo al protocolo indicado por el fabricante. En el primer laboratorio
se requirid de 10-20ng por cada 200 pares de bases del producto de PCR por reaccién; mientras que en el
segundo se recomendé el uso de 20l del producto de PCR a una concentracion de  50ng/jL. por muestra.
En ambos casos se envié por separado cada cebador (M13 Reverse disefiado y M13 Forward a una
concentracion final de 10pmol/uL) y el ADN necesario, previamente purificado mediante el uso de las
columnas de purificacién de PCR Amicon®Microcon-PCR centrifugal filter devices (Micon Bioseparations

Millipore).

E. Analisis de secuencias ¢ identificacion de microsatélites

Las secuencias obtenidas a partir de los clones positivos secuenciados se analizaron con ¢l programa
Windows 32 SeqMan 5.03 de DNASTAR. El procedimiento que se siguié para cada uno de los 44 clones
positivos secuenciados fue el siguiente: en un primer paso se escogieron los interferogramas obtenidos con
los cebadores MI3forward y M13Reverse, luego, se eliminaron las secuencias correspondientes al vector
pGEMTeasy y a los posibles ruidos mediante los comandos “Set vector™ y “Trim ends” respectivamente.
Después se alinearon las secuencias obtenidas por cada cebador mediante el comando “Assemble™. Con

este procedimiento se obtuvo ]a secuencia consenso registrada.

A partir de las secuencias consenso de cada clon secuenciado se hizo una biisqueda en el BLAST del
Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica, o NCBI por sus siglas en inglés, para eliminar aquellas

que correspondieran a genes y a microsatélites polimérficos previamente reportadas por Oliveira, et. af.

Luego de este tamizaje se identificaron manualmente los microsatélites. Se definié como microsatélite
aquella secuencia cuyo motivo de repeticion detectado tuviera un minimo de ocho repeticiones, de acuerdo

a lo optado por Oliveira er al. 1998.

F. Disefio de cebadores

Los 9 pares de cebadores se diseflaron utilizando el programa Primes3, disponible en http://wivw-
genome.wi.mitedu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi. Los cebadores se crearon a partir de fas secuencias de
la region flanqueante al microsatélite identificado. Las condiciones utilizadas durante €l procedimiento
fueron las recomendadas por el programa para evitar cualquier problema de apareamiento de los cebadores
Sforward con reverse y de los cebadores forward con forward y reverse con reverse. A continuacién se
enumeran las condiciones: una estabilidad méxima para los cinco nuclecétidos localizados en el extremo 37

de cada cebador, forward y reverse, de 9.0 (el valor corresponde al maximo delta G para una interrupcion
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para los cinco nucleétidos calculado utilizando el parametro mids cercano de vecindad, publicade en
Breslauer, Frankm, Bloeker y Marky, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 83:3746-3750; Rychlik recomienda
un valor mdximo de 9.00); un valor méximo de mal apareamiento de 12.00; un valor maximo de mal
apareamiento en pares de 24.00; un tamafio de cebador entre 18 y 27 pares de bases, con un éptimo de 20
pares de bases; una temperatura de fusién entre 57.0 y 63.0°C, con una dptima de 60.0°C (el programa
calcula esta temperatura utilizando la formula dada por Rychlik, Spencer y Rhoads, Nuclsic Acid Research,
vol. 18, 12, 6409-6412); un porcentaje de GC entre 20.0 y 80%; un puntaje miximo de
autocomplementaridad de 8.00; un puntaje maximo de complementaridad en el extremo 3" de 3.00 y no se
permitié ni la presencia de una base desconocida en cualquier cebador ni la acumulacién de nucleétidos
GC seguidos. Cabe mencionar que el programa calcula los valores de temperatura de fusion de cada
cebador (Tm) utilizando una concentracién de sales de 50.0mM y una concentracién de oligonucledtidos en
la reaccitn de PCR de 50.0nM. Para escoger los mejores pares de cebadores el programna se baso en un

sistema de pesos, en los cuales, se toma en cuenta todos los factores anteriormente mencionados.

El nombre de los pares de cebadores se fijo utilizando [a identificacién de la secuencia del clon
positivo escogido. Una misma temperatura de hibridacion de 55°C fue utilizada para amplificar el ADN
gendmico templado de los 25 aislados de Guatemala, ocho aislados de Panamd, seis aislados de Ecuador y
tres aislados de Brasil (cabe mencionar que se utilizo lpL de una dilucion 1:10 de los aislados de
Guatemala, Ecuador y Brasil; y Ing de los aislados de Panamé como ADN templado en la reaccién en

cadena de la polimerasa o PCR) con todos los pares de cebadores disefiados.

Los microsatélites se amplificaron a partir del ADN genémico mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa con un volumen de reaccion final de 15 L. Esta consistié en 0.07uL de ADN templado/plL de
volumen final de reaccién; Taq buffer 1X (a una concentracion final de 10mM Tris-HCI pH9, 50mM KClI,
1.5mM de MgCl,, 0.1% Triton X-100, Promega); MgCl, a una concentracién final de 1.6mM;
deoxinucleétidos a una concentracidn final de 0.2mM cada uno; el cebador forward, disefiado especifico
para microsatélites y marcado previamente con los colorantes 5-Fam ¢ 5-Hex, a una concentracion final de
0.751M; el cebador reverse, disefiado especifico para microsatélites, a una concentracion final de Sng/ul. y
la ADN polimerasa Tag a una concentracion final de 0.03 unidades/uL. La reaccién de amplificacion se
llevd a cabo en el termociclador -cycler (Biorad) y consistié en una desnaturalizacidn inicial rdpida a 94°C
por Smin, seguida de una serie de 30 ciclos compuestos de una desnaturalizacién a 94°C por 30seg., una
hibridacidon a 55°C por 28seg. y una elongacion a 72°C por 30seg.; seguido de una elongacion final a 72°C

por 45minutos. Al finalizar el programa, la reaccion se llevs a 4°C.

El pre-andlisis de la utilidad de los pares de cebadores disefiados y la optimizacidn del programa de
PCR, baséndose en la amplificacion o no de algin producto y en la cantidad de éste respectivamente, se

realizé utilizando como ADN templado 1pL de la dilucién 1:10 de los siguientes cuatro aislados de 7



cruzi: el clon 6 del aislado de la cepa H7, el aislado 57, el aislado 42 y la cepa Y-Brazil. La optimizacion

del programa de la reaccion de PCR consistié en variar la temperatura de hibridacién de 55 a 57°C.

Para observar la amplificacién de producto se monté Sul. del producto de PCR en una gel de
poliacrilamida vertical de concentracion constante de 10% y una razén de acrilamidabis de 29:1; se colriod
en la camara electroforética Miniprotean 11 cell (Biorad), a 4°C por 110 minutos a 15mA constantes
utilizando como fuente de poder la EC-600 (Aparatus Corporation) y como buffer de corrida el TBE 0.5X.
La banda, de existir, se detecté mediante una tincion con plata en base al protocolo descrito por Black, ef
al. (1997). Cabe destacar que este proceso de correr en geles de poliacrilamida se llevé a cabo tinicamente
para las muestras analizadas en el pre-andlisis, el resto se analizo directamente en el secuenciador

automatico ABI 3100 (Applied Biosystem).

G. Seleccion de muestras

El ADN utilizado para construir la libreria genémica correspondié al Trypanosoma cruzi cepa H7
aislada de ser humano, almacenado el nueve de enero del 2002 en suero bovino fetal, o FBS por sus siglas
en inglés, al 5% en Dimetil sulfoxi 0 DMSO, a -80°C; cultivado luego de un descongelamiento rdpido o

quick thaw a 28°C por aproximadamente 3 semanas (Comunicacioén personal, Edgar Queme).

Los aislados de T. cruzi utilizados para la optimizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se obtuvieron de las especies de triatominos, Triatoma dimidiata, vecolectados en una encuesta
domiciliar con muestreo al azar en Jutiapa (vid cuadro 7 para la identificacién y localizacion) durante el
Proyecto Encuesta Entomoldgica basal, TDR/WHO, no. 990545, Investigadora Principal Licda, Celia

Cordén.

Los aislados de Guatemala de 7. cruzi, utilizados para el analisis del polimorfismo de los
microsatélites disefiados en el estudio, se obtuvieron de los vectores triatominos Triatoma dimidiata 'y
Rhodnius prolixus recolectados en una encuesta domiciliar con muestreo al azar en seis departamentos
endémicos con la enfermedad de Chagas en Guatemala (vid figura 13) durante el Proyecto Encuesta
Entomolégica basal, TDR/WHO, no. 990545, Investigadora Principal Licda. Celia Cord6n. Dichos
departamentos fueron Zacapa, Jutiapa, Jalapa, Santa Rosa, Chiquimula y Baja Verapaz. La distribucion y
localizacion de los aislados analizados se presentan en la figura 13 y en el cuadro 8. Los pardsitos se
aislaron del intestino de aqhellos triatominos infectados por el 7. eruzi. La infeccion del triatomino se
determiné si se observaron bajo el microscopio los pardsitos en las heces. A aquellos triatominos
infectados se les removio el intestino bajo la campana de flujo laminar y se macerd, mediante un pistilo
estéril, en 100pL de solucién salina de fosfatos amortiguadora, phosphate buffer saline o PBS por sus siglas

en inglés, a pH 7.4 (a una concentracién final de 137mM NaCl; 2.7mM KCI; 7mM Na,HPO,*7H,0:;
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1.4mM K,HPO,). Luego, se agregé 1mL de PBS con penicilina/streptomicina a 3000unidades/mL y se
incubé toda la noche a 4°C. Luego, 500 pl. del macerado se inocularon en 3mL de infusién de triptosa e
higado, o LIT por sus siglas en inglés Liver Infusion Tryptose, con suero bovino fetal al [0%. Este cultivo
se monitore6 de 3 semanas a 1 mes hasta que el pardsito [legara al estadio de epimastigote. De este cultivo,
se tomd ImL para la extraccién del ADN de acuerdo al procedimicnto explicado en el siguiente inciso. El

ADN extraido se almacen6 a -20°C (Comunicacion personal Pamela Pennington).

Los aislados de Panama de T. ¢ruzi, utilizados para el andlisis del polimorfismo de los microsatélites
disefiados en el estudio, se obtuvieron del vector triatomino Rhodnius pallescens procedente de una palma
real {Attalea butyracea), en la comunidad de Buenos Aires, Chilibre, cercana al Canal de Panamd (vid
figura 12). Las cepas se aislaron en medio bifasico, con medio Seneckjies como fase solida y LIT como
fase liquida; y el ADN se obtuvo mediante el método de extraccion fenol-cloroformo. Cada ADN se
cuantificé mediante espectrofotometria y se diluyé hasta obtener una concentracién de Ing/uL. Al igual
que los aislados de Guatemala, los parasitos no fueron clonados (Comunicacion personal, Franklyn

Samudio).

Los aislados de Ecuador de 7 cruzi utilizados para el andlisis del polimorfismo de los microsatélites
disefiados en el estudio, se obtuvieron de mamiferos (roedores, marsupiales y perro) provenientes de la
provincia de Manabi, regién costera (coordenadas aproximadas: longitud -80.489; latitud -1.029) (vid
figura 14). Las cepas se aislaron de un hemocultivo de la sangre del mamifero y el ADN s¢ obtuvo
mediante el uso del protocolo recomendado por el fabricante del kit Quiagen DNAeasy. Al igual que los
aislados de Guatemala y Panama, los parasitos no fueron clonados (Comunicacion personal, Mario

Grijalva).
H. Anélisis de microsatélites mediante electroforesis capilar

Los productos de PCR obtenidos de los cebadores disefiados se corrieron en el secuenciador
automético ABI 3100 (Applied Biosystem) de acuerdo al siguiente procedimiento: se prepard el master mix
para 98 reacciones compuesto de 8.5pL. de formamida y 0.5ul. de marcador Rox por reaccién. Se agregl

9uL de lamezcla y 1uL del producto de PCR obtenido de cada muestra en andlisis a cada pozo de la placa



A Muestras de Guatemala

Cuadro 8

Descripcion de los aislados de 7. cruzi analizados de Guatemala, Panama,

Ecuador y Brasil
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No, %1 s - . et
Aistado i Departamento Municipio Leealidad Fuente Lingje
42 22-090-80 D1 lutiapa E! Coyol Jutiapa 7. dimidiata o
57 22-360-2 D1 Jutiapa [Los Ranchos Quesada T. dimidinta 0!
4 22-012-8 31 Jutiapa Cerro de Piedra El Adelanto T. dimidiata 0t
10 19-111-10 D1 Zacapa San Migue! Huité T. dimidiata 0t
11 19-144-22 D1 Zacapa Plan del Morro Zaeapa T. dimidiata 1/2
12 19-131-24 Ré6 Zacapa Cerro Grande Zacapa R. prolixus 2
14 19-110-1 DI Zacapa Guacamayo Huité T. dimidiata 2
18 20-095-16 D1 Chuiquimula Encuentros San Juan Hermita T. dimidiata 0t
23 6-015-12 DI Santa Rosa El Pinito Cuilapa T. diniidiata 0t
24 20-226-71D2 Chuiquimula Socorro Concepcion las Minas T. dimidiata 2
25 6-001-4 D3 Santa Rosa Bijaques Barberena T. dimidiaa o!
27 6-024:9 D2 Santa Rosa San Juan Arana Cuilapa T. dimidiala o
29 6-030-6 D1 Santa Rosa Rinconcito Santa Rosa de Lima T. dimidiata o
38 22-043-88 N5 Jutiapa La Perla Yupiltepeque T. dimidiata 2
40 20-158-2 D3 Chuiguimuta Fl Limén Queizaltepeque T. dimidiata 21
50 22-154-139 D1 Jutiapa Morén E! Progreso T. dimidiala ot
66 21-067-22 R1 Jalapa Veniatas San Manuei Chaparron R. prolisus 2
68 21-104-7 DI Jalapa El Plash Monjas T. dimidiata 2
7l 21-113-4 D1 Jalapa Las Lomas Monjas T. dimidiata [
12 22-386-4 DI Jutiapa El Tablon San José Acatempa T. dimidiata 2
81 20-007-11 D1 Chuiquimula El Quebracho Camotin T. dimidiata N/D'
112 20-322-3 D1 Chuiquimula Cerritos Ipala T. dimidiata N/D!
114 15-117-21 D1 Baja Verapaz Saltdn Granados T. dimidiaia N/DY
116 15-155-5 D18 |  Baja Verapaz San Juan las Cubulco T dimidioa | N/D'
Vergns
122 15-073-16 D! Baja Verapaz San Francisco San Migue!l Chieaj T. dimidiata N/DT
124 15-082-1 D1 Baja Verapaz El Progreso San Migue! Chicaj T. dimidiata N/D
Clon 6, N/D Santa Rosa N/D N/D Humano 2
Cepa H7




B Muestras de Panamd, Ecuador y Brasil

MuNe(:tra tD** Pais Provincia Comunidad Fuente Linaje**
1510 GML1510 Panama N/D Vientos Franco, Chilibre R. Pallescens 2
1541 GML 1541 Panama N/D Buenos Aires, Chilibre R. Pallescens N/D
1542 M1, 1542 Panama ND Fronco, Chilibre R. Pallescens 2
1558 GML, 1558 Panama N/D Naju, Chilibre R. Pallescens N/D
1559 GML 1559 Panama N/D Naju, Chilibre R. Pallescens N/D
1564 GiMI, 1564 Panami N/D Buenos Aires, Chilibre R. Pallescens N/D
1570 GML 1570 Panama N/D Buenos Aires, Chilibre R. Pallescens N/D
1587 GML 1587 Panama N/D Burunga, Arraijan R. Pallescens N/D
6303 N/D Eeuador Manabt N/D Mamifero 2
63047 N/D Ecuador Manabi N/D Mamifero 2

6312H N/D Eeuador Manahi N/D Mamifero 2
6320 N/D Ecuador Manabi N/D Mamifero 2
6326 N/D Ecuador Manabi N/D Mamilero N/D
DOG N/D Ecuador Manabi N/D Mamifero 2

Cepa Y N/D Brasil Sao Paulo N/D Humano |
Brazil N/D Brasil N/D N/D N/D 2
Can 3 N/D Brasil Para Belém FHumano N/D
YB N/D Brasil Saop Paulo N/D Humane |

*#! ID: identificacion utilizada para los aisiados en el laboratorio de Control de Chagas del Centro de Estudios de Salud CDC-MERTU,
Guatemala, I}** ; identificacion utilizada para los aislados en departamento de Parasitologia del Instituto Conmemorativo Gorgas de
Estudios de la Salud, Ministerio de Salud, Panama ** Determinacién del tipo dc tinaje mediante cebadores TC, TCI y TC2
{Comunicacién personal Alejandra Krische). 0° Linaje no determinado atn, no pertenece ni al linaje 1 ni al linajc 2. IN/D: No

disponible.

Figura 12

Lugar de colecta de los triatominos a partir de los cuales se obtuvieron los

aislados de T’ cruzi en la Reptiblica de Panama

(Adaptado de Ku Aktuelle, 2003)
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Figura 13
Lugar de colecta de los friatominos domésticos a partir de los cuales se obtuvieron los

aislados de T. cruzi en la Republica de Guatemala
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Figura 14
Lugar de colecta de los reservorios a partir de los cuales se obtuvieron los aislados de T

cruzi en la Republica de Ecuador

(Grijalva, 2002)
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de 96 pozos. Luego se incubd la placa a 95°C por 3 minutos y después en hielo por 3 minutos més. Una

vez preparada la placa, ésta se montd en el equipo.

Los resultados obtenidos por el programa el programa GeneScan (Applied Biosystem) se analizaron

manualmente registrando el tamafio, en pares de bases; la intensidad, en unidades de intensidad y ¢l drea

para los picos observados en ¢l electroferograma.
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I.  Analisis genético de microsatélites

Luego de escoger los picos reales se determind la frecuencia alélica, el nimero de alelos, el
nimero de alelos efectivos, la heterocigocidad observada y la esperada de cada locus. Estas
cuantificaciones se calcularon separando las muestras primero por pais y luego tomando Guatemala contra
el resto de muestras. Los parametros se establecieron utilizando el programa Genetic Analysis in Excel
(GenAlEx) versién 5.04 para PC abril 2002 proporcionado por la Universidad Nacional de Australia y

disponible en linea en http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/.

Luego se determind el coeficiente de similitud de Nei-Li (S) y la distancia de Nei-Li (F = 1-8)
tomando los datos como individuos utilizando el programa R. Con la matriz creada a partir de la distancia
de Nei se construy6 el dendrograma correspondiente utilizando el método jerdrquico de aglomeracion,

Agglomerative Nesting, AGNES, por sus siglas en inglés.

Una vez formados los grupos a partir del procedimiento anterior, se determiné la distancia genética de

Nei (1978) para diferenciarlos genéticamente mediante el programa Popgene version 1.31.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Clonacién de los fragmentos de ADN gendomico de

Trypanosoma cruzi ticos en microsatélites

A partir de la amplificacion de las soluciones enriquecidas obtenidas del laboratorio Savanah
Ecology resulté una gama de fragmentos, cuyo tamafio varié desde 400 a 1200 pares de bases. En el caso
de la elusién enriquecida nimero dos (EE2), la extensidn observada en la gel tuvo una intensidad
marcadamente menor que el de las otras dos soluciones como se observa en la figura 15. Cabe mencionat
que esta elusion se diferencia de las otras dos elusiones enriquecidas, EE3 y EE4, por tener como
fragmentos objetivo repeticiones consecutivas de di- y tri-nucledtidos contra tetra-nucledtidos. Se puede
suponer que el proceso de enriquecimiento para la elusién dos no haya sido eficaz ya sea por la utilizacién
de una temperatura de hibridacién no éptima, la cual es critica y dependiente de la nafuraleza del acido

desoxirribonucleico, o por la realizacion de lavados muy astringentes que provocaron la pérdida de los

fragmentos de interés en el sobrenadante.

Figura 15

Deteccion del ADN de Trypanosoma cruzi enriquecido con microsatélites amplificado

con el cebador SSNX

1500 pb g

1000 ph

500 pb

400 pb

Elusion enriquecida 2 (EE2) Elusién enriquecida 3 (EE3) Elusion enriquecida 4 (EE4)

Fila 1: marcador molecular de 100bp. Fila 2 y 3: producto de PCR de soluciones enriquecidas con el cebador SSNX

En un segundo paso se clond la gama de fragmentos de 4cido desoxirribonucleico obtenidos en la
amplificacion de las soluciones enriquecidas. Aunque el procedimiento se haya realizado de la misma
manera, la eficiencia de la ligacion fue similar entre las elusiones EE3 y EE4, pero mucho menor en el caso
de la EE2, En los dos primeros casos hubo aproximadamente ocho veces mds colonias blancas que azules,
mientras que en el Ultimo caso crecieron més colonias azules que blancas (vid cuadro 9). Este resultado
puso en evidencia la dificuliad de trabajar con microsatélites con repeticiones consecutivas de di- o tri-

nucledtides.
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Cuadro 9

42

Eficiencia de ligacidn en elusiones enriquecidas 2, 3 y 4

Colonias transformadas

Colonias ne transformadas

Razén colonias

Elusién No. Porcentaje No. Porcentaje blancas/azules
EE2 22 31.9 36 52.2 0.61
EE3 1575 86.2 195 10.7 8.1
EE4 846 86.5 107 10.9 7.9

Se selecciond al azar 95 clones que habian incorporado el plasmido recombinante mediante la

deteccion de la interrupciéon del gen de la B-galactosidasa. Por medio de una reaccion en cadena de la

poiimerasa se escogieron aquellos clones transformados con plasmidos que afiadieron efectivamente ¢l

inserto de interés, denominados clones positivos. Para ello se utilizaron los cebadores MI3F y M13R, los

cuales amplifican el fragmento descrito en el esquemaz de la figura 16, para comparar el tamaiio del

fragmento obtenido en un clon que contiene ¢l pldsmido sin inserto con el de los 95 clones escogidos

previamente, colonia azul y blanca respectivamente; de acuerde a la seleccion con el gen de la

B-galactosidasa. Se obtuvo un 20, 94 y 91 por ciento de clones positivos para las elusiones enriquecidas

dos, tres y cuatro respectivamente (vid cuadro 10). Estos resultados apoyan la problematica que conlleva

trabajar con microsatélites compuestos de repeticiones consecutivas de di- y trinucleétidos, mencionada

anteriormente.

Figura 16
Esquema de localizacion de los cebadores M13F y M13R con respecto al inserto en el
vector pGEML easy
Leyenda
- Vector {(pGEMt easy ) :]

Cuadro 10

Inserto (ADN, rico en microsaiélites, del Trypanosoma cruzi)

Resultados obtenidos en tamizaje por el gen de la [J-galactosidasa y por la reaccion en

cadena de la polimerasa

Clones seleccionados

Clones seleccionados

por B- galactosidasa poer PCR M13
Elusion No. No, Porcentaje
EE2 95 19 20
EE3 05 89 23.7
EE4 90 82 9.1
TOTAL 280 190 67.9




B. Secuenciacién de colonias positivas

Luego de la seleccién de los clones positivos por la reaccion en cadena de la polimerasa, se realizé
un pre-analisis de secuenciacién con el clon denominado E.3.13, que cerresponde al clon ntimero 13 de la
elusion enriquecida tres. Como el tamafio del inserto clonado era pequeiio se pudo identificar la secuencia
parcial del microsatélite y no se obtuvo secuencia que lo flanqueara en el extremo cinco prima. Por
consiguiente se secuenciaron tnicamente los clones con un tamafio mayor o igual a 570 pares de bases de
tal manera a obtener una secuencia que contuviera los dos ligadores SSNX (48 pares de bases), la secuencia
correspondiente al plasmide (222 pares de bases} y un inserto de 300 pares de bases correspondiente a la

secuencia del microsatélite completa y a la region flanqueadora.

De los 190 clones positives por la reaccién en cadena de la polimerasa, 84 tenian un tamafio mayor o
igual a 570 pares de bases. En una primera fase, de estos 84 clones se escogieron al azar 10 muestras por
elusion para secuenciarse. Sin embargo, durante la re-amplificacién de las muestras se observo la pérdida
de varios insertos, en particular, para la EE2. En forma global, de los 30 clones se logré reaislar un 80 por

ciento, representando un 29, 33 y 38 por ciento de las elusiones dos, tres y cuatro respectivamente (vid

cuadro 11).

Basdndose en los resultados obtenidos hasta ahora se podria sugerir que las dificultades observadas en
la EE2 se deben a los procedimientos realizados durante el enriquecimiente y a la naturaleza del ADN. No
obstante, se tiene que tomar en cuenta que el nimero de insertos reaislados y la cantidad amplificada fue
menor que durante la primera reaccién en cadena de la polimerasa para las tres elusiones. Esto indica que

Jos microsatélites en general poseen una naturaleza dificil de clonar, manifestada en una inestabilidad

dentro del vector.

Cuadro 11
Eficiencia de reaislamiento de insertos en clones positivos de acuerdo a tamizaje por

reaccion en cadena de la polimerasa

Reaislamiento insertos por PCR
Positive Negativo
No. _Cl'ones Porcentaje con Porcentaje con
Elusidn p(?SlthOS No. respecto al total de No. respecto al total de
(tamizados por - o . o

PCR) positivas (%) negativos (%)
EE2 {0 7 29 3 50
EE3 10 8 33 2 33
EE4 10 9 38 1 17
Total 30 24 8¢ 6 20
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Para sobreponer estos inconvenientes, se reaislaron 84 clones positivos. Al percibir poca cantidad de
ADN amplificado se realizé mayor volumen de reaccion de PCR. Para eliminar bandas extras, presentes en
la mayoria de los clones positivos, se redujo la sensibilidad de la enzima eliminando el cloruro de
magnesio, se diluyé 1:10 la solucién de bacteria lisada en agua para evitar el exceso de ADN templado y se
restringié la amplificacién inespecifica disminuyendo los ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y
elongacion de 35 a 30. A pesar de optimizar [a reaccion de la PCR, tnicamente amplificaron
eficientemente 57 de los 84 clones. Esto implicé la pérdida del 32 por ciento de los insertos clonados, por
lo que se recomienda la utilizacion de vectores que proporcionen una mayor estabilidad al inserto; por
ejemplo el uso de una cepa de bacterias con una baja capacidad de recombinacion, como las bacterias Sure,
que tienen mutados los genes RecB y Rec C, que codifican para las enzimas de recombinacién o la
utilizacidn de vectores con un niimero de copias bajo, con lo que también se minimiza la posibilidad de

recombinacion.

Finalmente se secuenciaron 44 de los 57 clones positivos recuperados. De los 44, la reaccion de
secuenciacion de dos clones no funcioné y las secuencias de los clones E.3.6 y E.3.14 fueron idénticas, con
fo que la identificacién de microsatélites se hizo a partir de 40 secuencias. En el anexo D se reportan las
secuencias registradas de acuerdo a lo descrito en la seccién de materiales y métodos. No obstante, de los
44 clones secuenciados, el 25% correspondia a la EE2, el 34% correspondia a la EE3 y el 41%

correspondia a [a EE4.

Al realizar [a busqueda de genes entre los clones secuenciados, se eliminaron nueve secuencias, de las
cuales, cuatro correspondian al mismo gene. En el apéndice E se registraron estas secuencias junto con st

niimero de acceso en el banco de genes y el gen correspondiente.

Dentro de las 32 secuencias restantes se identificaron manualmente los posibles microsatélites
presentes. La eleccion de estos Ultimos se restringié a aquellos casos en los cuales la repeticion
consecutiva se repetia por lo menos ocho veces ya que, de acuerdo a lo descrito por Oliveira er al., ésto

aumenta la probabilidad que los microsatélites sean polimorficos. Basandose en esta regla se identificaron

once microsatélites (vid cuadro 12).

Cuadro 12

Microsatélites identificados manuvalmente en los clones secuenciados

M'cmsatiir‘lt'zlfrf"t'ﬁcado Microsatélite identificado Tipo de microsatélite
E.4.72 (AG), Na(AG), Interrumpido
E3.6=EJ3.14 (TG) g Perfecto
E.4.43 (ACA)Y 4 Perfecto
E3.8 (ATGT) ;N, {ATGT), Interrumpido
E.2.9 {TCYCITCY 3N, {TC),N; {TCY N, (TC) Interrumpido
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Mmrosatilrrlt:e:[lodnentlﬁcado Microsatélite identificado Tipo de microsatélite

E.3. 16 (AG)C (AG) Imperfecto

E.2.28 (TGA) 4Ny (TGA) (N3 (TGA) Interrrumpido

E.4.40 {CTI N2 {CT),N2 (CT) N4 (CT) ,N{CT) | Interrumpido

E.4.39 {GA), n(GA) Interrumpido
Compuesto

E.3.27 {TG) 3Ng (GTAT) nterrumpido

E.4.51 {GRA}g Perfecto

C. Disefio de cebadores y amplificacion de microsatélites

mediante reaccién en cadena de la polimerasa

A partir de las secuencias de los microsatélites identificados se disefiaron cebadores con el programa

Primer3. En las secuencias de los clones E.3.27 y E.4.51 no se logré obtener un par de cebadores que se

ajustaran a los parametros utilizados, por lo que tnicamente se diseflaron nueve pares de cebadores (vid

cuadro 13). Anticipando su uso en el secuenciador automatico, los cebadores forward se marcaron con los

fluoréforos Fam (6-carboxifluoresceina) y Hex (hexaclorofluoresceina) en el extremo cinco prima de la

secuencia del cebador.

Cuadro 13

Disefio de cebadores para secuencias de microsatélites identificados para el

Trypanosoma cruzi

Marcaje en [ Tm Fragmento
Microsatélite 1D Secuencia de cebader
extremo 5 (9] esperado {ph)

F TGCGGGTTTCTATGAAATTCT Fam

E.4.39 MS1 59 163
R TTGCTTTTCAACCAAATAAGGA Ninguno
F TCCGGCTGAAAAGAATCATC Hex

E.4.40 MS2 60 207
R AAGGGGGAAAGGAAAMACAR Ninguno
F CGCTGGAGAAGAGGCAATAC Fam

E.36=E3.14 | MS3 60 192

R ATTCATATTTGCGCACGTCA Ninguno
F CGTTGATGARGAGGAGCACA Hex

E.29 MS 4 60 218
R TCACCCARGGRRCTGARAGG Ninguno
F CTTTAGGCTTGACGCACCTC Hex

E4.43 MS3 60 235
R GTGTTTGTCGCTGGTCGATA Ninguno
F ACACATGTGAGGTGGTGGAA Hex

E.4.72 MSé 240
R CCTCGCCACTTATCCAAATG Ninguno 60
F TACTATCACCGTGGCACGAA Hex

E3.16 MS8 ) 279
R TGCCACGGARAAATARCACA Ninguno 60
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i L . Marcaje en | Fm Fragmento
Microsatélite 1D Secuencia de cebador
extremo 5° (] esperade (pb)

F GCCCATTGGCACTATTTCTT Fam

E3.8 MS9 199
R AATCATGGGATCGAAGAACS Ninguno 59
F CGTCAATGAAGTCGGTTGTG Fam

E.2.28 MS10 168
R GCACACACATGGGCGTATIMA Ninguno 60

F: cebador forward; R: cebador reverse; Hex y Fam fluoréforos incorporades al extremo cinco prima de [a secuencia.

Basandose en la temperatura de fusién de los cebadores, se disefié un programa de PCR de cuatro
bloques para amplificar los microsatélites identificados: desnaturalizacion inicial, hibridacién, elongacion,
desnaturalizacién y elongacién final. En el viltimo blogue se esperaba que Ja reaccion de adicion de una
adenina al fragmento amplificado por parte de la polimerasa fuera total, con lo cual se minimizé uno de los
artefactos creados por la enzima, La temperatura de hibridacién inicial utilizada fue de 55°C, que
correspondia a cinco grados celsius menos de la temperatura de fusién (Tm por sus siglas en inglés melling
temperature), segin lo recomendado por el laboratorio de biotecnologia de la Universidad de
Northwestern, Se utilizé el mismo programa para todos los pares de cebadores, incluso en casos en los
cuales la temperatura de fusién era de 59°C y no de 60°C. La especificidad y cantidad de ADN amplificado
se analizé corriendo los productos de PCR en una gel de poliacrilamida. Al trabajar a 55°C amplificaron
ocl}o pares de cebadores, en los cuales se observé una especificidad aceptable ya que la intensidad y
nimero de bandas extras fue minimo (vid figura 17A). Sin embargo, para eliminar las bandas no
especificas se aumento la temperatura de hibridacion a 57°C y se repitié la PCR amplificando las muestras
cloné y Y-Brazil con los pares de cebadores E.4.43, E2.9 y E3.6; ya que fueron los que mejor
am?)lificaron a 55°C. Como se observa en la figura [7B, la muestra Y-Brasil no amplificé con el cebador
5.4.43 y amplificé levemente con el cebador E3.6 a 57°C; mientras que el resto de muestras amplifico
aproximadamente con la misma eficiencia. A partir de este resultado se decidio mantener la temperatura de
hibridacién a 55°C.

Figura 17
Microsatélites amplificados en aislados de 7T cruzi al utilizar pares de cebadores
disefiados bajo dos condiciones de temperatura de hibridacién

A. Temperatura de hibridacién a 55°C

Cebador 2.9 £.439 E.4.40 E.4.43 E3.8

1 2345 6 23 45678 91011 1 2 345 67 & 9101l

(YT ———-

Fila I: Marcador molecular 100 pares de bases; Filas 2 y 7: Clon 6, Filas 3 y 8: #57; Filas 4 y 9: #42; Filas 5 y 10:Cepa Y-Brasil; Filas

6y 11: Conlroles negativos
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Cebador I.4.72 E.3.6 E.3.16 E.2.28
A
f_’\"‘ﬂ f——_A_‘ﬂ 4 A)
P2 3 4 6 7 8 91011 1 23 45 6 78910 1]

Fila 1: Marcador molecutar |00 pares de bases; Filas 2 y 7: Clon 6; Filas 3 y 8: #57; Filas 4 y 9: #42, Filas 5 y 10:Cepa Y-Brasil; Filas

6y 11: Controles negativos

B. Comparacion de calidad de amplificacion a temperaturas de hibridacién 55°C y 57°C

Cebador E.4.43 E29 3.6

Fila 1: Marcador molecular 100 pares de bases; Fila 2: Clon 6 a 57°C; Fila 3: Clon 6 a 33°C; Fila4: Y-Brazil a 57°C; Fila 5: Y-Brazil a
55°C; Fita 6: Clon 6 a 57°C; Fila 7:Clon 6 2 55°C; Fila 8:Y-Brazit a 57°C; Fila 9: Y-Brazil a 55°C; Fila 10:Clon 6 a 57°C; Fila 1 1:Clon
64 55°C; Fila 12; Y-Brazi} a 57°C; Fila 13:Y- Brazii a 55°C; Fila 14:Control ncgativo.

D. Andlisis de microsatélites por electroforesis capilar

Una vez optimizada la reaccién en cadena de la polimerasa para los nueve pares de cebadores
disefiados, se prosignié con la amplificacién y la optimizacién de la corrida del producto de PCR en el

secuenciador antomédtico ABI 3100.

Lo primero que se optimizé fue la cantidad de producto de PCR a montar en el equipo. Para esta
prueba, se utilizd ADN de T. cruzi aislado de triatominos recolectados en areas endémicas en los casos de

Guatemala y Panama; aislado de seres humanos para Brasil y aislado de mamiferos en lo que respecta a
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Ecuador. Para esta optimizacién se escogieron al azar dos muestras de cada pais en estudio; y se mentaron
en el equipo puras y diluidas diez veces. Para identificar las muestras analizadas en este caso referirse al
cuadro 14, Para determinar cual concentracion del productoe de PCR era la Optima, se tomé en cuenta el
nimero de picos esperados detectados y la altura de éstos. Como se observa en el cuadro 14, en el caso de
Guatemala, el nimero de picos esperados amplificadas entre las dos concentraciones no difiere; y la altura
de los picos obtenidos al diluir la muestra se encuentra en un mejor rango de lectura. Por el contrario, para
Panamé, Ecuador y Brasil, la cifra de picos no detectados por muestra, al correr €l producto diluido, es
menor o igual al observado al montar el producto de PCR puro. A partir de este ensayo se decidio diluir
diez veces el producto de PCR correspondientes a todas las muestras a analizar de Guatemala y utilizar el

producto de PCR puro para todas las muestras a analizar originarias de Panamd, Ecuador y Brasil.

Los resultados obtenidos en la prueba anterior permitieron también hacer un pre analisis del grado de
polimorfismo de los pares de cebadores disefiados al registrar el nitmero y variedad de alelos amplificados
por muestra. Al analizar estos datos, se detenning que los microsatélites MS4 y MS8 mostraron un
monomorfismo al amplificar un sélo tamafio de alele en todas las muestras. Debido a este resultado, se

decidié eliminar estos dos microsatélites.

Cuadro 14
Optimizacién de reaccién de corrida en equipo de electroforesis capilar
Muestra <
. Can3 6320 6326 1510 1541 57 152
YB (Brasil) .
) ) (Brasil) {Ecuader} {Ecuador) (Panamd) (Panama) {Guatemala) | {Guatemala)
Microsaié
Producto de Dil Dil Gil Dil Dif Dil Dil Dyl
Puro Puro Puro Puro Puro Puro Puro Pure
PCR 1:10 1:10 1:10 1110 1:10 1:10 L:10 1:10
MS1 - + + + + + - - + + - + + + + -
MS2 - - - + + + - - + - + + + + +
MS3 - - + + + + - + + - + - + + +
MS4 - + + + + - + + - + + + + +
MS5 - - + + + + - - + + - + + + + +
MS6 - - + + + + - + + - + + + + -
MS8 + + + + + + - - + + - R + + + +
MSt0 + + + + + + + + + + + + + + + +
TOTAL 2 7 8 8 8 1 1 7 8 1 7 7 8 8 7

(+) si amplificé {-) no amplificd

Una vez optimizada la concentracion del producto de CR a montar en el equipo, se analizé el

polimorfismo de los seis microsatélites restantes. Para ello se escogieron trece muestras originarias de
Guatemala, correspondiendo a dos aislados de cada departamento endémico; una muesira de Panama; una
muestra de Ecuador y una muestra de Brasil. Para ver la identificacion de estos aislados referirse a cuadro

15. En este examen se registraron los picos esperados y se clasificaron como polimérficos los
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microsatélites en los cuales se observaba més de un alelo entre las muestras escogidas. Este mecanismo se
apoya en los estudios de Blackston er af, quienes determinaron que los locus analizados para el
microorganismo Toxoplasma gondii eran polimérficos si se registraba mas de un alelo. Con esta prueba, se
observé que el MS2 presenta, ademds de un monomortismo, un alto grado de alelos nulos; lo que puede
indicar una mufacién en el sitio de unién de los cebadores; que el MS1 muestra un polimorfismo
finicamente en una rango amplio, Sur América contra Centro América, y que el MS6 despliega un leve
grado de polimorfismo dentro de Guatemala, aunque va aumentando al alejarse geograficamente; que el
MS10 indica un polimorfismo similar a lo largo de los pafses; mientras que los MS3 y M35 parecen ser
polimérficos en un rango geogréfico pequefio, dentro de Guatemala (vid cuadro 15). Por consiguiente se

descartaron los microsatélites MS1 y MS2.

Cuadro 15
Determinacion preliminar de polimorfismo en microsatélites

MS1, MS2, MS3, MSS5, MS6 y MS10

Muestra Origen Alelos amplificados (pb)
Pais Departamento MSi VIS2 VS3 MS5 MS6 MS10

10 Guatemala Zacapa 161 206 190 231,236 240, 241 155, 169
14 Guatemala Zacapa 161 206 231 230,231 240, 241 156, 169
24 Guatemala Chiguimuta 161 206 190,231 230236 240 155, 169
32 Guatemala Chiquinuta 161 Na 190 230, 236 ™Na 155, 169
46 Guatcmala Sta. Rosa 161 206 190,251 235236 240 156, 169
35 Guatemala Sta. Rosa 161 Na 190 230 240 169
52 Guatemala Jutiapa 161 206 190,231 230, 236 240 169
60 Guatemala Jutiapa 161, 163 Na 190 230 240 156, 169
66 Guatemala Jalapa 161 Na [1%% 231 241 155, 169
59 Guatemala Jalapa Na Na Na Na Na 169
122 Guatemala Baja Verapaz 161 Na 190 230,236 240 169
116 Guatemala Baja Verapaz 161 Na 190,221 230 240, 242 155,169
126 Guatenmala Baja Verapaz 161 Na 190 230, 236 240 155, 169

1558 Panam4 Naju, Chilibre 161 206 Na Na 240 169

6303 Ecuador Manabi Sy a0 |18 237 | 236,237 | 156.170

Can 3 Brasil Para 163 Na 186 232 244 156, 169

Na: No amplificé

Se realizé una Gltima prueba para establecer la especificidad de los microsatélites analizados para
diferenciar entre Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli. Estipular esta capacidad es indispensable, ya
que generalmente los triatominos estdn coinfectados por ambos parasitos. Para ello, se detecto la
amplificacién o no de fragmentos con dos muestras correspondientes a ADN de 7. rangeli corridas en el
secuenciador automatico. Para ver la identificacidn de estos aislados referirse a cuadro 16. Las muestras

examinadas se definieron como 7. rangeli basandose en el tamafio de los fragmentos obtenidos con los
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cebadores S35 y S36. Este par de cebadores amplifica las regiones conservadas de los minicirculos del
ADN del kinetoplasto o KADN. En el caso del T, cruzi el tamafio del fragmento amplificado corresponde a
330 pares de bases, mientras que en el 7. rangeli se observa el fragmento tipico de 760 pares de bases,
derivado de minicirculos de kDNA con dos regiones conservadas, y un conjunto de fragmentos
heterogéneos cuyos tamafios varian de 300 a 470 pares de bases, derivados de minicirculos con cuatro

regiones conservadas (Vallejo et al., 1999).

Como se observa en el cuadro 16, de los cinco locus analizados unicamente el correspondiente al
MS10 presenta una amplificacién en ambas muestras. Este resultado implica la inespecificidad de este
locus para el Trypanosoma cruzi, por lo que se decidié descartarlo del estudio. Luego de este ensayo los

analisis posteriores se restringieron a los microsatélites MS1, MS3, MS5 y MS6.

Cuadro 16
Deteccion de fragmentos amplificados por MS1, MS3, MS5, MS6 y MS10 en el

secuenciador automatico

Amptificacién de fragmentos
Muestra
MS1 NS3 S5 MS6 MS10
16 No No No No Si
17 No No No No St

Para los andlisis estadisticos se escogieron 25 muestras de Guatemala, ocho de Panamd, seis de
Ecuador y cuatro de Brasil (vid electroferogramas en Anexo F). La determinacion del polimorfismo de
Jos microsatélites se restringi6 a 43 muestras, ya que en varios estudios de diversidad genética el nimero de
muestras es pequeiio, hasta de 20 muestras (Blackstone ef al., 2001). Para seleccionar las muestras de
Guatemala se tomé al azar cuatro de cada une de los seis departamentos endémicos y se realizé la PCR 535
y $36 para asegurarse que las muestras fueran 70 cruzi. Para el departamento de Jalapa sélo habia tres
muestras, por lo que se agregd una muestra mas al departamento de Chiquimula y se tomé la muestra H7,
aunque pertenezea a Santa Rosa, como aparte ya que proviene de un ser humano. Dentro de cada
departamento se intent6 elegir muestras que estuvieran geograficamente alejadas una de las otras. En el
cuadro 8 y figura 13, en la seccién de materiales y métodos, se observa la identificacién y localizacién

geogrdfica de cada una de las muestras elegidas.

El registro de los fragmentos amplificades y detectados por el secuenciador automatico fue el primer
procedimiento que se llevé a cabe. Para minimizar el error involucrado al utilizar muestras no clonadas se
establecieron las siguientes reglas: Se trabajé el parasito como un organismo diploide de acuerdo a lo

descrito por Oliveira ef al. y al nimero de alelos por muestra amplificados en los aislados de Guatemala
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con los microsatélites descritos por Oliveira ef a/, no eran mayor a dos (comunicacién personal Pamela

Penntngton).

En un segundo punto, se determind la razon altura contra 4rea del pico correspondiente al fragmento
amplificado. Se supuso que aquellos alelos que tuvieran el mismo valor pertenecian a un mismo parésito,
tomando como referencia la razon altura contra drea del pico con mayor intensidad. En el caso que inas de
dos alelos se ajustaran al patron anterior se admitio lo siguiente: si estaban en un Mismo grupo se tomaron
como dos alelos reales cuando el fragmento de mayor tamafio, en pares de bases, tenia una intensidad igual
o mayor al cincuenta por ciento del pico consecutive de menor tamafio. Cabe mencionar que se observé [a
presencia de alelos contiguos al predominante con una altura mucho menor a la aceptada. De acuerdo a
Wang er al ésto puede deberse a un polimorfismo interno en la secuencia del sitio de unién de los
cebadores, reduciendo la afinidad con cebador y provocando una produccion baja del alelo correspondiente.
Para poder corroborar esta deduccién es necesario secuenciar el alelo respectivo. Debido a la rigidez de las
reglas es posible que el grado de polimorfismo detectado sea menor al real ya que Gaunt ef &/l registraron
como alelo real uno que tenfa una altura correspondiente al 30% del alelo predominante. Fn el caso de
haber dos grupos de picos se tomo el alelo de mayor intensidad de cada grupo. Finalmente se descartaron
todos los alelos cuyo tamafio fuera menor a 110 pares de bases, ya que de acuerdo a estudios en
7. dimidiata la amplificacién de estos fragmentos corresponde 2 la dimerizacién de los cebadores forwardy

reverse o a artefactos no repetibles de la enzima polimerasa (Comunicacion personal Cynthia Ralda).

En el apéndice G se presenta los alelos seleccionados en las 43 muestras en los locus correspondientes
a los microsatélites MS3, MS5 y MS6. Cabe mencionar que en microsatélite MS3 las muestras de
Guatemala presentaron la amplificacion de dos grupos de alelos que difirieron hasta por 32 pares de bases.
Esto puede representar ya sea un minisatélite o dos locus distintos. Debido a ello, las muestras de
Guatemala se analizaron paralelamente tomando en cuenta y eliminando, en el locus MS3, los fragmentos
mayores a 198 pares de bases. Al tomar en cuenta los alelos mayores a 198 pares de bases, el andlisis de

denominé MS3 completo y al eliminarlos se le Hamé MS3 parcial.

Basandose en la amplificacién de picos esperados en una misma muesira con razones altura contra area
diferentes, la presencia de un porcentaje promedio de 57 por ciento de muestras con una mezcla de
pardsitos (vid cuadro 17). Esta mezcla se presenta incluso en la muestra clonada en el laboratorio en el
Jocus correspondiente al microsatélite MSS; por lo que es posible que la clonacion no hay sido eficiente.
La razon altura contra 4rea parece ser un método confiable ya que los alelos que difieren en un par de
bases, en una misma muestra, poseen valores de razon distintos. Ademas, en el 45 por ciento de los casos,
los tres microsatélites concuerdan en la presencia de mezclas en las muestras. Para evitar este tipe de

problemas es recomendable utilizar muestras clonadas.
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Cuadro 17
Porcentaje de muestras con mezcla de parasitos de acuerdo a razén altura contra drea de

pico amplificado para cada microsatélite y en conjunto

Microsatélite Porcentaje n(a;e)stras mezcla Mezcla detectada No. Muestras Porcentaje
(il
MS3 47 1 m.icrosatéi'ite 5 16
MSS p p mfcrosatéiltes :j j‘;
el
MS6 58 3 microsatélites
Promedio 57 TOTAL 3t 100

E. Andlisis genético de los microsatélites

En este estudio s¢ trabajé con los aislados de Guatemala, Panama, Ecuador y Brasil. No obstante, s¢
debe tomar en cuenta que los aislados obtenidos de Guatemala provienen de T. dimidiata, los de Panama
provienen de 7. pallecens, los de Ecuador de mamiferos reservorios y los de Brasil de humanos. Los
distintos origenes de los aislados han sido utilizados en varios analisis anteriores, implicando qus,
posiblemente, no es tan significativo. Sin embargo, s¢ esperaria que el polimorfismo obtenido en las
muestras de Guatemala, Panama y Ecuador sea mayor, en comparacion con las de Brasil, ya que el pardsito

estd mejor adaptado a los triatominos y & los mamiferos reservorios que al hombre,

A partir del registro de alelos reales en las tres poblaciones se analizé el polimorfismo de los lres
microsatélites por medio de la determinacién de la frecuencia alélica, del namero efectivo de alelos y de la
heterocigosidad observada. Estos pardmetros se cafcularon con el programa para genética de poblaciones
GenAlEx, version 5.04. Ademds, se determind la distancia genética entre individuos basdndose en la
similitud de Nei Li (S), programando la férmula en el programa R, y se construy6 el dendrograma mediaite

el método jerarquico de aglomeracion, agglomerative nesting, AGNES, por sus siglas en inglés.

1. Frecuencias alélicas de los individuos estudiados. En Panama, Ecuador y

Brasil se encontraron tres individuos con alelos nulos en los tres microsatélites. Estos
individuos no se tomaron en consideracién para el analisis de las frecuencias alélicas. La no-amplificacion
se puede deber a una mala calidad o baja cantidad de ADN templado durante fa PCR. También se
encontraron muestras con alelos nulos para uno o dos microsatélites; éstas se tomaron en cuenta para el
analisis de la frecuencia de alelos nulos pero no se consideraron durante la determinacién de la frecuencia

alélica (vid apéndice G).



En la grafica | se observa que Panamé posee la mayor frecuencia de alelos nulos en los locus MS3 y
MS5, Ecuador posee aproximadamente la misma frecuencia de estos alelos en los tres microsatélites y
Brasil los presenta inicamente en el locus MS3. La presencia de alelos nulos en el locus MS3 en los cuatro
paises puede indicar que el sitio de unién de los cebadores esté sufriendo mutaciones, impidiendo asi, la
amplificacidn de los fragmentos en la PCR. Por ofra parte, la presencia de alelos nulos en las muestras de
Guatemala, al eliminar los fragmentos mayores a 198 pares de bases, puede revelar cierta competencia

entre los dos posibles locus por su amplificacién en [a PCR.

Grafica 1
Frecuencia de alelos nulos por microsatélite y por pais

—@— Guatemala (1)

g; ——— Guatemala (2)
@ —A— Panama
2 0.5 - —— Fcuador
$ 045 —&— Brasil
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l.ocus MS3 Locus MS5 Locus MS6

Guatemala (1): muestras de Guatemala lomando MS3 completo. Guatemala (2): muestras de Guatemala tomando MS3 parcial.

La grafica 2 representa el histograma con las frecuencias alélicas absolutas del locus MS3 completo para
todos las poblaciones en estudio. Se observa aproximadamente una distribucién continua de los alelos con
tamafios desde 154 a 198 pares de bases por un lado y desde 221 a 253 pares de bases por olro. Los dos
alelos predominantes fueron aquellos cuyo tamafio fue de 190 y 231 pares de bases, ambos presentes
fnicamente en Guatemala. Ademds se observa que s6lo hay dos alelos compartidos entre los paises (Brasil
con Guatemala y Panamé con Guatemala). Tal resultado puede indicar que los aislados obtentdos en
Ecuador estin mds alejados genéticamente. La presencia de un sesgo hacia los alelos de mayor peso
molecular indica que hay mds mutaciones de adicién que de delecién. En el histograma se observa con
mayor claridad la presencia de una discoutinuidad entre alelos consecutivos de hasta 23 pares de bases.
Como se menciond en el inciso anterior, esto puede deberse, ya sea a la naturaleza de minisatelite del locus
o a la amplificacién inespecifica de un segundo locus. Sin embargo, el hecho que tinicamente las muestras

de Guatemala presenten estos alelos apoya la segunda explicacion.
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Grafica 2

Frecuencia alélica en locus MS3 completo por pais
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El histograma correspondiente al analisis de las muestras del locus MS3 parcial se observa en la
grafica 3. Esta muestra una distribucion continua de alejos desde 154 hasta 198 pares de bases, con un
maximo en 190 pares de bases. Contrariamente al histograma de la grifica 2, existe un sesgo hacia
fragmentos con bajo peso molecular, lo cual podria revelar una tendencia hacia las mutaciones de delecion,

Este comportamiento podria significar que el locus alcanzé su tamafio maximo y estd iniciando su

destruccion,
Crafica 3
Frecuencia alélica en locus MS3 parcial por pais
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En la grifica 4 se muestra el histograma de frecuencias alélicas absolutas para las cuatro poblaciones
en el microsatélite perfecto MS5. Al ignal que en locus MS3, las frecuencias alélicas se distribuyen de
forma continua desde 221 hasta 239 pares de bases, con méaximos en 230 y 236 pares de bases, presentes en
Guatemala, Panama y Brasil. Al igual que en el locus MS3, existen dos alelos compartidos entre paises

(Brasil con Guatemala y Panama con Guatemala). Ademas Ecuador y Panama presentan un alelo €n
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comin. Esto puede apoyar la idea que las muestras de Ecuador son distintas al resto y que Panama,
posiblemente por razones geogréficas, es el mds cercano genéticamente a Guatemala. A diferencia del
MS3, el mayor salto entre alelos consecutivos es de seis pares de bases, miltiplo de tres, lo cual concuerda
con la naturaleza de las repeticiones del microsatélite (trinucleétido). No obstante hay que tomar en cuenta
que no todos los alelos son multiplos de tres, probablemente, debido a la presencia de alguna insercion o
delecion, indel, en la secuencia flanqueante al microsatélite o dentro del microsatélite en si. El sesgo que se
observa en la distribucién hacia los fragmentos de mayor masa molecular podrfa indicar que las mutaciones

positivas imperan sobre las deleciones.

Grafica 4

Frecuencia alélica en locus MS5 por pais
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En las graficas S5A y 5B se muestran los histogramas de las frecuencias alélicas absolutas del locus
MS6, tomando en cuenta el alelo 241 y convirtiendo este alelo a 240 pares de bases respectivamente. Esta
correccion del alelo 241 se realizo ya que éste puede representar el artefacto de la PCR mediante la cual la
ADN polimerasa agrega una adenina al fragmento real, que en este caso, seria el 240. Por otro lado, como
este alelo solo esta presente en las muestras de Guatemala, la presencia de éste se puede haber debido a la
formacién de una estructura secundaria en el alelo desnaturalizado durante la corrida en el equipo de
electroforesis capilar (Bull ef al., 1999). En ambos casos, se observa una distribucién continua de los alelos
desde 237 hasta 254, con méaximos en 240 y 241 pares de bases en el caso de la grafica 5A; y en 240 pares
de bases en la 5B. En este caso existe un alelo compartido por Guatemala, Panama y Brasil; y otro por
Guatemala y Panamd. Esto corrobora lo advertido en los dos microsatélites anteriores: una mayor
similaridad genética entre las poblaciones de Guatemala, Panamé y Brasil; y una mayor distancia con las
muestras de Ecuador. El sesgo hacia los alelos de mayor masa molecular también revela una

predominancia de las mutaciones de adicién contra las de delecion. Es en este microsatélite donde se
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encuentra el menor nGmero de alelos, ocho, por lo que se podria suponer que el grado de polimorfisio es el
menor.

Grafica 5

Frecuencia alélica en locus MS6 por pais

A. Frecuencia alélica en locus MS6 por pais
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La frecuencia del alelo predominante en los tres locus varia de 0.58 a 0.98 en Guatemala, de 0.60 a
0.75 en Panama, de 0.25 a 1.0 en Brasil y es de 0.50 en Ecuador. De acuerdo a la regla def 0.95 de Hartl y
Clark, los tres microsatélites son polimérficos en todos los paises ya que la frecuencia del alelo
predominante no sobrepasa el 0.99. En el caso de Guatemala, la frecuencia del alelo predominante
correspondiente a 0.98 corresponde al locus MS6. Esto podria indicar que este microsatélite posee menos
polimorfismo que los otros dos. La excepcion de la regla se encuentra en el locus MS3 para los aislados de
Brasil va que se observé un alelo (nico en la poblacion, es decir, una frecuencia de 1.0. En este caso, el

origen de los aislados, un ser humano, es posiblemente la explicacién. El grado de adaptacion del parasito
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en el hombre es menor que en los triatominos y mamiferos reservorios. Ademas, dentro del ser humano el
parasito sufre una seleccin natural que se traduce en la eliminaci6n de la mayoria de las cepas. Por ende
se espera que la variabilidad genética presente en e! hombre sea menor. No obstante, el hecho que en los
dos locus restantes, Brasil presente la frecuencia mas baja para su alelo predominante puede sugerir que el
resultado observado para el locus MS3 se deba a la posible presencia de alelos nulos; las tres muestras

fueron homocigotos.

Los patrones obtenidos con las frecuencias aiélicas de los fragmentos amplificados con los tres loci no
muestran una distribucién normal perfecta, ya que existen saltos mayores a la unidad repetitiva entre alelos
consecutives. Este tipo de perfiles podria indicar que el modele apto para estos microsatélites es el de
alelos infinitos; éste propone la creaci6n de alelos nuevos que varian, de su pariente mas cercano, por mMAs
de una unidad repetitiva. Contrariamente al modelo de mutacién paso a paso, ¢l cual indica que los alelos

nuevos provienen de un ancestro con una repeticion mas o menos.

Para poder comparar el niimero de alelos entre los paises se calculé el nimero de alelos efectivos o Ne.
Como se observa en el cuadro 18, los valores indican que el grado de diversidad depende del locus ya que,
mientras que Guatemala presenta el mayor nimero de alelos en el locus MS3, Panamd y Ecuador lo tienen
en el locus MSS y Brasil en el locus MS6. Por otro lado, al comparar el nimero de alelos absolutos con los
efectivos, se advierte que Unicamente para el locus MS3 en la poblacién de Guatemata, en el caso de tomar
en cuenta los fragmentos mayores a 198 pares de bases (Guatemala 1), hay una variacién muy marcada (13
contra 2.7). Esto implica que el grado de polimorfismo es bajo, ya que solo se requerirfan tres alelos con
una misma frecuencia para tener la homocigosidad observada. Por otro lado, hay que observar que al
eliminar del andlisis los fragmentos mayores a 198 pares de bases en el locus MS3, la diferencia entre el
nimero de alelos y el de alelos efectivos en las muestras de Guatemala (Guatemala 2) sigue siendo alto (6
contra 1.4). No obstante, el hecho que el nimero de alelos efectivos se asemeje mds al resto de paises en €l
caso del MS3 puede apoyar la idea de la amplificacién no deseada de un segundo locus en las muestras de

Guatemala.

En lo que respecta al locus MS6, la correccién del alelo 241 a 240 implica una aumento de la
frecuencia del alelo predominante a 0.70 a 0.98 para Guatemala. Este valor puede indicar que el grado de
polimorfismo de este microsatélite es bajo para las muestras de Guatemala, ya que el alelo predominante
que le sigue en cuanto a frecuencia corresponde a un valor de 0.75 (Panama). El hecho que Guatemala
tenga siempre el mayor valor en cuanto a la frecuencia del alelo predominante, puede indicar que los
aislados de este pals son mas homogéneos, y por ende, menos polimérficos que en el resto de los paises

analizados. Una posible causa es la domesticacién de las chinches de donde se aislaron los pardsitos.
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Cuadro 18
Diversidad genética por locus y por pais
(GenAlEx, 2002)

Locus MS3
Pais Nimero de Nimere de | Niimero de alelos | Frecuencia alelo Alelos ¥ +
P . . Ho | *He
individuos alelos efectivos predominante nulos
Guatemala (1) 25 13 2.747 0.58 0 0.56 | 0.04
Guatemala (2) 23 6 1.449 0.826 2 0.130 | 0.310
Panamj 2 1.800 0.667 5 0.667 | 0.444
Ecuadoer 4 2 2.000 0.500 2 0.000 ] 0.300
Brasil 3 1 1.000 1.000 | 0.000 | 0.000
*Todos 10 5 4,54 0.200 8 0.2000.780
Gualemala (1): Andlisis de muestras con MS3 completo. Guatemala (2): Analisis de muestras MS3 parcial
Locus MS5
Pais Niimero de | Numero de| Nuamero de Frecuencia alelo Alelos |4 +
e . . Ho | “He
individuos alelos alelos efectivos predominante nulos
Guatemala 25 3 1.947 0.68 0 0.32 [ 049
Panami 5 4 2.381 0.60 3 0.4 |0.58
Ecuador 5 3 2.381 0.50 i 0.2 [0.58
Brasil 4 4 0.25 0 0 075
*Todos 14 10 6.759 0214 4 0.214]0.852
Locus MS6
Pais Niimero de Numero de | Nimero de alelos | Frecuencia aleto | Alelos
PR . . Ho | He
individuos alelos efectivos predominante nulos
Guatemala (1) 25 3 1.857 0.7¢ 0 0.04 1 0.43
Guatemala (2) 25 2 1.041 0.98 0 0.04070.039
Panami 6 2 1.6 0.75 2 0.5 1038
Ecuador 4 3 2.462 0.5¢ 2 0.25 ] 0.59
Brasil 4 3 2.667 0.50 0 0 |0.63
*Todos 14 7 3.698 0.464 4 0.286{0.730

Guatemata (1): Analisis del locus MS6 tomando en cuenta el alelo 241, Guatemala (2): Andlisis de locus MS6 convirtiendo el alelo
241 en 240 pb.
tHo: heterocigosidad observada; FHe: heterociposidad esperadas; * Todos: las muestras de Panam4, Ecuador y Brasil

A partir de los datos promedios obtenidos en los tres locus, se podria decir que estos locus presentan
un mayor polimorfismo para la poblacion de Panamd, ya que posee un valor de heterocigosidad observada
marcadamente mayor al resto (vid cuadre 19).  En el caso de estar amplificando un minisatélite en el locus
MS3 en las muestras de Guatemala, el valor de la heterocigosidad observada también es alto en relacion
con Ecuador y Brasil. Sin embargo, al suponer la amplificacién no-deseada de un segundo locus, en el

microsatélite MS3 el valor de heterocigosidad observada en Guatemala baja considerablemente (de 0.31 a

0.16). No obstante, el bajo grado de heterocigocidad es esperado. Por oiro lado, cabe mencionar que
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Panamé presenta una heterocigosidad observada promedio muy similar a la esperada. Esto podria deberse
a un tanafio de muestra muy pequefio, lo cual implicaria una no-representatividad. También existe la
posibilidad que el programa GenAlEx sea inexacto en el caso de existir una frecuencia de alelos nulos alta,
lo cual concuerda con Panama, sobre todo para el MS3 (comunicacién personal Pamela Pennington).
Ademas, como el numero de alelos efectivos es aproximadamente el mismo en los cinco casos, se podria
suponer que el grado de polimorfismo a lo largo de las muestras s similar, por lo que la idea de un error en

Jas muestras de Panama es muy posible (vid cuadro 18 y grafica 6).

Cuadro 19
Datos promedios por pais en los locus MS3, MS5 y MS6

Error Error ! Error
Na estandar Ne estandar Ho He estandar
Pais
Guatemala (1) 6.33 3.33 2,18 0.28 031 [ 0.53 0.05

Guatemala (2) | 4.00 1.00 1.72 0.15 0.16 | 0.41 0.05
Guatemala (3) | 3.67 1.20 1.48 0.26 0.16 | 028 0.13

Panami 267 0.67 1.93 023 0.52 1 047 0.06
Ecuador 2.67 0.33 2.28 0.14 0.15 | 0.56 0.03
Brasil 2.67 0.88 2.56 0.87 0 0.46 0.23

Guatemata (1): Analisis de muestras con MS3 completo. Guatemala (2): Analisis de muestras MS3 parcial. Guatemala (3); Analisis
de muestras con MS6 convirtiendo el alelo 241 a 240 pares de bases y tomando MS3 parcial. Na; naimero de alelos absolutos

promedio; Ne nomero efectivo de alelos promedio: 1lo: Heterocigocidad observada; He: Heterocigosidad esperada promedio

Grafica 6
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Aunque el valor promedio de heterocigosidad observada obtenido en las muestras de Guatemala es
similar al obtenido en el estudio de Oliveira ef af., (1998) con sus ocho microsatélites con las muestras de
Brasil (0.31 contra 0.49), el rango observado en Guatemala es mucho mas estrecho que el obtenido con los
microsatélites (CA) en Brasil: en el primer caso los valores oscilan entre 0.034 y 0.56, mientras que los de
Oliveira, et al. se encuentran entre 0.20 y 0.80. Ademas, al tomar el locus MS3 parcial, la diferencia entre
el valor obtenido por Qliveira et al. y el nuestro aumenta, 0.16 contra 0.49. Al comparar estos datos se
podria decir que el grado de polimorfismo con los microsatélites en Guatemala es bajo. Cabe destacar que
la conversion del alelo 241 a 240 pares de bases en el locus MS6, medifica poco los valores del niimero de

alelos totales y de ntimero de zlelos efectivos,

No obstante, el valor promedio obtenide con los microsatélites disefiados es mayor que el determinado

al analizar 22 locus con isoenzimas (0.245 contra 0.035), (vid cuadro 20) (Lewicka et af., 1995).

Cuadro 20
Comparacién de heterocigosidad y niimero de alelos obtenidos mediante isoenzimas y
microsatélites
Dato analizado Nimero de | Nimero | Namero de Heterocng?crdad [-Ieter;)c:gocldng
individuos | delocus | alelos/locus obser_v.u]a esperada promecio

Método " promedio (Ho) {He)
Microsatélites’ 43 3 12 0.245 0.503
Isoenzimas*® 31 22 4 0.035 0.394

f De acuerdo a datos obtenidos en proyecto, iDz: cuardo a estudio de Oliveira ef af., 1998. * De acuerdo a Lewica er al. 1993,

2. Equilibrio de Hardy-Weinberg. En cuanto at equilibrio de Hardy-Weinberg,

se advierte que la heterocigosidad observada es menor a ta esperada, salvo en el caso de
Panamd para los locus MS3 y MS6. El exceso de homocigosidad implica una violacién de alguna de las
suposiciones de Hardy Weinberg. Podria corresponder a la presencia de alelos nulos por una no-deteccion
o, debido a la rigidez de las reglas impuestas, a un no registro de ellos; aunque Oliveira ef al. indican que lo

observado es tipico en una poblacién con estructura clonal.

Sin embargo, de acuerdo a Tibayrenc (1995) al trabajar con 7. cruzi el equilibrio de Hardy-Weinberg
no es aplicable. Estudios previos con isoenzimas han mostrado una heterocigosidad constante en algunas
cepas del pardsito, lo cual es incompatible con los test de segregacién, como lo es el equilibrio de Hardy-
Weinberg (con un apareamiento al azar, incluso de los padres son heterocigotos, hay un 50% de
homocigocidad obligatoria entre la siguiente gencracién). Una heterocigosidad fija puede ser til para
determinar si la poblacién es sexual o clonal, aunque siempre bajo la suposicién de una diploidia, lo cual ha

sido no ha sido demostrado en el caso de Trypanosoma cruzi (Tibayrenc, 1995; Gaunt et af., 2003).
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3. Indice de similitud y distancia genética de Nei-Li. A partir de la

presencia de los alelos amplificados en los tres locus se construyd una matriz de cero y uno,
donde cero corresponde a alelo ausente y uno a alelo presente. Para cuantificar las relaciones entre los
diferentes genotipos, se hizo un andlisis basado en la proporcion de alelos compartidos (indice de similitud
de Nei-Li: 8) en el genotipo total, entre todos los posibles pares de muestras (matriz anexo H). Los
resultados fueron transformados a un coeficiente de disimilaridad (D = 1-8), el cual fue utilizado como una
medida de distancia genética (matriz anexo I). La informacién derivada de esta férmula fue sometida al
método aglomerativo jerarquico, agglomerative nesting, AGNES, por sus siglas en inglés, para construir el
dendrograma correspondiente a las muestras individuales. Cada uno de los procedimientos se hizo con la
informacion obtenida analizando el locus MS3 completo y parcial. Debide al ndmero de aislados
caracterizados, los resultados obtenidos deben ser considerados como informacién preliminar. Cabe
mencionar que la muestra de 7. cruzi aislada de Rhodnius prolivus puede no ser representativa de este
vector, ya que esta especie de triatomino no tiene como habitat comin el departatmento de Jalapa, por lo

que es posible que el pardsito que lo infectd esté adaptado al vector 7. dimidiata.

En el caso de tomar ¢] MS3 completo, se produjo ef dendrograma que muestra la figura 18A. Los
aislados de T cruzi formaron dos grandes grupos: | y I El grupo II contiene todos los aislados
correspondientes a Ecuador y dos muestras de Brasil. Estos siete aislados corresponden al linaje dos, de
acuerdo a los marcadores TC1 y TC2, el cual circula en un ambiente silvestre, pero tiene la capacidad de
colonizar asentamientos humanos {(Martinez ef al., 2001). Esto es esperado ya que todas las muestras de
Ecuador fueron aisladas de mamfiferos reservorios y las de Brasil de humanos (vid cuadre 7 para
descripcion de aislados). El grupo 1 contiene cuatro sub-divisiones. Esta segméntacion no se basa nien la
localizacién geografica ni de acuerdo a los marcadores TCl y TCZ, ya que se encuentran encastlladas
muestras obtenidas en Jutiapa y Baja Verapaz con linajes indeterminado y mezcla de uno y dos
(vid dendrograma sub-grupo 1). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que no se encuentra ningiin parasito
aislado de mamiferos reservorios, lo cual implica que las muestras presentes en el grupo [ circulan mas bien
en el ciclo doméstico. Cabe mencionar, que el valor de AC es cercano a 1, (1.84, indicando una buena

estructuracion de la informacion ingresada al algoritmo.

El dendrograma obtenido tomando el MS3 parcial, se obtuvo un mejor AC {0.93 contra 0.84), por lo
que se cree que la presencia de fragmentos no esperados se debe a la amplificacion de un segundo locus.
En este caso, la estructura del dendrograma presenta valores de distancia entre grupos mayores que en el
caso anterior, por ejemplo la distancia entre los dos grupos més separados es de 0.5 y 2.5 para el primer y
segundo caso respectivamente, Esto podria suponer que al eliminar ef segundo locus amplificado, las
diferencias entre muestras son mas marcadas. Sin embargo, cabe mencionar que entre las deficiencias del

algoritmo es que la estructura se impone a los datos y no viceversa.
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Como se observa en las figuras 18B, el dendrograma separa las muestras en dos grandes grupos, 1y .
El primer grupo estd, a su vez, subdividido en cuatro grupos. Sin embargo, fa creacion de éstos no coincide
con lo advertido en el dendrograma MS3 completo. En esta caso el grupo I1, constituido Gnicamente de dos
muestras, engloba un aisfado de triatomino y ofro de humano. Ambos pertenecen al linaje tipo dos, es decir
se espera que ambos circulen en el ciclo silvestre. Al analizar las subdivisiones del grupo I, se podria decir
que las muestras originarias de Guatemala y Panama se agrupan, principalmente, en los grupos uno, dos y
cuatro, mientras que las de Sur América en el tres. Ademas, se advierte que en los grupos uno y dos se
concentran todos los parésitos aislados de triatomines, salvo para dos muestras obtenidas de humano y
reservorio mamifero. En el caso del grupo tres, se aglomeran todas las muestras de Brasil y Ecuador, cuyo
origen es una mezcla de humano, mamifero silvestre y domiciliar. Esto podria sugerir que esta existiendo
cierto flujo entre los ciclos silvestres y domiciliares. En el grupo cuatro se observa una agrupacion de
aislados de friatominos, humano y reservorio mamifero silvestre. Cabe mencionar que en todos los grupos

se observa una mezcla de linajes por lo que no se puede asignar al grupo de 70 cruzi al que pertenece.

Al tomar el MS3 parcial y al corregir el tamafio del alelo en el locus MS6, el dendrograma obtenido
agrupa los aislados de [a misma manera que cuando se utilizaron los datos del MS3 parcial (vid. figuras
18B y 18C). Con ello se puede suponer que ef cambio en el locus MS6 no es tan importanie como para
provocar un cambio en el agrupamiento de fas muestras. Sin embargo, como se observa en las matrices de
distancia, los valores son menores en el (ltimo caso (vid. anexo 1). Esto es esperado ya que, al corregir el
alelo de tamafio 241 por 240 pares de bases, los aislados de Guatemala tienen el genotipo en el locus MS6

mas parecido entre si (vid anexo I}.

Para esclarecer la agrupacion de las muestras, éstas se tipificaron las muestras basdndose en el
genotipo obtenido con los tres focus (vid apéndice J), tomando el MS3 parcial por un lado, y por otro el
MS3 parcial y corrigiendo el tamafio del alelo de 241pb. el locus MS6. De este analisis se obtuvieron fos

histogramas representados en la grafica 7A y 8A.

En el caso del MS3 parcial no existe ninglin pais que comparta el mismo genolipo, salvo un case entre
Guatemala y Brasil (vid grafica 7A). Ademds, en la mayoria de [os casos los genotipos no se repiten en los
aislados obtenidos de Panamé, Ecuador y Brasil, lo cual es un rasgo de alto polimorfismo a [o largo de los
paises y dentro de Guatemala. Las frecuencias maximas se encuentran en los genotipos cuatro y diez
(homocigotos para los tres locus y heterocigoto para el locus MS5 y homacigoto para los dos restantes,
respectivamente) ambos presentes (nicamente en Guatemala. A simple vista no existe ningGn tipo de
correlacion con la agrupacién obtenida en el dendrograma. Sin embargo, al analizar el genotipo, muestra
por muestra, se observa que existe una agrupacion en funcién de éstos. En el extremo derecho del

dendrograma se encuentran las dos muestras que poseen alelos nulos en dos de los microsatélites.
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Por su lado, al analizar los genotipos dentro de Guatemala se observan dos agrupaciones que comparten el
genotipo cuatro y el diez (vid grafica 7B). En el primer caso se encuentra Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa y
Chiquimula; y en el segundo, Baja Verapaz, Zacapa, Santa Rosa y Chiquimula. La presencia de Baja
Verapaz en el segundo grupo podria indicar que los aislados agrupados podrian estar circulando en ¢l ciclo
silvestre. Para poder corroborar seria interesante poder tipificar las muestras de acuerdo a su linaje con los

cebadores TC1 y TC2.

Figura 18
Dendrograma de 40 aislados de Trypanosoma cruzi basado

en la distancia genética de Nei-Li
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Grafica 7

Frecuencia de genotipos en 7. cruzi por departamentc y por pais MS3 parcial
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Al construir el histograma basado en el genotipo de los tres loci, tomando el MS3 parcial y corregir el
tamafio del alelo de 241pares de bases en el locus MS6, se observan més o menos las mismas
Observaciones que en el caso anterior: La representacion de cada aislado por un genotipo winico para los
paises de Panamd, Ecuador y Brasil; el traslape de un genotipo entre Guatemala y Brasil (vid grafica 8A) y
la presencia de dos genotipos predominantes en los aislados de Guatemala (vid grafica 8BY. La primera
observaci6n indica el alto grado de polimn-fismo en los loci identificados en el estudio en los paises
mencionados, aunque el bajo nimero de muestras pueda estar presentendo un sesgo. Por otro lado, el
hecho que se observe un genotipo compartido entre Brasil y Guatemala pueda deberse posiblemente a que
ambos aislados presentan un alelo nulo en el locus MS3. Finalmente, los dos genotipos predominantes

separan los aislados de Guatemala ligeramente difcrente en este analisis. Agrupa por un lado los
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departamentos de Chiquimula, Zacapa, Jutiapa y Baja Verapaz; y por otro Chiquimula, Zacapa, Jutiapa,
Jalapa y Santa Rosa. Como se observa, los departamentos no compartidos son: Baja Verapaz contra Jalapa
y Santa Rosa. El grupo donde se presenia Baja Verapaz podria representar aislados correspondientes al
ciclo silvestre mientras que el otro se estarian analizando los 7. cruzi presenies en el ciclo doméstico.
Aunque esto sélo podria comprobarse tipificando los pardsitos con otros marcadores moleculares. (TC1,
TC2 por ejemplo).
Grafica 8
Frecuencia de genotipos en T. cruzi por departamento y por pais

con MS3 parcial y correccion del alelo de 241pb. en MS6
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4. Indice de Simpson. Para poder establecer si por medio del genotipo de la muestra se

puede predeterminar la localizacién geogréfica de ésta, se calculé indice de Simpson (D).
Este pardmetro se establecié tanto en los datos del microsatélite MS3 parcial, como en aquellos donde los
microsatélites MS3 v MS6 fueran corregidos. Como se observa en el cuadro 21 en ambos casos estudiados
los valores del indice de Simpson son cercanos a cero. Este resultado indica que el nivel de diversidad es
alto y que la posibilidad de correlacionar genotipo con localizacion geogrifica es alta. Por otro lado, se
puede observar que el cambio en el valor del indice no varia mucho entre las muestras analizadas; pero
cabe mencionar que la conversion del alelo de 241 pares de bases a 240 pares de bases si provoca un

aumento, es decir una disminucién de la diversidad, lo cual es logico.

Cuadro 21
Indice de Simpson (D)
Datos corregidos en MS3 Datos corregidas en MS3 y MS6
0.032 0.058

5. Identidad y distancia genética de Nei. Una vez determinados los subgrupos
del total de muestras, se determiné la identidad y distancia genética de Nei para cuantificar
basdndose en las frecuencias alélicas y la divergencia entre grupos y sub grupos formados. Esto se llevé a

cabo analizando con el locus MS3 completo y parcial.

Al tomar locus MS3 completo, la distancia genética de Nei (1978) entre los grupos I y 11 fue de 3.5790,
correspondiendo a una identidad genética de 0.0279. Esto indica una marcada divergencia entre ambos
grupos, lo cual apoya la estructuracién del dendrograma anterior. Las distancias genéticas entre las
subdivisiones del grupo I oscilaron entre 0.2034 y 2.563, lo cual sugiere que existe una subdivision

significativa dentro de los aislados.

Cuadro 22

Identidad y distancia genética de Nei (1978) para sub-grupos de grupo I
(Locus MS3 completo)

Sub-grupos i 2 3 4 Huésped
1 * 0.7771 1.5672 2.563 T dimidiaia
2 0.4597 * 02034 | 104115 | I dimidiata
Humano
T dimidiata
3 0.2086 0.816 * 0.7867 | R pallescens
Humano
4 0.0771 | 0.3529 0.4354 * R. pallescens

Debajo de diagonal Identidad Genética de Nej (1978), Arriba de diagonal Distancia Genética de Nej (1978)
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Figura 19
Dendrograma basado en distancia genética de Nei (1978) para sub-grupos de

grupo I. (Locus MS3 completo)
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Al analizar los grupos y sub grupos obtenidos con locus MS3 parcial, se obtuve que la distancia
genética de Nei (1978) entre los grupos I y II fue de 0.81, correspondiendo a una identidad genética de
0.44. La distancia entre los grupos formados en este caso es mucho menor a la obtenida en el caso anterior,
esto podria suponer que la estructuraciéon del dendrograma obtenido en el primer caso ¢s mejor, incluso
teniendo un menor AC. Sin embargo, al ser mds probable que se esté amplificando un segundo alelo en ¢l
locus MS3, se podria decir que la distancia de Nei es mejor para el andlisis de microsatélites; al estar
mezcladas las muestras, se disminuye la distancia genética entre elias, Las distancias genéticas enire las
subdivisiones del grupo I variaron desde 0.143 hasta 2.147, lo cual sugiere que existe una subdivision
significativa dentro de los afslados. Cabe mencionar que esta agrupacion parece logica, ya que une los sub
grupos uno y dos con el euatro, correspondiendo a todos los aislados de Sur América, y se estd separando al

grupo tres, correspondiente a una mezcla de todos los paises.

Cuadro 23

Identidad y distancia genética de Nei (1978) para sub-grupos de grupo [
(Locus MS3 parcial)

Sub-grupos 1 2 3 4
1 * 0.123 2.059 0.755
2 0.867 * 1.748 0.756
3 0.128 0.174 * 0.945
4 0.470 0.469 0.3889 *

Debajo de diagenal Identidad Genética de Nei (1978), Arriba de diagonal Distancia Genética de Nei (1978)
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Figura 20
Dendrograma basado en distancia genética de Nei (1978) para sub-grupos de

grupol. (Locus MS3 parcial)
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Al analizar los grupos y sub grupos obtenidos con locus MS3 parcial y corrigiendo el alelo de 241
pares de bases en el locus MS6, se obtuvo que la distancia genética de Nei (1978) entre los grupos [y Il fue
de [.11, correspondiendo a una identidad genética de 0.33. Al comparar estos valores con el anterior, MS3
parcial, se observa que la formacidn de estos dos grupos tiene una mayor distancia, con lo cual se podria
decir que la esiructuracion de! dendrograma es mejor. Sin embargo, la subdivisién del grupo | muestra una
menor distancia enire los grupos formados (los valores varfan de 0.90 a 1.62), aunque la agrupacién de
estos fltimos es igual al andlisis del MS3 parcial. Esta observacion recalca la necesidad de ufilizar otra

metodologia para construir el dendrograma,

Cuadro 24

Identidad y distancia genética de Nei (1978) para sub-grupos de grupo I
{Locus MS3 parcial y correccién de alelo de 240pb de MS6)

Sub-grupos ] 2 3 4
1 * 0.9092 1.6229 0.6247
2 0.9055 * 1.4124 0.5849
3 0.1973 0.2436 * 0.8878
4 0.5354 0.5572 ¢.4115 *

Debajo de diagonal Identidad Genética de Nei (1978), Arriba de diagonal Distancia Genética de Nei (1978)
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Figura 21
Dendrograma basado en distancia genética de Nei (1978) para sub-grupos de

grupol. (Locus MS3 parcial y correccion de alelo de 240pb de MS6)

+--- subgrupo 1

+een subgrupo 2

+ 2
! !
-3 + subgrupo 4
1
+ - subgrupo 3
Distancia

65.4 30.2 5.0 0



10.

I,

VII. CONCLUSIONES

La clonacién de fragmentos ricos en microsatélites con unidades repetitivas compuestas de tres

nucledtidos es mas eficiente en comparacitn a las formadas por di- o tri- nucleétidos.
La inestabilidad de los microsatélites en el vector disminuye el rendimiento de la clonacién,

La presencia de uno o dos alelos en los interferogramas de las muestras correspondientes a Guatemala,

Brasil y Panama sugiere la posibilidad de una diploidia del T. cruzi en la mayoria del genoma.

La presencia de mas de dos alelos en tres aistados provenientes de Ecuador podria deberse a wuna

infeccidn mixta o a una poliploidia en ciertas regiones del genoma.

La presencia de alelos no esperados en las muestras de Guatemala en el locus MS3, puede

corresponder a ta amplificacién de un segundo locus o a que el MS3 sea un minisatélite.

Guatemala y Panama presentan un mayor grade de polimorfismo con los microsatélites identificados

en el estudio.

El grado de polimorfismo obtenido con los microsatélites disefiados en este estudio es menor que el

obtenidoe con los microsatélites disefiados en Brasil.

El exceso de homocigotos observados puede ser e] resultado de un alto niimero de alelos nulos.

La desviacion del equilibrio de  Hardy Weinberg apoya la teoria de estructura clonal en el T, cruzi.

La formacién de dos grupos de genotipos en los aistados de Guatemala, opuesto a la individualidad
genética del 7 cruzi observada en el estudio con microsatélites polimérficos en Brasil, puede
explicarse por el reducido ntimero de Jocus analizados.

La tipificacién con et genotipo de los tres microsatélites utilizados diferencia casi en un cien por cien

la localizacién geografica (paises) de los aislados, pero son necesarios estudios posieriores para

determinar si el desigual niimero de muestras no ejerce influencia en este comportamiento.
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La diferencia en la heterocigosidad observada en los estudios de microsatélites disefiados en
Guatemala y Brasil respectivamente, puede asociarse a la diversidad en el origen de los aislados y al

namero de microsatélites analizados en Brasil.

De acuerdo al indice de Simpson, a partir de los genotipos de los tres microsatélites se podria asignar a

cada aislado su origen geografico.

El dendrograma MS3 completo permite agrupar las muestras analizadas en dos principales grupos, los
cuales no pueden correlacionarse con los obtenidos en estudios previos por falta de tipificacion de los

aislados con oiros marcadores moleculares.

La alta dispersién entre los grupos formados en el dendrograma MS3 Parcial se deba posiblemente al
tipo de método de agrupacion utilizado, ya que es posible que la tasa de mutacion en los microsatélites

no sea constante en todos los locus,

La correccion de alelos no candnicos, como se corrigi6 en el microsatélite MS6, no afect6 la estructura
del dendrograma en comparacién con el obtenido utilizando el MS3 Parcial; indicando que este tipo de

alelo puede ser que no afecte significativamente 1a agrupacion de los aislados.



VIII. RECOMENDACIONES

Una de las limitaciones det estudio es el reducido niimero de microsatélites y la poca diversidad de los
aislados de T, cruzi analizados en este estudio. Esto podria subestimar la variabilidad génica de las cepas
presentes en los departamentos endémicos de Guatemala; por lo que se recomienda identificar mas
microsatélites para estudios posteriores. De ser posible, se exhortaria el analisis de aquelios microsatélites
de naturaleza perfecta y con un nitmero de repeticiones mayor a ocho, idealmente, entre once y diecisicte,
ya que éstos han mostrado mayor polimorfismo. Trabajar con més de tres microsatélites produciria

resultados mas significativos.

Por otro lado, el nimero desigual de muestras enire los paises analizados es posible que introduzea un
sesgo en los resultados, dado que posiblemente se estén dejando de contemplar otros alelos presentes en las
poblaciones de Panamd, Ecuador y Brasil. Por lo que el estudio presentado deberia de ser tomado como un

andlisis preliminar.

En cuanto a la naturaleza y nimero de aislados por poblacién analizada, serfa necesario trabajar con
clones para facilitar el registro de los alelos amplificados y con un tamafio de muestra grande, para que la
presencia de alelos nulos pueda ser eliminada sin representar una gran perdida de informacion. Sobre todo

en el caso de Panama.

Para evitar la sobreestimacién de polimorfismo en los microsatélites, es necesario eliminar los atelos
que correspondan al artefacto, de la reaccion en cadena de la polimerasa, que provoca la adicion de una

adenina.

Para corroborar la concordancia de los grupos obtenidos en este estudio con los publicados con otros
marcadores, seria aconsejable trabajar con aislados tipificados con otros marcadores moleculares, como el

mini-exon por ejemplo.

Como la tasa de mutacién de los microsatélites varia dependiendo del locus, los dendogramas basados
en distancias genéticas se deberfan de construir utilizando el método de Neighbour Joining, el cual no

supone un reloj bioldgico, contrartamente al UPGMA.
Debido a la falta de conocimiento en cuanto a la pleidia del Trypanosoma cruziy a las evidencias de

una heterocigosidad fija, el equilibrio de Hardy-Weinberg deberia de ser remplazado por el test de

desequilibrio de unién (Linkage disequilibrium).

74




75

Para poder determinar el mecanismo de mutacién encontrado en el estudio serfa ttil obtener la
secuencia de varios aislados por microsatélite. Conociéndolas se podria enfocar con mayor precision el

modelo de andlisis, ya sea el de alelos infinitos, infinite allele model, o el de mutacion paso a paso, sfep

wise mutation model.

Para poder determinar el mecanismo de separacioén obtenida por los microsatélites en el estudio seria
necesario tener tipificados los linajes de cada aislado y asi corroborar si la separacion es conforme 2 lo

reportado en otros trabajos.

Para eliminar el error inducido en el registro de alelos, al considerar al parasito diploide, seria
interesante identificar microsatélites en el ADN mitocondrial. Al ser heredado tinicamente de la madre, es

haploide; por lo que facilitaria la deteccion de mezclas y la escogencia del alelo predominante.

De acuerdo a Miles, la distancia de Nei deberia ser remplazada por la de Cavalli Sforza, por lo que se

recomienda el uso de un programa que pueda determinarlo.
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X. APENDICES

A. Glosario

Acido desoxirribonucleico (ADN): Biopolimero cuyas unidades son desoxirribonucledtidos y que
constituye el material genético de las células y contiene en su secuencia la informacién para la sintesis
de proteinas (Real Academia Espafiola).

Acido ribonucleico (ARN): Biopolimero cuyas unidades son ribonucledtidos. Segin su funcién se
dividen en mensajeros, ribosdémicos y transferentes (Real Academia Espafiola).

ADN cinetoplasto (KDNA): Es el ADN mitocondrial. Red de moléculas concatenadas con una
estructura discoide, y estd compuesta por dos poblaciones discernibles de ADN circular: maxicirculos
y minicirculos (Sturm et al., 1989).

ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD): Procedimiento designado para detectar cambios de
una base en loci polimérficos a través del genoma (Hartwell et /., 2000).

Adenina (A); Una purina (base nitrogenada) que es componente de los dcidos nucléicos, un miembro
del par de base A-T (adenina-timina) (Hartwell, et af, 2000),

Aislado: Es un conjunto de cepas de Trypanosoma cruzi obtenido de un individuo, en este caso de un
triatomino (comunicacion personal; Pamela Pennington).

Alelo: Una variante de un segmento de material genético. Los organismos diploides tendrdn dos alelos
potenciales para cualquier segmento de ADN en particular (un gen). Si los alelos son iguales en ambos
cromosomas, el individuo es homocigoto; si los alelos son distintos es un heterocigoto. Originalmente
este término se utilizaba para rasgos heredados en forma Mendeliana. Ahora se utilizan como formas
alternativas en un locus genético. Los alelos codominantes son particularmente (tiles como
marcadores genéticos (McDonald, 2000).

Alelo nulo: alelo que no se visualiza bajo las condiciones analiticas (puede ocurrir en microsatélites)
(McDonald, 2000).

Aminodcido: Moléculas que sirven para construir proteinas (Hartwell e a/, 2000). Compuesto
organico que posee un grupo amino (NHy-) y un grupo carboxilo (-COOHY); los aminoscidos pueden
unirse para formar cadenas de péptidos en la molécula de proteina (Villee, 1996).

Astringencia: Condiciones de hibridacién (tales como temperatura y concentracién de los reactivos
quimicos) que determina el grado de similitud que resultard en la formacion de moléculas de doble

hebra (McDonald, 2000).
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Autoclave: Equipo de alta temperatura para esterilizar y limpiar material de laboratorio; tales como
medios, probetas, etc... (McDonald, 2000).

Cebador: Cadena corta, preexistente de polinucledtidos a partir de la cual se puede sintetizar ADN
nuevo por medio de la accién de la ADN polimerasa. El cebador se une a un dcido nucléico como
templado (ADN del organismo de inierés) y promueve el copiado del ADN templado, iniciando desde
el sitio de uni6n del cebador. Para amplificar los microsatélites se utiliza un cebador de ida y otro de
vuelta. Algunos sitios de uni6n de los cebadores pueden conservarse entre familias, mientras que otros
pueden variar entre congéneros (Hartwell ef o/, 2000; (McDonald, 2000).

Cepa: Segtin el modelo hisotrépico clonal propueste por Macerdo et al. (1998) kas cepas de
Trypanosoma cruzi representan un conjunto de clones (también llamada poblacién multiclonal) que
pueden formar relaciones simbidticas pero deben competir ferozmente por los recursos disponibles
(Castillo, 2002).

Citosina (C): Una pirimidina (base nitrogenada) que es componente de los dcidos nucléicos, un
miembro del par de base G-C (guanina-citosina) (Hartwell ef al, 2000).

Clon: Células cultivadas asexvalmente disefiadas para producir multiples copias de un gen o de un
segmento de ADN. Para marcadores genéticos, el proceso generalmente involucra vectores de
clonacién y un cultivo de bacterias o levaduras (McDonald, 2000).

Codominancia: Expresién de fenotipo heterocigoto teniendo como resultado un descendiente que se
asemeja a ambos padres. Los microsatélites son marcadores moleculares codominantes porque se
puede distinguir un heterocigoto (dos bandas) de cada homocigoto (una banda) (Hartwell ef al., 2000,
McDonald, 2000).

Competente:  Preparade para la introduccién del ADN del wvector.  Se hacen células
“electrocompetentes” (generalmente E. coli) incrementando la permeabilidad con cloruro de calcio u
otros reactivos (McDonald, 2000).

Control negativo: En el contexto de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), éste significa
hacer una reaccion en la cual el agua remplace el ADN de tal manera que cuando el producto sea
visualizado se espera que no exista una banda. Si el control muestra una sefial, se sospecha que hubo
una contaminacion en la mezcla del PCR o de uno de los reactivos utilizados en la amplificacion
{McDonald, 2000).

Dendrograma: Diagrama ramificado representando una jerarquia de categorias basada en el grado de
similaridad o del nimere de caracteristicas compartidas, especialmente en la taxonomia biolégica

(Merriam-Webster, 2004).
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Diploide: Que tiene un doble complemento de los cromosomas (generalmente un set del padre y uno
de la madre). Varios andlisis genéticos se basan en aquellos organismos cuyas células son
eeneralmente diploides (McDonald, 2000).

dNTP: Un deoxiribonucledtido (A, G, Co T). dNTP's libres en exceso son un componente esencial el
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (McDonald, 2000).

Distancia genética: Varias estadisticas para medir la “distancia genética” entre subgrupos o
poblaciones. Tas principales distancias genéticas incluyen la distancia de Nei (1972, 1978), la
distancia de Reynold's y nueva medidas de distancia que incorporan el proceso de mutacidn paso a
paso (“step wise™) en los microsatélites (McDonald, 2000).

Diversidad genética: Una medida de variacion genética en una poblacion. Se calcula a partir de la
raiz cuadrada de la frecuencia de un gen (alelo) (McDonald, 2000).

EDTA: Etilen diamina tetra acetato. Un preservante de comida, anticoagulante y un componente
comin en buffer de laboratorios (McDonald, 2000).

Efecto de Wahlund: Reduccién en la homocigocidad (aumento en la heterocigosidad) cuando
distintas taxa son analizadas en conjunto, o cuando se hibridizan. Siempre que las subpoblaciones
varien en la frecuencia genética, la poblacién en total mostratd un efecto de Wahlund. El efecto
opuesto ocurre cuando poblaciones divergentes se mezclan (McDonald, 2000).

Electroferograma: un registro que consiste en los componentes separados de una mezcla (tales como
fragmentos de ADN) producidos por electroforesis en un soporte (acrilamida por ejemplo).
Electroforesis: Técnica que aplica el fendmeno de migracion de sustancias por la accion de un campo
eléctrico para la separacién de moléculas (como fragmentos de ADN o protefnas) de una mezcla
similar de moléculas. Se utiliza materiales como el acetato polarizado y las geles de aparosa o
acrilamida a través de los cuales se corren proteinas o ADN. El material es separado dependiendo del
peso y de la polaridad y permite distinguir variantes (por ejemplo alelos, variantes de enzimas) (Real
Academia Espafiola; McDonald, 2000).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (por sus siglas en inglés PAGE): Una técnica para la
separacion de fragmentos de AND basada en una movilidad diferencial dentro del gel (McDonald,
2000).

Electroporador: Equipo que se utiliza para transformar, por medio de la electroporacion, células
¢lectrocompetentes (Castillo, 2002).

Electroporar: Proveer una descarga eléctrica en células para inducir la forniacién transitoria de poros

en la membrana celular por donde las moléculas de ADN puedan entrar a la célula (Brown, 1998).
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Enzima de restriccién: Enzimas que cortan ADN encontradas en bacterias ( y aisladas de éstas para
su uso). Como cortan dentro de la molécula, generalmente se fes llama endonucleasas de restriccion,
Una enzima de restriccién reconoce y corta el ADN (inicamente una secuencia de nucledtidos
particular. Los fragmentos obtenidos luego de la restriccion pueden tener extremos rombos (“blunt
ends”), si la enzima corta a través de la doble hélice, o extremos cohesivos (“sticky ends™), si ta enzima
corta de tal manera que obtiene extremos de hebra simple y que son capaces de unirse a otra hebra por
complementariedad de bases (McDonald, 2000}.

Eppendorf: Pequefio (0.2-1.8mL) tubo de polipropileno con tapadera para almacenar reactivos,
muestras, etc... Pueden estar sujetos a fugas (McDonald, 2000).

Erlenmeyer: Frasco de vidrio resistente a altas temperaturas (de hasta 1301b de presién) en forma de
cono (Castillo, 2002).

Esquizodemo: Nombre propuesto para las poblaciones de parasitos que generan patrones de
restriccién del DNA del cinetoplaste similar o idéntico (Macedo et al., 2002).

Frecuencia genética: El término utilizado en las poblaciones para las frecuencias alélicas (McDonald,
2000).

Gel: Matriz de polimero que forma poros per los que pueden pasar diferentes clases de moléculas,
como ADN o proteinas. El tamafio del poro depende del polimero que se esté utilizando y de la
concentracion del mismo, Entre mayor concentracién de polimero mas pequefio es el poro. Los
polimeros mas cominmente utilizados son la agarosa y [a poliactilamida, pero se podria utitizar
también acetato de celulosa y almidén (Castillo, 2002).

Gene: Unidad biologica de informacion genética; segmentos especificos de ADN compuestos por
distintos grupos de pares de nucledtidos en una region discreta de un cromosoma que codifica para una
proteina en particular, un locus codificante (Hartwell ef al., 2000).

Genotipo: El set de variantes de ADN encontrado en uno o mas loci en un individuo. La informacion
de 1a cual se puede desarrollar los genotipos pueden incluir alelos, secuencias o varientes de RFLP’s
(McDonald, 2000).

Guanina (G): Una purina (base nitrogenada) que es componente de los 4cidos nucléicos, un miembro
del par de base G-C (guanina-citosina) (Hartwell, ef o/, 2000).

Haploide: que tiene un solo complemento de cromosomas (McDonald, 2000).

Heterocigosidad: Un individuo o un pardmetro a nivel de una poblacién. La proporcién de loci

heterocigotos esperades en un individuo (se encuentra entre 0 y 1.0) (McDonald, 2000).
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Hibridacién: En biclogia molecular, el proceso de unir dos hebras complementarias de ADN para
formar una molécula de doble hebra. Una hebra esta generalmente marcada y es utilizada como sonda
para detectar la presencia de una segunda hebra {McDonald, 2000).

Hipervariabilidad: Alto grado de variacion entre individuos dentre de poblaciones locales con un
marcador molecular en especial. Ejemplos de marcadores hipervariables incluyen los minisatélites y
microsatélites (McDonald, 2000).

Homoplasia: Similitud de rasgos o genes pro razones ofras que la coancestralidad. La homoplasia
viola el supuesto basico en el andlisis de los marcadores geneticos (los variantes de fenotipo similar
(por ejemplo tamafio de alelo) se asumen como provenientes de un ancestro en comun {McDonald,
2000).

Idénticos par descendencia: Alelos derivados de un ancestro comiin y que tienen el mismo estado.
Los alelos también pueden ser idénticos sin ser idénticos por descendencia (McDoenald, 2000).

Indel: Evento de insercién o delecidn en una secuencia molecular {(McDonald, 2000).

Intron: Secuencias de ADN dentro de secuencia codificadora de un gen. Los intrones son transcritos
a mARN (ARN mensajero) pero son eliminados del mensaje antes que sea traducido a una proteina,
Los intrones pueden contener secuencias involucradas en la regulacion de la expresion génica
{McDonald, 2000).

Libreria genémica: Set de clones hechos a partir de fragmentos de ADN que se traslapan, generados
al azar, los cuales representan el genoma completo de un organismo. El ADN es cartado en
fragmentos por medio de enzimas de restriccion y luego son clonados. El numero de clones
necesarios esta en funcion del tamafio del genoma y del tamafio del fragmento de ADN (McDonald,
2000).

Ligacién: Procedimiento mediado por enzimas que unen fragmentos de ADN. Las variantes incluyen
ligacion de extremos rombos o ligacién de extremos cohesivos {McDonald, 2000),

Ligacion (Linkage): Una asociacion hereditaria entre los rasgos, de tal manera que la combinacidn
del rasgo parental parece entre la progenia en mayor proporcion que la observada en una no-parental.
La proximidad de dos o mas marcadores genéticos en un cromasoma; mientras mas cercanos sean los
marcadores menor probabilidad que éstos se separen durante la reparacién o los procesos de
replicacidn del ADN, y en consecuencia existe una mayor probabilidad que los rasgos sean heredados
juntos {(McDonald, 2000).

Locus (loci en plural): Del latin “lugar”. Un segmento de ADN en un lugar particular del cromosoma.
—generalmente utilizado para “gen” en un sentido mas amplio, indicando un segmento de ADN

analizado para el estudio de variabilidad (por ejemplo, un Tocus de microsatélite) (McDonald, 2000).
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Marcadores o estandares de masa molecular: Mezcla de pequefios fragmentos de ADN de doble
hebra de un tamafio y peso conocido que sirven como referencia para deteminar la masa molecular de
una mezcla de moléculas de ADN o mezcla de proteinas desconocida {Castillo, 2002).

Marcador genético: Cualquier caracteristica utilizada como marcador de una variacién genética
dentro y entre especies o taxas. Estas caracteristicas incluyen rasgos fenotipicos (color de ojos por
ejemplo), productos de proteinas (aloenzimas, alblimina), y segmentos de ADN. Se podria utilizar un
marcador genético particular como un rasgo diagnostico como una herramienta para el control, como
una ayuda para andlisis sistematicos, o en una gran variedad de maneras en la biologia basica de la
evolucién.  Diferentes marcadores moleculares (microsatélites, ADN mitocondrial, aloenzimas,
RAPD's) tienen distintos enfoques, y diferentes ventajas y desventajas (especificidad, costo, facilidad
de interpretacion, etc... ) (McDonaid, 2000).

Marcadores moleculares: Scgmento de ADN que se encuentra en un lugar especifico en el genoma
de un organismo y tiene propiedades inherente que hace que sea facilmente reconocido cuando se
utilizan herramientas tecnoldgicas tal como electroforesis (Hartwell et al., 2000).

Microsatélites: Repeticiones cortas consecutivas de secuencias de nucledtidos. Las unidades
repetitivas pueden ser di-, tri- o tetra-nucledtidos. También son llamados secuencias simples
repetitivas consecutivas (McDonald, 2000).

Minicireulo: ADN circular, uno de los componentes del ADN del cinetoplasto {Castillo, 2002).
Minisatélite: Segmentos de ADN repetitivo utilizados generalmente como marcadores genéticos para
la identificacién individual o en analisis de parentesco. La tecnologia de los minisatélites se basa en la
hibridacién de sondas. Las ventajas se chcueniran en la no necesidad de cebadores especificos ni
hipervariabilidad. Las desventajas incluyen la no utilizacion de 1a reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y la falta de especificidad del focus (McDonald, 2000).

Mutacién paso a paso (“stepwise mutation™): La variacion de microsatélites parece ser el resultado
de un desapareamiento durante la replicacion, el cual es el proceso mds probable para afiadir o eliminar
una unidad repetitiva. Como resultado, alelos mas similares en tamafio serin, probablemente, mas
relacionados. Este dato filogenético adicional puede ser itil para determinar las distancias genéticas y
suponer la diferenciacion genética (McDonald, 2000).

Neiglbor-joining: Un método para construir arboles evolutivos (McDonald, 2000).

Nuclestido: (di-, tri-, tetra-): Subunidad de ADN o ARN que consiste de una base nitrogenada (en
ADN: adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T); y en ARN: adenina (A), guanina (G), citosina

(C), uridina (U) ), una molécula de fosfato y una molécula de azucar (en ADN desoxiribosa y en ARN
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ribosa). Miles de nucledtidos son unidos para formar moléculas de ADN o ARN (Hartwell et al.,
2000).

Nitmero efectivo de alelos “Ne”: Este valor representa el nitmero de alelos con una misma frecuencia
necesarios en una poblacion ideal para producir la homocigosidad observada en una poblacion real
(McDonald, 2000).

OD: Densidad 6ptica medida en un espectrofotémetro. Utilizado para asesorar la pureza y la
concentracion de AND (McDonald, 2000).

Oligonucledtido: cadena pequefia de nucledtidos. Sintetizados en un laboratorio como punto de inicio
para el desarrollo de cebadores, 0 para ser utilizada como sonda (McDonald, 2000).

Panmixia: Ausencia de diferenciacion entre subpoblaciones (debido a altos niveles de flujo genético,
creando eficientemente una sola gran poblacién sin una estructura intermna). El adjetivo es panmitico
(McDonald, 2000).

ph: Abreviacion para “pares de bases” (nucledtidos) (McDonald, 2000).

Plaquear: Dispersion de bacterias sobre todo el medio s6lido de crecimiento, en condiciones estériles
{Castillo, 2000).

Plasmido: Molécula de ADN extra-cromosomal y autoreplicativa, distinta a la de un genoma normal
bacterial y no esencial para la sobre vivencia de la célula bajo condiciones no selectivas. Algunos
plasmidos son capaces de integrarse al genoma del huésped y son utilizados como vectores de
clonacion para pequefios segmentos de ADN (de 50-5000 pares de bases) unidos al pldsmido. Un gran
ntmero de plasmidos construidos artificialmente son utilizados como vectores de clonacion.
{(McDonald, 2000).

Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccién del ADN (RFLP). Variacién en el
tamafio de fragmento de ADN, entre individuos, obtenidos al cortar con enzimas de restriccion el ADN
nuclear. El polimorfismo en los fragmentos de restriccion es causado por mutaciones en el sitio de
corte de las enzimas. En el caso del kRFLP el ADN utilizado es el ADN del cinetoplasto (Hartwell
et al., 2000).

Poliploidia: Que tiene més de un par de cromosomas homélogos. Una ruta comiin para la especiacién
en las plantas. Recientemente, se ha observado una diploidia en un roedor sudamericano (McDonald,
2000).

Principio de Hardy-Weinberg: Dadas cierias suposiciones tales como no variacion genética (tamafio
de poblacion infinita), apareamiento al azar, generaciones que no se cruzan, no seleccion y no

migracion, la frecuencia del genotipo en una poblacién infinita puede predecirse a partir de las
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frecuencias genéticas. Una poblacion alcanzara el equilibrio de Hardy-Weinberg en una generacion
(McDonald, 2000).

Prurito: Comezén, picazén (Real Academia Espafiola)

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Técnica aplicada para la amplificacién de acidos
nucléicos en un termociclador. Involucra el uso de un par de cebadoresque inician la reaccién. El
producto final es una cantidad de ADN mayor que la inicial de varios ordenes de magnitud. El ADN
amplificado puede ser entonces visualizado con tinciones o marcaje radioactivo, o se puede saber el
tamafio en base a marcadores fluorescentes en un secuenciador (McDonald, 2000}

Recombinacion: Intercambio de segmentos de genes por mecanismos durante la replicacion del ADN.
Las secciones intercambiadas son usualmente homélogas. La probabilidad de recombinacion aumenta
con el incremento de una distancia fisica (McDonald, 2000).

Regién flanqueante: para microsatélites, las regiones flanqueantes son agquellos fragmentos de ADN
fuera de la secuencia repetitiva consecutiva simple. Estas secuencias son utilizadas como pares de
cebadores. Las regiones flanqueantes son generalmente invariantes a través de poblaciones o especies,
pero mutaciones en ellas pueden provocar la presencia de alelos nulos como también una fuente
potencial de homoplasia {(McDonald, 2000). ‘-
Replicacién por desapareamiento: Un proceso de mutacién mediante el cual una simple secuencia
mmmWaawemkabnowﬁmmbn@ummwammLquﬁmModdhmh&MommmwoAC
creceria o disminuiria por la adicién o sustraccion de 1a unidad AC (McDonald, 2000).

Secuenciacién: Técnica molecular para deducir la composicion de un segmento de ADN o ARN, o el
orden de aminoacidos en una proteina. Existen dos métodos alternativos para ello: Maxam-Gilbert y
Sanger/dideoxy (Hartwell, ef @/, 2000; {McDonald, 2000).

Secuenciador automatico: Aparato que determina automiticamente una secuencia de nucledtidos
marcados pro medio de 1a utilizacién de electroforesis capilar y deteccién fluorescente o deteccion
quimioluminiscente (Castillo, 2002).

Sonda: Moléculas de ADN de hebra simple o ARN de una secuencia especifica, marcada
radioactivamente, inmunoldgicamente o por otros medios, que son utilizadas para detectar la secuencia
complementaria por hibridacién. Algunos marcadores moleculares dependen de técnicas basadas en
hibridacion de sondas (McDonald, 2000).

Stutter bands:  (sin traduccién al espafiol) Bandas secundarias formadas, por ejemplo, en
microsatélites. Probablemente representan productos con un par de bases menos o mas (McDonald,

2000).
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Tamafio del genoma: El penoma es un término colectivo para todo los componentes del matertal
hereditario encontrado en un organismo. El tamafio del genoma varia desde 10* pares de bases en
algunos virus, 10'° pares de bases en varias plantas, hasta mas de 10" pares de bases en algunas
salamandras y peces. Los mamiferos tienen aproximadamente 2-3x10°pares de bases. Aunque la
polipoloidia puede aumentar el tamafio del genoma, la mayorfa del aumento parese ser debide a una
serie de eventos de duplicacién (McDonald, 2000).

Taq polimerasa: Una polimerasa de ADN termoestable aislada del Thermus aquaticus, una bacterta.
Utilizada en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ya que no se degrada durante los ciclos de
alta temperatura generada por el termociclador {McDenald, 2000).

TE: Tris-EDTA, un buffer utilizados cominmente en los laboratorios (McDonald, 2000).
Termociclador: Equipo en el cual se realiza la reaccién en cadena de la polimerasa (McDonald,
2000).

Timina (T): Una pirimidina (base nitrogenada) que es componente de los acidos nucléicos, un
miembro del par de base A-T (adenina-timina) (Hartwell, ef al. ,2000).

Transformacion: Un proceso mediante el cual el material genético Hevado por una célula individual
es alterado por la incorporacién de un ADN exégeno en su genoma {McDonald, 2000).

UPGMA (Unweighted pair-group methaod of arithmetic averages): Técnica para construir arboles
para anlisis filogenéticos. La informacion requerida son distancias (distancias genéticas) (McDonald,
2000).

Vector de clonacin: Molécula de ADN originaria de un virus, un plasmido o de una célula de un
organismo superior en el cual otro fragmento de ADN de tamafio apropiado puede integrarse sin
provocar la pérdida de la capacidad de auto-replicacién del vector. Los vectores introducen el ADN
extrafio dentro de una célula huésped, en ta cual es replica de manera autonoma en grandes cantidades.
Por ejemplo se pueden citar los plasmidos, cosmidos, bacteriéfagos y cromosomas de levaduras
artificiales. Los vectores son generalmente moléculas recombinantes que contienen secuencias de
ADN de varias fuentes. Un vector debe tener las siguientes propiedades: ser capaz de replicarse en un
huésped cultivable (levadura o bacteria), tener un marcador dominante de seleccién que permite su
deteccién (genes de resistencia a antibidticos), tener uno o més de un sitio de restriccion que permita
cortar y unir el fragmento de ADN de interés (McDonald, 2000).

Visnalizacién: Técnica para estudiar la variacion entre segmentos de ADN (marcadores moleculares).
Estos métodos incluyen marcaje con radiacién (exposicion de geles a rayos X) y varias tinciones

(bromuro de etidio, plata, etc...) {McDonald, 2000).
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Zoonosis: Enfermedad parasitica de animales salvajes que es transmitida por especies silvestres hacia

otros animales (Monteiro, ef al., 2001).
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B. Protocolo para aislamiento de fragmentos de ADN de

Trypanosoma cruzi ricos en microsatélites

Se digirio €l ADN del pardsito con la enzima de restriccion BstU 1 obteniendo fragmentos de

aproximadamente 500 pares de bases. Se unié el “linker” denominado SuperSNX  (8SNX;

5* GTTTAAGGC CTAGC TAGCAGAATC 3
SPGATICTOCTABCTAGGCC TTAMACAARAS Y 3 os fragmentos obtenidos en la digestion, de tal manera que

se incorpord una cola de adeninas a cada extremo. Se obtuvieron los fragmentos de ADN ricos en
microsatélites. Se llevé a cabo la hibridacién entre una mezcla de oligonucledtidos especificos marcados
con biotina (se utilizaron tres mezclas diferentes de oligonucledtidos que representan microsatélites
especificos de Trypanosoma cruzi segin recomendacion del laboratorio), utilizando el programa
denominado “Oligohyb”. Este programa consistio en la desnaturalizacion de los fragmentos de ADN
obtenidos y de los oligonucledtidos especificos marcados con biotina, a 95°C, por 5 minutos, seguido de la
hibridacién de ambos reactivos mediante un ripido descenso a 70°C, seguido de una disminucion de 2°C
cada 5 segundos, hasta llegar a 50.2°C, por 99 ciclos, bajando luego a 50°C por 10 minutos, seguido de una
disminucion de temperatura de 0.5°C, cada 5 segundos, hasta llegar a 40°C por 20 ciclos y, finalmente, una
rapida disminucién a 15°C. Una vez unidos a los fragmentos de ADN ricos en microsatélites, con las
sondas marcadas, éstos se separaron del resto del ADN gendmico capturdndolos con perlas llamadas
“Dynabead” unidas a streptavidina (los fragmentos de ADN, unidos a los oligonucleodtidos especificos
marcados con biotina, se unieron a las perlas); se descart6 el sobrenadante y se lavaron las perlas con
soluciones de astringencia, Luego de una rapida desnaturalizacion a 95°C, por 5 minutos, se capturaron las
perlas unidas a la sonda marcada con biotina y se precipitaron los fragmentos de ADN, ricos en

microsatélites, presentes en el sobrenadante, mediante la precipitacién con acetato de sodio y etanol.



Secuencia de clon E.3.13 para pre-analisis

CNNTNGGTAACAATATATAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGT
CGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCGGTTCCA

CTTAACGACACGCAGGTGATTTCGATCACGAGCGCCATTGTACACGTATGTATGGTATGTACACG

TATGTATGGTATGTACACGTATGTATGGTATGTACACGTATGTATGGTTTGTACACGTATGTATG

GTATGTTACACGTATAGTATGGTATGTGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAACAATCGAATTCCCGC

GGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC
AATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACGGGAAAACATCCCCCCCNNNANTCCCNCCNCN
NGNTGNCCCATCTNCNNCNCCCTTNCTGTTNTNTCNCCNCCTCTCNTTCNCCCCCCCNTNTTTCC
TTTTNCCCCCCCCCCTCCCCTCCCCCCCCCCNCNNTNCCCCCCACCCANNCCRATCCACCCCCNC
CCNNCNCCGGNNNGNCCTTANGNTTTNNCNTNTNCNTNCNNATGNTNNCTCCTTTTTCCTNNNNC
TCCCCTCTTNCCCCCTCCCCCCNNNTCCCCTTTTCCCNCTTTCCCATCCCTCNCCCTTNCCNCCN
CCCTATTTNCTCACACACCCNCCCNCNNCNCCTCNCACCCCCNNNNCNACTNTNCCCNCCTNCCC

CNNTCC

Leyenda:

Ligador SSNX

Secuencia de microsatélite

[(TATGTATGGTATGTACACG);(TATG)zN (TATGTATGGTATGTACACG) TATGTATGGTATGT))
Cebador M13 forward
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Qecuencias de clones positivos por PCR secuenciados

La nomenclatura de cada clon positivo se basa en la siguiente regla: la letra E 'y el primer nimero

corresponde a la elusion numeroy el segundo niimero corresponde al nimero de clon aislado.

1.E.2.1 (385 pb)
ACCGTTTCTTCTGTTTTTCATTTCACTCTGCGTTGACGTGTTGTTAGTTTGTGCTGAAGACTGCA
CGCAAGTGACAGGAGTGATGGCGATGATGACTGGCCGTGTGCTGCTGGtGTGTGCCCTCTGCGTG
CTGTGGTGCGGTGCCGGCGGTAGATGTGACGAGGTGGTGGCGAGAGCGCCTGCCGGTGGTGCTGT
GGATAAGAGCGAACCGCTGGTGCAATCACAAGAAATTGGAGCGTCTCCACAAGGATCACAAGAAT
TAAAAGATGCGGCGCCAGTTGTT—AAAAGGG—AATCA—ACACCCG—C—ACCTCCCACACCT—
TCAGATGGAGAGGATGATGATGATGATGATGAAAGAGACGGTGATGGCCAAGAAGACGGAAGC
2. Clon 31 E.2.3 (521 pb)
GCCCTCCGTGAGGGGTGCCGACACGACGGACCGCTCTCGCGGTATGTGCATGCGGTTGAGCCTTG
TGTGCCGCTCCTGTTTGCTTCTCCCTCTTCCATCTGTGTTTTGGTGTTGCGGCAGGGCTGTGTGT
GTGTGCCTGCTGCCGTGGATTGGAGTGTGTGTTGTGCGTGGTGTGCGGCGTACGGTGCGTGCCTG
GCTGCTGCCCTCTCCTCATGTGGTGTGCCCTCTGTGTGTGTCTGCTGCACCTCTCGTCTCCCTGT
TGCTCTCCATTTCCCTCACTGTGCAGATCAGCTCCACACCACTGAACGACCGCACTCACGATGAT
GATGACGTGCCGTCTGCTGTGCGCCCTGTTGGTGCTTGCCCTGTGCTGCTGCTCGTCCGTGTGCG
TTTCAGAGGAAGCTGCCACTACTCCCCAGACGACCACGACGACGACCACAACAAAACCACCTACT
ACGACCACGACAACCACGACAAAACCACCAACCACGACCACCACCACTACAACACAGGCACCAAG
T

3. E.2.7 (405 pb)
CAGAATCGATTCCTTATCCATCCATGACGCGGTGCCTCACTCCACGCGGTCACACGGAGAGTGCA
CCATTTCGTCAATACAACTTATTCTTCGTCCATCCCTTACAAATGCTTCTGTTAGTGATGGGCCT
TAGAGCACAATAGAATAAAATGGACAATGCAGTAACACCATAACACCGCCAGTCACAATGGTTTT
CTCATACCGAGGCAGTTTTCCAATTATGccTCGTATGCACACACACAATTAACATACCATATAGA
AATCAACCAATGTTTTTCACCAGAAACCAAACAACCCCAATCCCTCCCTAATTTTCTTCTGTCAC
TGTTATGTTCGATAGCGTTGGTCATTTTTGACATTTGTGTGCGATATACTGCCGTCTTGTGCTGG
TGCGCCCGCACCGTE

4. E2.9 (387 pb)
ACGATGATAAATCCTCGCGTGCAATAATTTCTTCCACCGTCGTTGATGAAGAGGAGCACAACTTT
CCAATGCCATCGAGGCTTGAACCAAAAAGGTTACTGAGCATGACAGTTATTTTTCCCTCCTCCTC
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GGAAGAGCAATATAACTCAAATACTGAGGTATTGCAACCAAAAATTCGTTAATGGGCTGGAGGGT
CCTCTCTCACTCTCGGTCGCGCTCTCCCCCAACGTATACGTGCCCTTTCAGTTCCTTGGGTGAAG
CECGOGGCARATARATARATARTARCAARARTARAARARTAGRAARAARANAGTGATAGRCAGAR
RGAAGRCGCCGGCATTGCTGGTAAATACATGTGTGGGTGCAACCAGGAATAAAGRGGGAAAA

5. E.2.10 (220 pb)

CTTTCACGCAAGTAGAGTGARARTAAL ARARARARRAAA- -~ ~== === ===~===7=7"77 T

TTTTTTTTTTTGTGAGGTCGCGTGCGTCTGTTGAAAAGRGAAACTC
AAATAAAGTTGAGAGGTAAAAAAAGAATTTAAAAAGACAAATTCATGAGGGTTCAAACACCACTA
AGAAAAATAACAGAATGAAATGTTTGCTTCGGGTTTTAAAAATGATGGTTCATTGCCATTATTAA
TCCCTTTTTGGTATTTCTCTTTTTGCATGCTTGTTTGTTTGTGTGTGTATGCGGGTTTGAAGG

6. £.2.13 (398 pb)
ACTAAACGTTCATGAAGAAACACTGTGGAGCGACCATGTGTTGTCCTCATTGGCTGTTGTTTGGA
CAAAAATCAATATTTTACCCTTTGAAGTCACAAATGCCATGGTAAAATGGACAGAAAAAGCCACT
GAATTGCAATCTTGGGCAGTTATCTCCTCGTCTAATGACCAGTGGCCATGTGAAAACCGATAGAG
TCGAACCTGCTTACCACGGCAGACACAAGCCAAGTATATTCCATACTGCCAAGGGGCCCRTGCTA
GTTGTGTACAGGGGAATCGCAGATGATCAATRCGCACTGTGTGTTCTGCAGGGTCCCACTGCGAC
TGTTCCCCETTTTCCGCCTGAATC

7. E.2.14 (335 pb)
GGTTCGCTTTCCTTCAGTAACTCGGGGAGAGAGGCGGCAACAGTCTGCATCAAATGATCCAACTT
CTCCGETTCCGCART CTTCTCCTCGCGCACAAGACCCGACCCGTCAACARGCGGTGCARCARRTG
CACTTAGAGTCCGCAGAGCCGAAAAGCGGCGTTCAATGTTTGACCCCCCAAGCATGTGTATATAC
AACGGAAACAGCTTGTTCACCACAGCACGGCGGTGTTTCAAAACACTTTCACTGTTCTGTGTGAG
AAGTCCCACCACCCTGTTARATTCCTCTTCATATGTGACRTARACTGGCCARGRCATCACETTCT
CCARACATGT

8. £.2.20 (239 pb)

CCTTCTGGGT TATGARCGCGGGGGACACCCAATACTTATTGCGAGGGCGCCTACACTTARTTCTT
CTACTGCGTTTGAGTAGCTGGCGGGGAATTCGGCTATATTGATGTTTTCGATCGACTCTTCTGAA
TGATCTTCAAAGGGGTTGAGTGTTTGATCCCGGAACGGTTTTTGTCTGCGGGCCGTATTTGATTG
ACTGCAATTTTCTTRCTTTTTTTTTTTTTGCGACATGGCRTTGGAGGGTCCGCATCGCCACTCAA
TTTCCCTGT

9. E.2.28 (369 pb)
COTTCTGCACACGTCAATGAAGTCGETTGTGCTACGACT GRAGGART TBCRGGCARGAATTCETG
CATTGGAGTCTCTAGGATGTGATGAGCAGCAGCGCTGATGATGATGATGGTGATGCGTATTTTTA
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TGTGAGCCGTTTACGGTTGTGCGTGTGTATTATACGCCCATGTGTGTGCATTTTGTGACTCTCTT
GTTTTCTTATTTTTTGTTTTTATTTTTATTTTTGGCCACTCGATCTCAACAAAAAGACAACAAGA
AAGGGGGTTCTCCCACTTTTTCATTGCTGGTGCAGAAGTTATAGCAAACATGCGGCCTATGACGC
TGCCGTCGCGCCTGAGTGGACGCTCTTTTCACTCGCAGCATCGT

10. £.2.30 (250 pb)
TGTTCGTGTGCGTATTTTTGAGAGGGATGTTTTACTTATTTAGTTTTTTTTTTGACTGTTTCTCC
AATTAATGAACGACTTTTAAAATGGCGGCAGGGTGTCTTGTTCTTTATGGACTAGTTTTTCTGTT
TTTGGCTTGTTTTTTCTTTTGCGGTGCTTCGGATTATTATTTTTTCCTTCTCTTTTTTTTTTTTT
TTTCCCgCGTGTCTTTGTTTGTGTCTGTGGGATTTGCTGTTGACATTTAAAATGT

11. E.2.88 (345 pb)
ATTCCACACCTGCACGATATTGTGATGCAGGAACCGCGTTCCGTCTCGCAGTTCACCGCATTCTG
CAGTATTCTCTGCTGTCTCCTTGTGGAGGAGGCGCAGCAACAGCAGCCATTTCGCCTAAAACTGC
CGCCGCCCTTCTTTTTAATGAATTTTAATCTCGTTGGACGTGGGTCTCGTATTGGTGTGTGGCTG
CCACGAAGATCCCCACGTGTTGTGAGCGGCACGTTGCGCTCTGCTGCAGCTGATCGTGGCACAGT
AACCACTGGTGGTAGTGCCGATTGTGCCCAAGAGGGCCAATTTCACTCATGTGAAGTATGCTCGC
CTGGTGTCATTCTAGCGCGT

12. £.3.6 (298pb)
ACTCAGCAGTGCAAACCCCTTTGATGCCTACAGCAAGGAGGCGCTCACTGCCCTTGCTACGAGGG
ACCAAGGTGAATAGTCTGCAATACTATTTCRAAATGTCTACGCTGGAGAAGAGGCAATACAAAAT
GGATGAAAAAAGAAGAGGGAGGGCTGTAGGAAGACGTTTTTGACTGACTGCTCAATGTAGAATCT
GTTGACTGTATTTCTTCCATATGTCTGTCTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTATTTATTCT
CTTCCTCTCCTCETGGATGACGTGCGCARATAT GRATG

13. £.3.8 (345 pb)
ACGTCCCRAAACCGGGGTGCGTTTCCGCTCTCTCTCATATTGGAGGTGCGCCCATTGGCACTATT
TCTTTAACATTACACATTTAATTTCATTCCCGTCTTCTGATAAATTATATATATGGAATGTATGT
GCATGTATGTATGTATGTATGTATGTATGTAAGTGTATGTGTGTGTTTGTTACATTTATTTATTT
ATTTACATGACAACAGGTGTTTGTCTGGACGAACGTTCTTCGATCCCATGATTGCTCRAAATTTC
CAATATGGAGATGGCCTCTTCATAACGTTGAATAGAAATAGCAGAACGAAAAAAAGTTCGTTGCA
ATGATTTTGACCCACGAAAA

14. E.3.14 (298 pb)
ACTCAGCAGTGCARACCCCTTTGATGCCTACAGCAAGGAGGOGCTCACTGCCCTTGCTACGAGEE
ACCAAGGTGAATAGTCTGCAATACTATTTCRAAATGTCTACGCTGGAGAAGAGGCAATACAAAAT
GGATGAAAAAAGAAGAGGGAGGGCTGTAGGAAGACGTTTTTGACTGACTGCTCAATGTAGAATCT
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GTTGACTGTATTTCTTCCATATGTCTGTCTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTATTTATTCT
CTTCCTCTCCTCGTGGATGACGTGCGCAAATATGAATG

15. E.3.16 (439 pb)
ACTCTCGGACAACAACAGAGAGAGAGAGAGCAGAGGGAAGGTGACATGAAAGGGGGAAAAAAAAA
CAGGCTTAAAGCCATCGCARAAGCACGCACATCGACAGACAAACAGACAGACAGAGAAACGGTCG
CCGGTGAGAGAAAGAGTAACAATGGGGATGGCGGTAGGCGAATAATAGCATCGTCTAATGCGGCG
AGAAAAAACACATAAAATGTAAAGGGtAAAGGCCCCACATGCGTGAGGTGCATTACTATCACCGT
GGCACGAACCCTACGTTTTTTTTTCCTTCTTTTTTTTCGTGCTGCCTTCCCGAGAAATACATTTT
ATTGAGCCTCATTTGACGACTTCATACACACACACACACACACACACATATGCCAGACCATAAAC
CTCTCTGTGTTATTTTTCCGTGGCATATGTTCTAAATCCACGCCGCGGC

16. E.3.17 (636 pb)
ACGGATGCGCCTCCTCGAGCCTTTCCGTCAGTTCCCAGCTCGTGGTGCTCCTCATAACTGTGTGC
GTGAACACCGCAAGCGCGACGGAGGCATTAGTGAATCTGCTCACCGTGGCACTGGATGGGCCCTT
GGAGAGAACCGTTCGGGATCCGACATCTGATGGACGTCCCGGGCTTGATCGCAGCCGCATTGCAG
TTCAGGTGGTTTTTGTCATTGAGAAATTGATTGAACGGTGCCGCGCGGCCGGGCTGAGTTTCACG
ATGCTCCCTGATGGCGTGGCAGGAGGGCGGGCCGCCAAAGCCCATCGACGAACCATACAATGAGG
CGGAGCAACAGGCAATGGACGCGGGGCTTTTTCGACGGCTTAAGGAGGTCATCCTGCGCTTTCCG
TCNCCGCGCGCGGAGNTGTCTTTTACGCGNATTTTATCTGCCCTTAACGCGCAGTTGCCGGCACT
GGAGGATAACACCGCGNAAGGTGCGGTCCCCGCNCGAGCAGTCCTCTATGCCGCTCTCCANNACT
ATCATTCTGCACCCACGCCACGCCCAATCGGCTGCCAATGGACAAGTCTTTTGCCAGCATCCCTG
CCCGAACGGCAGCTTTNCCTTGCCATTGCTGTGACACGCAAACNATTCTTG

17. E.3.19 (428 pb)
GGCTTCATGAGACCATGTTGATTTTTTTTATTTTGGATGGGTTTCTTGTGTTTATGACACATATA
TATGgTATGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGTGTATTCCTTTGCAGGAAATTGGGGATTCT
CCTAGTTGCCGTGCTaGTGATCTTTCTTTCTTCCAATTGTAATTTGTGTGTACACCTGACTCCCC
GACACACGCAGCACAGCGCCTCCAGACGCAACCACGCGCGCACTCGCGTACAATGCATATTCGCC
ACCGAACACAGCCGCGTCCACCGCGACACCGCCACCGACAAGCTCCAGCACCGCGCCGTCCACCA
CCACCGTCCGCCCACCAGTCTATCACGGTCACGAGGGCAACGCCGGACACAACCAGCACGGACCG
CACGAGACGCAGGCCCGACAGCACCAGCACCGGTGCGT

18. F.3.27 (696 pb)
GCTGCTCGGAAAACGTGGCTTCTTTAATGGCATCTTCGCAACACGCAAGACACTCCTTTCCCATT
TTATCTGTGAGCAAAACCACAGGGAGGTCAATAACCAAGAAACCAGCCTCATGGGCAGCCCGCGT
CGTGACCTTCAACAAATGACGTAGTCGCATTACCGAG/CCAAATGGCAGGTGATCTGGAACCTCG
CGARGACGTATTGGTAGTTGTCT TGEGGCGEETGCCTGCGRT PCAGAACGGAATCGCTTATGCAG
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CCCCGTGCAGAAAGGGCACAAAAAATTATTCTCTGCTCTGATACCGCCGTAACTCTGCATGGTAC
AACGCCCACACATGCAGGGTGGACACCAATTCCCCGCAGACGATAGCGCTCCAGCAGCGTCTGCG
GGCGTTGACACAAGATACGCAGTGCAAGCGCACCGCAATACGCCACCAACGGGCCCATCGATCGG
TCCTAAAGGACTTCTTCCCTTTATGAGAGCCCGTGTAACCATACGGTTCCGCCTCGCCAACACCT
GGTTGTTGGAGGAAGAAGAGGAGGTGCTGGGTATGGAACTCCTTTTTGACGTCTGCGGGGGAAGA
AGCATCACCGCCCTTCTTCTCTTCCCGTTACCCCCTTTTGCGTGCGTGTATTTGTGTGTAATGCG
TATGTATGTATGTATGTATTGCAAGCGTGGGACACGGAGTAAACGT

19. E.3.30 (299 pb)
CTATCGCCTTACACTCAAACACATACATACATACATACATAAAGGGAGAGAAGCATTATAAAGGA
ATTGTTAATAAACGCACGTGTATCAGTATTGGTTGTTGTTGTTTTTAATATATGCGCAGGGGTGG
TGAGTTCATGTTGAGCGTCCCATCTTCTCGACTTTTTGCGTCGGGGCGGCGAATTCACGTCGGTT
TTGTCAGCCACATATATGCGACTTCATGCATAGGCGTTCAACTGCGAGCCTCTATGAGAAGCAGT
GGGCAACTGATAGGAATGACAACACATGGATGCTTGTGT

20. E.3.37

No disponible

21. E.3.62 (650 pb)
ACGAATTCCGGGAAGACAAAGTCCATGTTCCCTTCCCCTTCCGCCGCCACAAATACACGCACTCA
ATTGCCCTTCTGTCTATTTCAACTTCTCGGGTCTCTCCCACAGACACCCTCCTCTATACCTGCGG
TGTTTAGGGATTAAAGAGGGCGATGGACAAAAAGGGGGGCAAAACAAAAATAAAATAATGAAATC
GACCCGTGTTGTTTGTGATCCCTCGCGTTCTGAGATGTTGCACAACGTCCCATTTCCACCAACAC
CGCCAGCAATGACATGCCCAGTTCGAATGGGACAACAGTATAAAAAAATTTATAAAAAATTTGCA
TAATTATTTCTAATGCCACCTTCGTTTCCTTCTACCAGTCCTCCTTCAAAGTGCTCACACGCCGT
AAGCAAAAACGAATAGTCCCTCATTTTCCTTTTTCCATACCTCACTCACACATACATAAAACAAA
CAAACTACATATAATTGTGTGTGTGCACTGTCATTTACTCCGCAGAGCGCTGCAGGCATGGCTGC
GTATCACCCTAGCGCAGCTTCACTCCGTCGTCCAAGGGCGTCTGATGGCGCACACTGATAATCTT
AAGCGCACTATCCGCTATCCTATCCACAGGCTCCCTGCTTACACTCACCTTACCACGCTTAGGGT
22. E.3.63 (259 pb)
ACACAAAGCGAAAAGGGAAACGAACAGGCAAAATAAGTTGTGTGTTGTGTGAGTGAAAAGGGGAA
ACTGTCAAGAAACAACACGACAGGAAGAAGTGAGTAGCGTGAAGGAAGACATATAAACGTAAAGA
AARAAGAGAGAAACAGGGAAAGAGAGAGAAAAAACAACAAAAACTACGAAAAAAAGGATATTAGG
CCGTGAAGAGGGAATAGCCGGCATCCGTTTTATTTGGTGGCCGGTGTAGACCTGGTAACGAAAC
23. E.3.71 (556 pb)
ACCGTCAATCATTTCCTTATGGGAGACGGTTGGCGCAACTGCTGTTTATTGATATATTGGGTGCG
TTTTGGAGTGAATTGGTGATGCCATTTGACGTGTGAATATTCTCATATTTGACAAATTACATTTC
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CGAGGCACTGCTTTTGTATTATGATTGCCTCTCGAAAATTATTCTTTTTTTCTCCGCAGCACTCA
CACAGAGTCTCAATTCTTAGGGTTTTTTTTTATTGTTCAAAAACAAAATACTGAATGGGTTTTTT
AACGGTTCTCTCTCTGTGTGTGCGTGTGTTTGTCAGATAGACATAAAGTTCACTGAAATGGTGGC
TTCGATGGAGGATCGAGTCCTGTAAATTTTTTTTTTACTTTTTTATTTTTACCTTTGAAAACGAC
AGTCATTTTTCTGTGAGCGTTTGAGAATAGTGCTAACGAGAGGGCTGGCCGCCTAACTTAATACA
TCCTGATGAGAAGATATTACTGGACGATTTATTTTTTATTTTATATGAATCTTTCGATGATTGCG
ACGCAAGAAGCGARGGAGCTGACAGCGGTARGAATG

24. E.3.72 (436 ph)
GGTTCCGGCGGAGGCAGAGGCGGGCCGGTCACCGCAGTCAGGGAGGGACGGCACCA
CCGACACAGAGGGTTATTTGTGATCCG CAGGGCGCGTGCAGGCCTGTCGAAGAGTGGEE
AGGTGTCGCATCGCGCCTGTGCGCAGTGCCGCCACTCGGGGCACGATGTCCGGGTCGTGCCAGGA
ACAGAGTCCTCGCCACACCGGCAGGCGCCTGTCACGCGGTGTGCGCGCCTTCCTCTTCCTCCTGG
GCATCCTTCCATTATAACCGCTCCACTGCAATGAGGAAGTCCACGTGCCAGGCATTGACGCAGTC
CTACGGGAGGGATCGTGCAATCGTGGCATGTTTGTCAGCGGCCTCACTGCGTGGAATACCGCAGT
GTCATGAGGAAAATGTAAAGCCTGCTGTGTGCCCTCAATCCACCAGCGAATGCGGCACGGT

25. E.3.82 (383 pb)
ACCGTTTCTTCTGTTTTTCATTTCACTCTAGCGTTGACGTGTTGTTAGTTTGTGCTGAAGACTGC
ACGCAAGTGACAGGAGTGATGGCGATGATGACTGGCCGTGTGCTGCTGGTGTGTGCCCTCTGCGT
GCTGTGGTGGCGGTGCCGGCGGTAGATGTGACGAGGTGGTGGCGAGAGCGCCTGCCGGTGGTGCT
GTGGATAAGAGCGAACCGCTGGTGCAATCACAAGAAATTGGAGCGTCTCCACAAGGATCACAAGA
ATTAAAAGATGCGGCGCCAAGTTGTAAAAGGGAATCAACACCCGCACCTCCCACACCTTCATGAT
GGAGAGGATGATGATGATGATGATGAAAGAGACGGTGTATGGCCAAGAAGACGGAAGC

26. E.3.96 (554pb)

(igual que clon 45, salvo por algunas bases con clon 45)
ACCGTCAATCATTTCCTTATGGGAGACGGTTGGCGCAACTGCTGTTTATTGATATATTGGGTGCG
TTTTGGAGTGAATTGGTGATGCCATTTGACGTGTGAATACTCTCATATTTGACAAATTACATTTC
CGAGGCACTGCTTTTGTATTATGATTGCCTCTCGAAAATTATTCTTTTTTTCTCCGCAGCACTCA
CACAGAGTCTCAATTCTTAGGGTTTTTTTTTATTGTTCAAAAACAAAATACTGAATGGGTTTTTT
AACGGTTCTCTCTCTGTGTGTGCGTGTGTTTGTCAGATAGACATAAAGTTCACTGAAATGGTGGC
TTCGATGGAGGATCGAGTCCTGTAAATTTTTTTTTACTTTTTTATTTTTACCTTTGAAAACGACA
GTCATTTTTCTGTGAGCGTTTGAGAATAGTGCTAACGAGAGGGCTGGCCGCCTAACTTAATACAT
CCTGATGAGAAGATATTACTGGACGATTTATTTTTTATTTTATATGAATCTTTCGATGATTGCGA
CGGRAGAAGCGAAGGAGCTGACAGCGGTAAGART
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27.E4.8

No disponible

28.£.4.10 (331 pb)
CGCAACTCACATATTTGGCGGGCTGGAGAATTGGCCAACAGCTGTCATGATGCTTGACCGGACCA
CGCAAGGCCTCCATGCCATTTGGCGTGGAAGCGATGTGAAATGGGCCGAAATTACAAGAGAGCTT
ATTGCTTTAAAGGGAAGGGAAAATGTCAAATAGAGAGTCTGTTACACTGTGCGGGTCGTAAACCG
GGGGCGCCCAACATGCACTCACATCCGCGTCATTTATCCTGCATCTGTTTTCCTTTGGTGCGGCA
TACATGTGTAGACCTGTGTGTGTTTGTGTGTGCAATGAGGGGATGGATTTGCCATTGTTTTTTTG
GTGCTG

29. E.4.14 (377 pb)
AATTCTGTGCAGCGGAGGGCGCAAGTGTCCCACGCGGCAACCAGGTCACTCCTCACGGAGCCGCA
AACCCCCACAGTCCCAACAGAAGCAGAAGCAGCGATGGCAGCAGTCCGCTCCCAGCAGAATTCAA
GCTCACCTCTGACACAACAAATTGTATACCCTCAGTCCAAGAGGTATTCCTCTTTGCCGCTCCAC
TCTCACTCAATTCTTCAACTGCCATGGGGGTTCACTGTCATGGGCACCGCTGGAGCTGCGGAATT
TTTCTCTGGACAGGCACAGCGGCCCATGCCCTCCACTTGTGTTACTGGAGCTCCCGTCGAAGCGG
GGATCCTGTCCTTGATTGCAGTGCATCTCAGTGGAATTCAGTGGGCGATTGT

30. E.4.16 (445 pb)
ACTGATCTTGCAGTAAACAAACGAATTCAAATTGATGTCCGTCCCAACTGCCACTCCTGTTTCGC
CAATGGCGTCCGCAATGAGGCTCAGTTTCATTCCGGGAGAGCAGCATACATCCCACACCAGGTCC
CCTTGACACGGACGCAGCGCCACCACCGCCGCCACGGAAGCGCATCCATCGGCAGAGACCATGCC
AATTTGGCAAATGGCCGCGCGGCTCATTGCCACACCTCGAGGAACGGCGTAGTAAATACGGATTT
GGAAGCCACTCCACCTCCTCTACACTGGNCAGAGGAAACACCAAAAGGAGCCGCAATCTGAGCCT
TGATTTGGCATCCCTTCTGTCTGGCTGCGACCTCACCAGCGACGTTGTTATCCTCTGGGGGCATC
ACTATGTTTTTTAACATGTATTGTGGCCGCACACGAATATACCGCGGAATC

31. E4.19 (496 ph)
ACGCATCGCGCCGCCATGCACCATCCGCCAATCgGCGCGGAGGTAAATCATGAAGTAATCCGTGA
TGTCATTTGCAGCAATGAACTCGCTGCTCgGGTAACACCCAGTGAAACGCGTCGTAGTGTTTCTG
CTCCTGTAAGGCCTGAACGACGTTGCCTTCGTTGGTGGCCATCCGACCTGGCCCTCTAAAATAGA
CAACAAGGAAAAAAATAAAATTAGCGGCAGCCAAAATCCAAAAAATGAGGAGGGAGAGGGAGGAA
GACAGCGGCCTCAAACCCCCTTCTTTTTCGTTGTGTTTCTGTGTCTGCAATTCTTCTCACCTTTC
TATTAAAAATTGAAAACTTCTAAACCAATTCGTGTTCACTTTCCTCTTCCCTTTCCCTCCGTCCA
CGCAATCCATTCTAATGTGTTTCCTTTTTGCGTGCATGTGTGTGTCTGTGTTTTTCCCCACGTTC
ARCAACCACGGTGGGAGGGGGGAACACRCATG



101

32, E.4.35 (451 pb)
GATTCTGCTAGTACTCTGCGGGCCGCACTCACGCGCCGATGAGAGGGCTGAGGGGAGCAGCAACG
CGCAGATAACCCATGAAATATAAACGGTGTGCTGACACACGGAGGGTCGGACGGTTGAAAGACAT
TTAAATATCTTTTAATTTTATTTTCGGACAAAATATTTAGACAGTTGCTGGAGCAACATGGTATT
TAGGTGAAATTTTCGTGTGGTTTTTCTTTTTTTCTTTTTCTTATTATTTGTGTGTGGCCGTAGTA
GAGGACGATTTTTTTCATTTTTTTATGTTTTGTTTTTTTTCTTTTTTTAAAGTGTGAGGGGTGGA
AGGTGAAGATGAATTTTTTAAAATTTCAATATTTTTTTAAATGGATTGCCGCTGCTTTGGCTGCC
GTGCAATGTCATGAGCCTGAGCAGTCTTTTTCTCTTTATTTCTGCCATGCACCTCCGCTGT

33, E.4.36 (615 pb)
TCTTCAGACTCCCGCAGTGCACATGACTCTTCCTCTATAGCCGCCTGAATCCGCCTCAAACGCTT
CATGTGTGCAACCAGTTGATTATGCCGTTCGTGATATTCCAGCAGGGTTTCTTGTTCCTGCTTGA
TGCACTCTTTGATGGTATTTACTTCCGCTGCAGCATTCGCATCTCGTGCCAATTCCTCCACGGGT
TCTGAGACGTCACTATCATCATCATAATCGCCACCATCTCCATGACTATTATTATAAGCATCCAT
gCCTTGTTTTCCTCGTC/GTCATTACACTGTTCCTGTATCTGCTGCAAAAATGACGG/CAAAGAA
AAAGATAGCGGCGGCGGT/GTTGGTGGTAAAGACTCCAAGAAATCACCAGTTATATTGTTCGCCA
GCNAAATTGAACGGAGGTGAGCAGCGTATTTCCTGGCCGCTTTGAGgCTCGGCGTCCTTTGCCGC
AATATTACGAATCAATCGCTCCATCTCCTCCGTGTTGGCAAGCTCCTGTGCTGCACGCTGTTGAG
CATCTGAAGCGTGCGCATCCCTCNCGCGCTGACGCTCCGCCCTACATTTTCCGTGACGTGAGAAA
TCCACGCCATTTCCGCGTCCAGCTCCATGT

34, E.4.37 (675 pb)
ACTCCTCCCTGCCACGTCCAAACTACACACACACAAACACATGCAAACACACGACACTGTGAATG
CAGAGGCTGTATGAAAAGGGATTTGAACCCCAACGCAGGTGAGTTTCACCCGACGGGTGGGCGAC
TCACCCCAAAGGCCTCATTAAATGAGGGGGGTAGTCGTTCTTCATCCTTGCAAGGTGGCTCCGCA
CCCGCCGCAGCTTCTTCGTCCCAACAGAATAACGCAAATCCTAATGATAGAACGCCCTTTCAAGT
TTCCGAGGGCCTTGTAGAGGCATGCTACTTTGTGCCAGCGACACGCTTCTTAATGGATTGTCGCG
CCGCATTCTATGAACACCCGGAAGCCACTAAATGTAAGCACATGGAATTTGAACGTCTACTGCGT
CGTTGCTTTTTTGGAGCACATGAAACCAATGAACTGAGCATCTCCTTGGCTTCTGCGTCTGGTCA
AAATAGACCATTCTGGGTGTCGTATTCTACGGCCTATTTTCGGATGGCGCACGACGTCGTACAGG
AGGTTGAACTTGGGACGCCCTGTCCTTCCAGTCAACTGTTACCCCCGGCGGCGGCAGGCGCTTCA
CTCGCAATGCCGATGATTCCACCTAACTTGACAAGCTTCACAAATAACTCGACGGAGGAAGAAAG
GCRACGTGARATC

35. £.4.39 (441 pb)
GTTTCTCGACCTTGCGTAGTTTTTATCTGTTTTTCCATTCTTTTTTTCCCTTTCTCTCTGTTTCC
GTTTTTGTCTCACTCCTTCTCTTACCACCATACTTCACTGCATGCAGGGTTGCTGCGCCTGCCTC
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TGTGGGATGGAGTTGGGTCTGTGGAATTACCATTTTTTACTTTTATTTTCTTTTTTTCCCTTTTT
TTTAAAAAATTATTATTTGTATTGCAGTGGACAATTCATAGAATCATTTTTGTGATTTTTTACTG
GCGGTTTCTATGAAATTCTTTTTGTTCCTTCTCTTCCTTTGAGTTATTTGTTTGTGTTGCTGCAA
ACTGCGGTTATATTTATAGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAAAAATAATAATAAAACACACAAAAAGG
GATAAAACTCCTTATTTGGTTGAAAAGCAAAAAAAAAAAAGCAAAGGAGGT

36. E.4.40 (466 pb)
ACTCTCGATTTCTGGGCATGAGAATGACGATAAGGCGTTGTTACGTCGCGCTCACTGCAACCACT
GCCTTGGGGATTTAAGAGCGGCAGAGAAAGACCTGAATACCTTGGAGCGTCTCAGCAAGGATGGA
AACGTGCCAATTGATTCAGCGGTGCCAGATCTACGTAGACAAATTGCGAAAACCAAACAACAGGC
GTTGGAGAAGGAGCGCAAAATGTGCGCAAAGATGTTTGCTCAATGAACTACATAAAGTCCGGCTG
AAAAGAATCATCGTGTTTATTTTGAGTGTCCAATTCTGCTTCACATCACGCAAGAGTGTTCTCAC
TATTTCTATCTGGATGTGCGCCCAAAACCTTTCTCTCGCTCTCTCTCGTTCTCTCCTATATACAC
CTAAATTGGACAGGTATAAAACTACATCCGTTTGTCTGCATGCGTTTGCTTGTTTTTCCTTTCCC
CCTTTGGAATG

37. £.4.43 (499 pb)
ACCTTCACTACCCACAGCGGCCCGCCCATGTAATTCTGCTGCGTGTSGACGCCGGTGCCTCTCTA
ACAACTGAAATGCAAGCGCACTTGCCGTCCTCTCTGCATTACTCAGAGGAAGGGTGGCAAACGTC
TCCTCTCTTTCCCGTGCACACTGCTGCTGCATGACCGGCACGCTGCCATGCGTGCGCCGTCGCAG
CCGACCAAAAATGACACGAGAAAACCTCATTCCTTTCTTTAGGCTTGACGCACCTCGCAGCAACA
GCGAGGCATTCAAATAAGTAACAAAGTGCGGAAGGCGGACGGGGTTAAAGAGAAGTGAGGCGCCA
CACACACACACGGAAGAGGATACAACAACAACAACAACAACAACACTCTGACGACTACTCGTCAA
GAAATAGAAGCCAATATTTCACCCTCACGCTGGAAGAATGCGGCAAATCAAATAAATATCGACCA
GCGACAAACACAATCTTAAATCCACACACAAACACGCTTGC

38. E.4.51 (665 pb)
ACGCACACACACACACGGAGAGAGAGAGAGAGAACAATTCACGCATTTGTACAATGCTGCCATCA
GGCGGTGCTTGCTGCTGCAGCGAAGATAATGTTTTCGTTTTTATGATCTGTGTTATTCTGGGTGC
CGTCACGGACTTAATAAAACGTTTGACGTCTACTAACGACGCGTTCTCTTTAATTACTGATGTTG
ATTACGCCCCATGAAATTAGAAAAACAATAATAACGATGGTATTTGATAAACTTGACGCAAAAGA
AGAAAGATGTGGGTCATTAGCGGCAAATGAGTCTAAAAGACGTAATAGACCGTTCACTCACATTT
CTAACCACACACTTCATGCATCATTGGATACCGCTGCCCTT

39, E4.57 (400 pb)
ACCCAGCAGGATGCTCCGCCAAATTTCTTACCCTTTGCCGGGGAGGGCCACAGACTTGATTCCAA
TACGTCAACGACTGCACCAGCCGCCTCTTCTGTGGCGAAAACAGGTGCGGATGCCACTCCTGTGA
ATATGAGCGACAATTTTGAGCTTCATGAGGACGAGGAGGTGACAAAGCTGGCGATTGTGAATCTT



ATTGGGGAGCGCAAAGAGTTTAGGGTAAATCCCAATCGTCACACCGTTGGGGATGTTTTCTTTTT
GGCGGCGCGGCACGCACAACCGGGGGCGTTGGCCTTTCAACTCATTGCCCGTGACGTTCCCCCGC
GTCCATTGACGGATCGTTCTCTGACGATTGACGTTGCTAATTTGAGGAATGCCACGGTGATTATG
CGCCGAAATT

(No se encontrd el SSNX en el extremo derecho)

40. £.4.65 (432 pb)
TTTTCCCGGTCCCCTCCTCCAATCGCGGCCGCGCTTTCTTTGCCTTCTTTTTGGCTGCTTTGACC
CGTTTTTTCTGTTGCCTTGCGTTAAGAGCCTCCACTTTGGCTTGATGCGCCTTTTCTCGCTCCTT
CCTTTCTAGGAGACGATCAGCCTCAGCTTGGTGACGTTGCCGCCGCTCCGTTTCCCGTTCCTCCG
CGAGGCGGGCATGCTCGTTCGTCTTTCCACCTGCCCCAGCAATTGTCGACTGTAAACGCGGCRAA
GAGCGCATTGTTGCTATACTCTTCACATATCGACCATGCTCTGCTTGCAGACGCCTTTCCCGGGC
CTTCTTTTCTTCTTCTGATAAAGGTGGAAAATCCGGCATCACTTCATATTTCAGCCCCAATTCCT
TTCTATCAGCGGTTACTTAAGTTCTTCTATTCAGTAAACGTC

(No se obtuvo ¢l extremo derecho del linker SSNX)

41. E.4.69 (482 pb)
ACTCGGAGGACACGATATACCCGTCGTGCGATTGACAAATGGACGGAATGATTTGTTTCCTGTGC
GTGTTGAATTCTAATGTATTGCTTGATTGGTTGCTGCCCCCCGGTTCGTGCCCTGTGTGCTCCGT
GGCCGAACGACGTGGAATGTGTCATTGACTGCCCCGTGGAGCGTGTCACTCCCTGCCCTCGACCC
GCGTGCGGGAGGTGGTTGTGGAGCCAGTGGGCGCCCGTTGCGTTGTGCTGCGTGTGTGTGCTTCT
GCTGGGGGCACGTGATGAGGATGTGCGTGTGTGTGCTGGGCCGTCAATGAACGATGTATGTGAGT
CTGTGTTTCTGATACATTTTATTCTATTTTAATTGTGCGATTGGGAAATGGAGCGACTCAACATT
TCTTTTGTGTGTGTGCGTTGCTTGCTTCGGCTTTCCCGCGCCTGAGCCCTCACCTCGCGGTGTGT
GCTTGCGETTGGGAACCGCTGGGAATG

42. E4.72 (537 pb)
GTTTCTGGTGTAGTAGCCACT/CTCTCCCTCTTTTTATTTCCACTCTGTATTTATGTGCACCAGT
GTTTTGGGTCTGTCTTTGCGTTG/CCTTTGTAGTG/CTTTCTGCCATTTTTTGTTGTTGGTGTTT
TTTTTTTGTTCTCCATTGCGCTCATGAGAGTGGGAAGAAGAGGATAGGGAGAGAACACATGTGAG
GTGGTGGAATCACAGCCCCAAAAAGGATATCTTTCCGGTAGACCACCGTCGGCGCTTTTTTAGAA
AGAGAAAGAGAGAGAGAGAGTGTGTGTGTGTGTGCATGTGATAACTTCAGGGAACTGGCGCGTGG
GATAAGAAAATTCTCATACACATGCATGGCTGCTGTGGACCTTCAGTCTTGTTTTCTTATGAATA
TCACTGAAATTTTGCATTTGGATAAGTGGCGAGGGGATGTGTGTTGGCACCAGTGCCGGTAATGG
GGCTGCGGTATGTGTTTTTTATGGACCACAGAAGGAAATCTTCACTTAAAGGATGTTATCGGAAA
CTAAAGGGCCATCGGT
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43. E.4.80 (413 pb)
AAATAAAGAAAAGAAAAAGAGCAGTTTAAATTTGCCTTTGATCCACTCACACATATATGTGTATA

AGCAAATGATTGCGCACGCACGATTGTCACTTTATGGCACAGAGAGAGTCATCAGGAACCCACAA
CCACAGAAGGACAGGCGCAGTCCATTGGTTGCATCCTGGCCCCGCATCACTTATCGAAAGAGAAA
TAAGTCCGCATAATAAGTTGAACAGAATCACAGGTTGTCAAGCTTACTGCCACGGCAAACACACC
TAAGAGCAAAGCGCCCATTAAAGGCACTGATAGATGCTTACCCTTCCAAGGCTTGCGCCACTCAC
GGAACAAGAAGGACCACAAAAGCTTCAGTGCGGATTTCGTGTTCGTTCGTCTGCCAGCATCCCAC
GTTTCTTCACATTACCCCGRAGA (No se obtuvo el extremo izquierdo del llinker
SSNX)

44. E.4.83 (373 pb)
ACCTAAACGCGCGAGAAGCATAATTCAAAGGAAGGAGGAGCAAAAACTCCAAGGTGGCAGTGGAG
CAAAGGCGATTGCCGTTTTCAGGATGCCGTAGCGCCTCCCACGCGGCAAGCTGGTAATTCCCCCA
CAGACACACTCCCCCGCCAACCGCAAGGCCAGCAAACAAATAATGATACACCCATCGTCGCATCG
GGTTGGTGTAACCCCTCGTCACATCATTTTTGTAAAAATGTAGCTTCCGAGTGAGTGTCGTCATC
AAACTTCCCCCCTCCCTCCTCGCCACTGCGGTTGCCTAATGCACAATGCGAGTGTGTGTATGTGT
GTGTGATCCCTCCACAAATGGCGTTGAATCTCACACGCCTGTTTTTTT

No estaba en SSNX extremo derecho
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Clon
correspondiente

Gen T.cruzi correspondiente

Numero de acceso en
banco de genes
(GENBANK)

E2.1

Genes para GATasa, CPSasa,
DHOase, OMPDCase,
OPRTasa, proteina de
superficie, ACTasay
DHODasa

ABQO17765

Valor E

Identidad
(%)

2e-47

Q5

E2.3

Gen muc2 para glicoproteina
similar a la mucina

AJ239063

le-85

94

E2.20

Gen para la adenilato ciclasa,

chaperona (DNAJ), proteina G
(Rabl) y gen putativo para sub
unidad pequefia de proteina G.

AF031927

7e-71

92

E.3.19

Proteina | de de una familia de
genes dispersos (DGF- 1).

Mo0534

e-106

95

E.3.62

Genes para GATasa,CPSasa,
DHOasa,

OMPDCasa, OPRTasa,
proteina de superficie, ACTasa
y DHODasa.

ABO17765

Oe-72

97

E.3.82

Genes para GATasa, CPSasa,
Di0Oase, OMPDCase-
OPRTasa, proteina de
superficie, ACTasa y
DHODasa.

ABO17765

de-42

05

E4.14

Genes para GATasa,CPSasa,
DHOasa,

OMPDCasa, OPRTasa,
proteina de superficie, ACTasa
y DHCGDasa.

ABO17765

5e-29

90

EA.35

Gen para antigeno de
superficie.

AF510037

3e-52

E4.69

Elemento repetitivo corto
interpuesto o “SIRE” por siglas
en inglés asociado con
retrotramposon.

AF227607

le-14

82
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Interferogramas correspondientes a aislados escogidos para

analisis
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G. Alelos reales registrados para los microsatélites MS3, MS5 y
MS6

Alelos amplificados por microsatélite MS 3 Completo

Origen Muestra Tamano([f;z)lgmento Am(laaF;) 1%} Area pico al tEf:/(:inrea

10 190 7589 81560 0.09
190 4858 43398 0.11

11 233 448 4253 0.11
12 154 508 5012 0.1
172 272 2821 0.1

14 231 883 8979 0.1
18 190 1842 16455 0.t
253 205 1911 0.11

40 190 1556 14985 0.1
231 210 2072 0.1

24 190 1986 19928 0.1
231 249 2589 0.1

81 247 §50 8677 0.1
249 460 4707 0.1

112 191 65 726 0.09
GUATEMALA | 23 190 1041 10099 0.1
231 215 2170 0.1

25 190 131 1355 0.1
27 190 4317 39419 0.11
231 477 4515 0.11

29 190 1446 12855 0.11
247 142 1346 0.11

4 190 5777 54467 0.11
38 192 1820 18015 0.1
239 186 1909 0.1

50 190 2393 23001 0.1
231 78 801 0.1

72 190 1232 11852 0.1
66 186 3506 31336 0.11
190 1961 17757 0.11

68 190 2188 20275 0.11
71 190 10083 133151 0.08
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Origen Muestra Tamanﬁzlf{:;gmento Altlzll}z?lco Area pico altl:?:;:;:'ea
116 190 1870 16585 0.11
221 789 7133 0.11
114 150 7639 69202 0.11
GUATEMALA | 122 199 3157 27844 0.11
124 190 1395 12271 0.11
Cloné 190 3844 36934 0.1
192 3620 35111 0.1
1510 188 2638 21083 0.13
1541 188 479 3860 0.12
152 339 2759 0.12
1542 188 867 7186 g.11
PANAMA 192 765 7160 0.11
1558 *NA -- - -~
1559 *NA - - -
1564 *NA — - -
1570 *NA - == -
1587 *NA - -~ --
6320 198 10173 132700 0.08
6326 *NA - -- -
ECUADOR 6303 178 7264 63133 0.12
6307 198 7664 78129 0.1
6312H *NA - -~ -
Dog 178 87% 7485 0.12
Can3 186 4099 39610 0.1
BRASIL Cepa.Y 186 383 4122 0.09
Brazil *NA -- -- --
YB 186 172 1541 0.11

* NA: No amplificd



Alelos amplificados por microsatélite MS 3 Parcial

e e i R
10 190 7589 81560 0.09
11 190 4858 43398 0.11
12 154 508 5012 0.10

172 272 2821 0.10
14 Alelo>198 - -- -
18 190 1842 16455 0.11
40 190 1556 14985 0.10
24 190 1986 19928 0.10
81 Alelo>198 - e --
112 191 65 726 0.09
23 190 1041 10099 0.10
25 190 131 1355 0.10
27 190 4317 39419 0.11
GUATEMALA 29 190 1446 12855 0.11
4 190 5777 54467 0.1l
38 192 1820 18015 0.10
50 190 2393 23001 0.10
T2 150 1232 11852 0.10
66 186 3506 31336 0.11
190 1961 17757 0.11
68 190 2188 20275 0.11
71 190 10083 133151 0.08
114 190 7639 69202 0.11
122 190 3157 27844 0.11
116 190 1870 16585 0.11
124 190 1395 12271 0.11
Cloné 190 3844 36934 0.10
192 3620 35111 0.10
1558 *NA - - -
1559 *NA - - -
PANAMA |—13%4 “NA ” = -
1570 *NA - - -
1587 NA - - .
1510 188 2638 21083 0.13
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Orgen | Musea | amafomgmers | NI | frcapico | it
1541 188 479 3860 0.12
PANAMA 192 339 2759 0.12
1542 188 867 7786 0.11
192 765 7160 0.11
6320 198 10173 132700 0.08
6326 *NA — — —
LCUADOR L6303 178 7264 63133 0.12
6307 198 7664 78129 0.10
6312H ANA . - -
Dog 178 879 7485 0.12
Can3 186 4099 39610 0.10
spAs  LCepaY 186 183 4122 0.09
Brazil *NA 0 0 0
YB-399 186 172 1541 0.11

* NA: No ampliftcd




Alelos amplificados por microsatélite MS 5

Altura de

Origen Muestra [Tamafio (pb) pico (UF) Area pico Raz6n altura/drea
4 230 7301 56444 0.13
236 7483 57385 0.13
10 230 7188 56926 0.13
236 7331 55182 0.13
11 230 7396 65147 0.11
12 230 3676 41853 0.09
236 3375 39146 0.09
14 231 7373 72073 0.1
18 230 2282 30231 0.08
23 230 3026 31384 0.1
24 230 7306 89208 (.08
236 7415 87122 0.09
25 230 366 4314 0.08
27 231 7297 64594 0.11
29 230 1614 15805 0.1
38 230 4009 42043 0.09
GUATEMALA 10 230 7446 95919 0.08
236 7586 93123 0.08
50 230 6340 65132 0.1
66 231 7491 57481 (.13
68 230 483 4897 0.1
71 231 7441 69238 0.11
72 230 578 7071 0.08
81 230 7532 93288 0.08
112 230 55 738 0.07
114 230 7623 33186 0.09
236 7561 85077 0.09
116 230 7488 84616 0.09
122 230 758 7804 0.1
236 688 7258 0.09
124 230 218 2338 0.09
236 200 2073 0.1
Clon 6 230 7430 96528 0.08
1510 221 1409 14178 0,1
236 1787 17705 0.1
PANAMA 1541 227 952 11310 0.08
236 574 7136 0.08
1542 236 1278 13709 0.09

4



Origen Muestra |Tamafio (pb) ';:E:?{J%‘; Area pico Razon altura/trea
1559 236 62 633 0.1
1564 239 194 2005 0.1
PANAMA 1558 *NA - - SV SRS
1570 *NA - - --
1587 FNA - - —
6326 *NA -- -- --
6303 H 237 7288 67971 0.11
6307 239 6992 65183 0.11
ECUADOR 6312H 237 54 762 0.07
6320 239 7692 86231 0.09
DOG 234 7564 81835 0.09
237 7126 80467 0.09
__Brazil 230 59 523 0.11
Can3 232 4520 44683 0.1
BRASIL Cepa ¥ 238 4498 62899 0.07
| YB 233 95 1611 0.06

* NA: No amplificd
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Alelos amplificados por microsatélite MS 6

Crigen Muestra| Tamafio {pb)| Altura pico (UF) Area pico | Razén altura/drea
4 241 7380 38616 0.19
10 240 7032 46199 0.15
11 241 7416 42676 0.17
12 240 7725 90880 0.09
14 240 7064 36998 0.19
18 240 4251 48464 0.09
23 240 7155 72372 0.1
24 240 7440 86163 0.09
25 240 509 5142 0.1
27 241 7223 44595 0.16
29 240 6551 62838 0.1
38 240 7580 72237 0.1
SUATEMALA 40 241 7214 39483 0.18
50 241 7465 80867 0.09
66 241 7409 42678 0.17
68 240 7709 77185 0.1
71 241 7493 80669 0.09
72 240 1013 10212 0.1
g1 240 7729 83641 0.09
112 240 197 2222 0.09
114 241 7084 43400 0.16
16 240 7682 78125 0.1
242 6969 68301 0.1
122 240 3543 34652 0.1
124 240 494 5338 0.09
Clon 6 240 7700 85748 0.09
1510 240 2123 19898 0.11
242 1916 18232 0.11
1541 240 576 5576 0.1
242 363 3577 0.1
' 1542 240 5331 50124 0.11
PANAMA 242 3721 35299 0.11
1558 240 59 584 0.1
1559 240 51 553 0.09
1564 240 57 721 0.08
1570 NA - -~ -
1587 NA — - -
ECUADOR 6303 H 237 7189 40497 0.18
6307 245 7233 84180 0.09

J

6



Origen Muestra| Tamafio (pb) jAltura de pico (UF)|  Area pico | Razon altura/drea

6330 245 6865 36844 0.19
254 6785 35477 0.19
ECUADOR DOG 237 7049 39332 0.18

6326 NA - - -

6312H NA - - —

Brazil 240 188 1883 0.1
Can 3 244 7667 85895 0.09

AS|

BRASIL YB 239 454 4015 0.11
Cepa-Y 240 6879 38374 0.18

* NA: No amplifico




Alelos amplificados por microsatélite MS 6

(Corrigiendo el tamaiio del alelo de 241pb)

Origen Muestra | Tama#o (pb) |Altura pico (UF) Area pico | Razén altura/irea
4 240 7380 38616 0.19
10 240 7032 46199 0.15
11 240 7416 42676 0.17
12 240 7725 90880 0.09
14 240 7064 36998 0.19
18 240 4251 48464 0.09
23 240 7155 72372 0.1
24 240 7440 86163 0.09
25 240 509 5142 0.1
27 240 7223 44595 0.16
29 240 6551 62838 0.1
38 240 7580 72237 0.1

GUATEMALA 40 240 7214 39483 0,18
50 240 7465 80867 0.09
66 240 7409 42678 0.17
68 240 7709 77185 0.1
71 240 7493 80669 0.09
72 240 1013 10212 0.1
g1 240 7729 83641 0.09
112 240 197 2222 0.09
114 240 7084 43400 0.16
116 240 7682 78125 0.1

242 6969 68301 0.1

122 240) 3543 34652 0.1
124 240 494 5338 0.09
Clon 6 240 7700 85748 0.09
1510 240 2123 19898 0.11
242 1916 18232 0.11

1541 240 576 5576 0.1
242 363 3577 0.1

1542 240 5331 50124 0.11
PANAMA 242 3721 35299 0.11
1558 240 59 584 0.1
1559 240 51 553 0.09
1564 240 57 721 0.08

1570 NA - - -

1587 NA - - -

]
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Tamafio Altura de pico .
Origen Muestra Area pico Ram,"
{pb) (UF) altura/drea
6303 H 237 7189 40497 0.18
6307 245 7233 84180 0.09
6320 245 6865 36844 0.19
ECUADOR 254 6785 35477 0.19
DOG 237 7049 39332 018 |
6326 NA - - --
6312H NA - -- -
Brazil 240 188 1883 0.1
Can 3 244 7607 85895 0.09
BRASIL YB 239 454 4015 0.11
Cepa-Y 240 6879 38374 0.18

* NA: No amplificé
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H. Matriz de indjce de similitud de Nei-Li
1. MS3 Completo
4 10 11 12 14 18 23 24 25 27 29 38 40 50 119 68

4 1.00

10 0,751 1.00

11 0.75 ] 0.50 1.00

12 044 | 0.67 0.22 1.00

14 0.00 | 0.33 0.00 0.29 | 1.00

18 0501075 0.50 0.44 [03311.00

23 0.5010.75 0.50 0.d4 [ 0.67 10,751 1.00

24 0.6710.89 0.44 0.60 | 0.57 [ 0.67 | ¢.80 | L.00

25 0.57 10,86 0.57 0501040 | 08608 | 0.75] 1.00

27 0.5710.29 0.57 0.00 | 040020057 0501033 | L0O

29 0.50 1 0.75 (.50 044 | 03310751075 067 086 | 0.29 | 1.00

38 0.2510.50 0.25 044 | 0.33 1 0.50 | 0.50 | 0.44 | 0.57 | 0.00 0.50 | 1.00

40 0.89 | 0.67 0.67 040!l 029 |0dd | 067 0.80 ) 0.50 | 0.75 044 | 022 | 1.00

50 0.75 | 0.50 0.75 0221033 050(0751 067 | 057 | 086 0.50 | 025 1 0.89 | 1.00

e 10501025 050 1000033025050 044020 086 | 025|000 | 0.67 | 0.75 | 1.00

63 0.57 | 0.86 0.57 0,50 | 0.40 | 0.86: 086 | ¢.75 [ 1.00 | 0.33 0.86 | 0.57 | 9.50 | 0.57 (029 1.00
71 0,57 1029 0.57 0.00 1040 [ 0290570504 0.33 3 1.00 | 0.29 000 | 0.75 1 0.86 |0.86]0.33
72 0,57 10.86 0.57 050 040|086 ]0.86] 0754 1.00 | 033 | 0.86 0.57 1 0.50 | 0.57 1029 1.00
81 0.2510.50 (.25 0440331050050 044 | 057 | 0.00 | 0.75 050 | 0.22 | 0.25 | 0.00 | 0.57
112 0.2910.57 0.29 050 0.40 | 057|057 | 0.50 | 0.67 | 0.00 | 0.57 057 | 0.25 | 029 | .00 | .67
114 1.0 | 0.75 0.75 0.44 | 0.00 | 0.50 [ 0501 0.67 ] 0.57 | 0.57 | 0.50 025 1 0.89 | 0.75 | 0.50 | 0.57
116 0.44 | 0.67 0.44 0.40 | 029 | 067|067 ] 060 | 0.75 | 0.25 | 0.67 044 | 040 | 044 | 022075
122 0.75 1 1.00 0.50 067 l033{0751075| 080 | 086 [ 029 [ 0.75 | 0.50 0.67 | 0.50 | 025 | 0.86
124 0.75 | 1.00 0.50 067 1033]0751075( 0890861029 | 075 | 0.50 067 | 0.50 0254 0.86
Clon 6 |950]0.75 (.50 0441033 107510751067 | 086 | 029 | 0.75 | 0.75 0.44 1050 025(0.86
1510 0.22 | 0.44 0.00 040 02910221022 040 ] 025 | 0,00 | 0.22 | 0.22 0.20 | 0.00 | 0.00 | 0.25
1541 0.20 | 0.40 0,00 0361025 020|020 0360221 000|020 040 | O 18 | 0.00 | 000022
§542 022044 .00 040 10290220221 040 | 625 | 0.00 | 022 0.44 | 0.20 | 0D.00 §0.00(0.25
1558 0.00 | 0.40 0.00 0330671040040 (033050 | 0.00 | 0.40 | 0.40 4.00 | 0.00 | ¢.00 | 0.50
1559 0.33 ] 0.67 0.00 05710501033]033| 057804017 0,00 0331 033 0.20 ;1 D.00 | 0.00 5 0.40
1564 0,00 | 0.33 0.0¢ 020050(0331033}029]| 040 | 0.00 | 033 [ 0.67 | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.40
6320 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.25 0.00 | 0.00 | 0.60 | 0.00
6303 0.00 | 0.00 0.00 0.00 | 0.00 { 0.00 { 000 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 [ 0.00]0.00
6307 0.00 1 0.00 (.00 0.00| 000 000]000] 000 000( 000|000 0629 000 0.00 [ 0.00 | 0.00
6312H 0.00 | 0.00 0.00 0.0010.00 | 000][0007000|0.00]| 000 | 000 |0.00] 0.00 0.00 | 000 | 0.00
Dog 0.00 | 0.0D .00 000! 000000000000} 000¢% 0081000 000} 000 0.00 | 0.00} 0.00
Can3 0.00 [ 0.00 0.00 0.00 | 0,00 1 0.00| 0.00] 0.0 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 0.00 | 0.60 | 0.60 | 029 | 0.0¢
CepaY | 0.00 | 0.29 0.00 0251040 |029(0205025 | 033 | 0.00 | 0.29 | 0.29 0.00 { 0.00 10291 0.33
Brazit 0.3330.67 0.33 0571050067067 6570801 000 0.67 0.67 | 029 1 033 [ 0.00; 0.80
VB 1000|000] ©oo |00o|000l000]0.00]f0.00]0.00] 000|000 020 [000]000]029|000




71| 72 | 81 [ 112 | 114} 116 | 122 | 124 | Clon6 | 1510 | 1548 | 1542 1558 | 1559

4

10

11

12

14

18

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68

71 1.00

72 033 | 1.00

81 0.00 [ 0.57 1 1.00

112 0.00 | 0.67 | 0.57 | 1.00

114 0.5710.5710.25]029]1.00

116 025(0.75]044 050 | 0.44 ) 1.00

122 029 | 0.86 | 0.50 | 0.57 [ 0.75 | 0.67{ 1.00

124 029 0.86 [ 050 | 0.57 | 0.75 | 0.67 | £.00 | 1L.0O

Clon6 |029]0.86]0.50{057{050(0.67|0.75]075 1.00

1510 0.00{025{022|025]|022|060}044|044| 022 1.00

1541 0.00 | 022 | 020 | 022 | 0.20 { 0.36 [ 0.40 [ 040 | 0.40 0.73 | 1.00

1542 0.00|0251022§025]022|040/[044 | 044 | 044 0.80 { 091 | 1.00

1558 0.00 | 0.50 | 0.40 | 0,50 | 0.00 | 0.33 | 040 040 | 0.40 033 | 029 | 033 | 1.00

1559 0,00 040|033 ]0.40(033}029 067|067 033 0.57 | ©.50 | 0.57 | 0.67 | 1.00
1564 0.00 | 0.40 | 0.33 | 0.40} 0.00 | 0.29 | 0.33 } 0.33 0.33 029 {025 | 029 | 0.67 | 0.50
6320 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.60 | 0.00 | 0.00 | 6.00 [ 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
6303 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 § 0,00 0.00 [0.00]|0.00] 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
6307 0.00 1 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 : 0.00 [ 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 ; 0.00
¢31201 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.00|0.00|0.00|000]| 0.00 0.00 | 000 [ 0.00 | 0.60 [ 0.00
Dog 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.60 | 0.00 { 0.00 | .00 | 000 0.00 ¢ 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.00
Can3 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.06 | 0.00 | 0.00 | 0.00| 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
CepaY 1000}0331029[033]000|025}0291029| 029 0.25 | 022 | 0.25 | 0.50 | 040
Brazil |0.00 | 0.80 | 0.67 | 0.80 | 033} 057|067 [067| 067 0.29 | 0.25 | 0.29 | 0.67 | 0.50
YB 0.00 [ 0.00{ 0.00 | 0.00 | 0.0010.00]0.00)|0.00]| 0.00 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
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1564

6320

6303

6307

63120

Dog

Can3

CepaY

Brazil

¥B

14

11

i4

18

23

24

25

29

34

40

50

66

68

71

72

81

112

114

116

122

124

Clon 6

1510

1541

1542

1558

1559

1564

1.00

6320

0.33

1.00

6303

0.00

0.00

1.00

6307

0.40

0.86

0.00

1.00

6312H

0.00

0.00

0.67

0.00

1.00

Bog

0.00

0.00

0.80

0.00

0.50

1.00

Canj

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

1.00

CepaY

0.40

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

033

1.00

Brazil

0.50

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.40

1.00

YB

0.40

0.29

0.00

0.33

0.00

0.00

0.33

0.33

0.00

1.00
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2. MS3 Parcial

4 w1 |1z | g |1 |23 o 25 27 | 29 | 38 | 40 | 50 | 66 | 68

1 1.00

10 0.75 | 1.00

11 0.86 | 0.57 | 1.00

12 044 1067025 100

i1 0.00 |0.33(0.00]0.29]1.00

18 057 1086|067 050|040 100

23 0.57 | 0.86]0.67]0.50 | 040 1.00; 1.00

24 0.75 | 1.00 ] 0.57 | 0.67 | 033 [0.86 | 0.86 ¢ 1.00

25 057 |0861067]050[{040|100]1.00} 08 | 1.00

27 029 10571033 |025]0.80 0670671 057 | 0.67 | 1.00

29 057 | 086]067|0s50]040 | 100 100] 086 [ 1.00 | 067 | 1.00

38 029 1057|033 |050]040|067 0677 057 | 067 | 033 [ 067 | 1.00

40 1.00 | 075|086 | 044|000 057|057 075 | 057 | 029 | 057 | 0.29 | £.00

50 086 | 0571100|025|000]|067{067] 057 | 067 | 033 | 067 | 033 [ 0.86 | 1.00

66 050 1025|057 000 033]020]|020] 025 | 020 | 057 [ 029 ] 000 | 0.50 | 0.57 | 1.00

68 057 Loge|o67]050] 040|100 100 086 | 1.00 | 067 | 1.00 | 0.67 | 0.57 | 0.67 | 6.29 | 1.00
71 057 |09 | o067 000|040 (0337033 | 029 | 033 | 067 | 033 | 0.00 | 0.57 | 0.67 | 0.86 ] 0.33
iz} 057 086|067 050[040] 100|100 08 | 100 | 067 | 100 [ 0.67 | 0.57 | 0.67 | 0.29 | 1.00
81 033 | 067|040 057 050]080 080 067 | 080 | 040 | 080 | 0.80 | 0.33 | 0.40 | 0.00 | 0.80
112 | 029 | 057|033 050¢040{067|067] 057 | 067 | 033 | 067 | 0.67 | 0.20 | 0.33 | 0.00 ; 0.67
1m4 | 100 |075{086| 044 000|057 057 075 | 057 | 0.29 | 057 | 029 | 1.00 | 0.86 | 0.50 } 0.57
116 | 050 {075 057 044i033[086|086] 075 | 086 | 057 | 0.86 | 0.57 | 0.50 | 0.57 1 0.25 ] 0.86
122 | 075 100057 067 ]|033|086|086| 1.00 | 086 | 037 | 086} 0.57 | 0.75 | 057 [ 0.25 086
124 | 075 | 100|057 067 03308086 oo ! 08 [ 057 | 086 | 0.57 | 0.75 ¢ 0.57 | 0.25 | 0.86
Clon6| 050 | 075|057 | 044|033 |08 |086| 075 | 086 | 057 | 086 | 0.86 | 0.50 1 057 | 035 ]|0.86
1510 | 022 |0.44|000|040|029] 0250025 044 | 025 | 025 | 025 | 025 [ 0.22 | 0.00 | 0.00 | 0.25
1541 | 020 |040|000}036| 0251022022 040 | 022 | 022 | 022 | 044 | 0.20 | 0.00 | 0.00 | 0.22
1542 | 022 | 044 | 0001040 | 0207025 (025| 044 | 025 | 025 | 025 ) 0.50 | 0.22 [ 0.00 | 0.00 | 0.25
1558 | 0.00 | 040|000 {033} 067}050)050] 040 | 050 | 030 | 0.50 | 0.50 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.50
1559 | 0.33 | 067 | 000]057]050]040|040] 067 | 040 | 040 | 0.40 [ 040 | 0.33 | 0.00 | 0.00 | 0.40
1564 | 0.00 1033]000]029] 050|040 040! 033 | 040 | 040 ] 040 | 040 | 0.00 | 0.00 ; 0.00 | 0.40
6320 | 000 |0.00]| 000|000 000|000]000f 000 | 000 | 000 | 000 ] 000 | 0.00]|000]0.00]/000
6303 | 0.00 1000|000 |000/|000]|000]|000] 000 | 0.00 | 0.00 ;000 | 000 | 0.00 | 0.00)0.00) 0.00
6307 | 0.00 |0.00]|000]|0.00| 000|000 000| 000 [ 000 | 0.00 | 000 | 000 | 000 | 0.00 ) 000]0.00
63121 | 0.00 | 000|000 000t000} 000|000 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Dog | 000 | 0.0010.00|000]000]|000|000} 000 | 000 [ 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 §0.007000
Can3 | 0.00 |0.00]| 000|000} 000;000]|000| 000 | 000 [ 000 | 000/ 000} 000 ]000|029]|0.00
Cepa Y| 0.00 {029 |000]025|040]033}1033} 029 | 033 | 033 ;033|033 |000)000)029])0.33
Brazil | 033 | 067 | 040 | 057]050} 08008 | 067 | 0.8 | 040 | 0.80 ; 0.80 | 0.33 | 0,40 | 0.00 | 0.80
vg | 000 |0.001000!lo00)000!000|000] 000 | 000 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.0040.29 | 0.00




a1 | 72 L s {1z | 114 | 116 | 122 [ 124 | Clon6 | 1510 | 1541 § 1542 | 1558 | 1559

4

10

1

12

14

18

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68

71 |1.00

7 1033] 100

81 |0.00] 0.80 | §.00

112 |ooot 067|080 100

114 |057]057]033]029] 1.00

116 |0.29] 086! 0.67 ] 057|050 1.00

122 10.29| 0.86 { 0.67 | 0.57 [ 0.75 10,75 | 1.00

124 |020| 086 | 067|057 075{075]1.00]1.00

Clon6 |0729| 0.86 [ 067 {057 [050[07570.95]|0.75| 100

1510 |0.00| 025|029 025 022 044|044 |044] 022 | 1.00

1541 10.00] 022025 | 022 0200040 040 040! 040 | 073 | 100

1542 lo00] 025020025 022|044 044|044 044 | 080 | 091 | 1.00

1558 |0.00|0.50|0.67| 050} 000|040 040|040 040 | 033 | 029 | 033 | 100

1559 100|040 0507 040|033 |033|067]067] 033 | 057 | 050 057 | 0.67 | 1.00
1564 100! 0401050040 000033]033]033] 033 | 029 | 025 | 029 | 0.67 | 0.50
6320 |0.00| 0.00 ] 0.00] 000 000]000!0001000] 000 | 000 | 000 | 0.00 | 0.00 | 0.00
6303 |0.00| 0.00| 000 0.00|0.00|000]000]000] 000 | 000 | 000 | 000 ] 000 | €00
6307 |0.00| 0.00 | 0.001 0.00|0.00| 000|000 000| 000 | 000 ; 000|000 | 000 | C.00
63128 | 0.00% 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 { 0.00 | 0.00 | 000! 000 | 000 | 0.00 | 0.60 | 6.00 | 0.00
Dog |0.00] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0,00 | 000|000 0.00| 000 | 000 | 000 | 0.00 | 0.00 | 0.00
Can3 Lo.00! 0.00 1000 | 000|000 000] 000 000} 000 ! 000 | 0004 0.00 | 000 | 0.00
Cepa ¥|0.00] 033 | 040033 1000 |029]0.29 | 029| 029 | 025 | 0220325050 | 040
Brazii |0.00t 0.80 { 1.00 | 0.80 | 033 | 067|067 0671 067 | 029 | 025|029 | 0.67 | 0.50
ve |0.00| 000! 000! 006)000]|0.00]|000]|000| 000 | 0.00 {000} 060 | 000] 0.00
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1564

6320

6303

6307

6312H

Dog

Can3

CepaY

Brazil

YB

10

11

12

14

18

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68

71

72

31

112

114

116

122

124

Clon 6

1510

1541

1542

1558

1559

1564

1.00

6320

0.33

1.00

6303

0.00

0.00

1.00

6307

0.40

0.86

0.00

1.00

6312H

0.00

0.00

0.67

0.00

1.00

Dog

0.00

0.00

G.80

0.00

0.50

1.00

Can3

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

.00

1.00

Cepa Y

0.40

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.33

1.00

Brazil

0.50

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.40

1.00

YR

0.40

0.2

0.00

0.33

0.00

0.00

0.33

0.33

0.00

1.00
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3. Tomando el MS3 Parcial y corrigiendo el tamafio del alelo de 241pb. en MS6
4 10 11 12 14 | 18 | 23 24 25 { 27 [ 29 | 38 | 40 50 66 68

4 1.00

10 1.00}1.00

i1 0.860.86[ 1.00

12 0.67 [0.67] 0.50 1.00

14 0.33)0.33| 040 0.29 |[1.00

18 10.86(0.86] 1.00 050 10.40]1.00

23 10860867 1.00 0.50 (0.40)1.00)1.00

24 1.00]1.00{ 086 067 10.33|0.86(0.868| 1.00

25 1086|086| 1.00 0.50 |0.40{1.00|1.00| 0.86 |1.00

27 057 |0.57| 067 0.25 [0.80067|0.67| 0.57 |067}1.00

29 1086|086 1.00 0.50 |0.40{1.00/1.00| 0.86 |1.00}0.67|1.00

38 0.57 |10.57| 0867 0.50 |0.40]067|0.671 057 |067;0.33|0.67|1.00

40 1.00(1.00| 0.86 0.67 [0.330.85|0.86] 1.00 {0.86)|0.57|0.86|0.57 | 1.00

S0 0.86 (0.86( 1.00 050 [0.40[1.00{1.00] 0.86 [1.00|0671.00[067[0.86] 1.00

66 0.50 10.50| 0.57 0.22 |0.67|0.57|0.57| 0.50 |0.57 |086/[057(0.29]0.50|057]|1.00

68 0.8610.86| 1.00 050 [0.40[1.00{1.00| 0.86 [1.00|0.67|1.00]0.67|0.86) 100057 |1.00
71 0.57 {0.57 0.67 025 [0.80|067|0.67| 0.57 [0.67|1.00{067 (033 (057|067 |0.86 0867
72 0.8610.86( 1.00 0.50 |0.40[1.00]1.00] 0.86 |1.00|067}1.00{067)0.86[1.00 | 0.57 | 1.00
81 067 |0.67( 0.80 0.57 |0.50(0.80{0.80| 0.67 |0.80|0.40|0.80|0.80|0.67 } 0.80 | 0.33 | 0.80
112 | 0.57 [0.57| 0.67 0.50 |0.40[067|0.67] 0.57 {0.67 | 033|067 |0.67|0.57 | 067 |0.29 | 0.67
114 [1.00(1.00( 0.86 0.67 |0.33|0.85|0.86} 1.00 |0.86)|0.57 |0.86|0.57 {100/ 0.86 | 0.50 | 0.86
116 [0.75(0.75] 0.86 044 1033[086|086! 075 |0.86|057|0.86)|0.57,0.75]0.86 | 0.50|0.86
122 [1.00(1.00f 0.86 0.67 |0.33]0.86|086| 1.00 |[0.86}0.57|0.86(057]|1.00]|086]050]|0.86
124 11.00(1.00f 0.86 0.67 |033]086|0.86| 1.00 |0.86}057|0.86)|0.57|1.00 | 0.86 | 0.50 [ 0.88
Clon6 | 0.75|0.75] 0.86 044 |0.33]/0.86|0.86| 0.75 |086]0.57 |0.86|0.86|0.75|0.86 | 0.50|0.86
1510 10.44|0.44| 0.25 040 [0.29]0.25|025| 0.44 |0.25]0.25|0.25|025|0.44 |0.25022]0.25
1541 10.40040] 0.22 0.36 10.25{0.22|0.22{ 0.40 |0.2210.22|0.22]0.440.400.22 | 0.20 | 0.22
1542 104410441 0.25 0.40 |0.29]0.25/0.25{ 044 |025}0.256|0.25{050]044)|0.25|0.22|025
1558 067 |0.67] 040 0.57 0.50|0.40/0.40{ 067 |0.40|0.40|0.40]0.40067 |0.40 | 0.33|0.40
1559 10.33(0.33[{ 0.40 0.29 |0.50/0.40|{0.40{ 0.33 10.40|0.40)|0.40)0.40]0.3310.40 | 0.33 | 0.40
1564 | 040|040 0.50 0.33 {0.67[0.50|0.50] 0.40 {0.50|0.50|0.50{0.50[0.40{0.50 | 0.40 | 0.50
6320 [0.00]0.00] 0.00 0.00 [0.00(0.00{0.00}f 0.00 {0.00|0.00]000}0.00|0.00}0.00]0.00}0.00
6303 10.00(0.00f 0.00 0.00 |0.00({0.00[/0.00| 0.00 |0.00|0.00]|0.00]|0.00|0.00|0.00]000]|000
6307 (0.0010.00] 0.00 0.00 |0.00{0.00{0.00f 0.00 |0.00|0.00|0.00)0.00|0.00)0.00]0.00|0.00
6312H [ 0.00 |10.00| 0.00 0.00 10.00(0.00]0.00f 0.00 }0.00|0.00{0.00[0.00(0.00(0.00]0.00]0.00
Dog |0.00|0.00| 0.00 0.00 |0.00j0.00/0.00] 0.00 |0.00}0.00|0.00({0.00/0.00]0.00]0.00]90.00
Can3 [0.001000] 0.00 0.00 |0.00|0,00|0.00| 0.00 |0.0040.00|0.00)|0.00)|0.00|000]|000]0.00
Cepa Y [0.00]0.00| 0.00 0.00 40.00}0.00j0.00| 0.00 |0.00|0.00}0.00|0.00|0.00|0.00j000(000
Brazil |0.00{0.00] 0.00 0.00 10.0010.00|{0.00( 0.00 |0.00]|0.00|0.00)0.00)0.000.000.00;0.00
YB_ 06710671 0.80 {.57 |0.50|0.80|0.80| 067 [0.80/040/0.80{0.80}10.67 | 0.80{0.33 | 0.80




7F | 72 | 81 112 114 | 116 } 122 | 124 | Clong | 1510 | 1541 | 1542 | 1559

4

10

11

12

14

i8

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68

71 0.57

72 0.86 [0.86

81 0.67[0.67]0.80

112 0.57]0.57]| 0.67| 0.50

114 1.00|1.001086( 067 |0.33

116 0751075086} 044 (033|086

122 1.00|1.00(0.86] 067 |033(086)0.86

124 1.00]1.00]086] 067 [033:0.86]0.85[1.00

Cloné {0.75]0.75|086| 044 |0.33]|0856(0.86[0.75]| 0.86

1510 |0.44|0443025| 040 |029]025]025|044] 025 [0.25

1541 |040(040(0.22] 036 {025(022]|0221040| 022 ;022|022

1542 | 0441044025 040 |0291025|0251044} 0.25 0.25 | 0.25 | 0.50
1559 1067]067|040| 057 [0.50|040§040]|0.67] 040 | 040 j 0.40 | 0.40 | 0.67
1564 §033]033{040| 029 [050]|040{040(033] 040 | 040 ;040 | 040|033
1558 | 0.40] 040|030} 033 |067]050]|050040| 050 | 0.50 | 0.50 § 0.50 | 0.40
1570 |0.00{coo|000] ooo |oooloooe|000]o00]| 000 |0.00|0.06]0006]|0.00
1587 |{o.00|oooloo0| 000 fooolooof0.00]000] 000 |000]0.00[00C 0.00
6326 |000|000t0.00| 000 [000)o00}000]|000] 000 |0.00!0.00)000]| 000
63031 | 000 000l000]| 0.00 {0.00]000]000(0.00] 0.00 | 0.00]0.00]¢00]| 000
6307 |0.00|0.00{000| 0.00 J000|000{000]|000| 000 | 000000000000
63124 |0.00[000|000| 000 {000[000[000]|000]| 000 | 0.00]0.00]000( 000
6320 |0.00]0.00]0.00] 000 |000]|000[0.00{0.00| 000 [0.00]0.00]000)000
poG |o0.00{0.00(000] 000 |[000[000[000]|000]| 000 |0.00]0.00!0.00 000
Brazil [0.67|0.67|080| 057 (050080080067 080 040 0.80)080]| 067
Can3 (0.00|000|000| 000 |000]|0.00{0.00[000{ 000 70.00i000]|000]000
Cepa ¥V [0.00[0.00]|000) 000 |000)000)0.00{000( 000 0.00 [ 0.00 } 0.00 | 0.00
YB 0201020(033] 025 [0.40]0.33(033{029] 033 1033 [033]033(029
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1587
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10

11

12

14

18

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68

7

72

31

112

114

116

122

124

Clon 6

1510

1541

1542

1559

0.67

1564

0.33

033

1558

0.40

0.40

0.50

1570

0.00

0.00

0.00

0.00

1587

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

6326

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

6303 11

0.00

0.00

0.00

0.00

Q.00

0.00

0.00

6307

0.00

(.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

6312H

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

6320

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

DOG

Q.00

0.00

.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Brazil

0.67

0.67

0.80

0.57

0.50

0.80

0.80

0.67

(.80

0.40

(.80

0.80

Can3

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

(.00

Cepa Y

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Q.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

YB

0.29

0.29

0.33

0.25

0.40

0.33

(.33

0.29

0.33

0.33

0.33

(.33

0.29

0.33

0.57
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L. Matriz de distancia genética basada en indice de similaridad de Nei-Li
1, MS3 Completo
4 10 11 12 14 18 23 24 25 27 29 38 40 S50 66 68

4 0.00

10 0.25 | 000

11 025 | 0.50 | 0.00

12 0.56 ] 0331{0.78 { 0.00

14 1.0010.67 { 1.0010.71 | 0.00

18 050025050056 (067|000

23 0.50 | 025 | 0.50 [ 0.56 | 0.33 | 0.25 | 0.00

24 033]011]056]040]043(033]0110.00

25 043 0.14 | 0.43 { 0.50 | 0.60 [ 0.14 ] 0.14 | 0.25 0.00

27 0431071043 {1.00}0.60(0.71043]0.50 0.67 0.00

29 050! 025)050056](067|[025]025)0.33 0.14 0.71 | 0.00

38 0.75 | 0.50 1 0.75 | 0.56 | 0.67 | 0.50 | 0.50 | 0.56 0.43 1.00 | 0.50 | 0.00

40 011|033 (033|060 |071]0561033]020 0.50 0.25 | 0.56 | 0.78 | 0.00

50 p25| 0500250781067 |0350(025(033 043 0.14 | 050 | 075 | 011 | 0.00

66 0.50 10751050 | 1.00] 0.67 | 0.75 | 0.50 | 0.56 0.71 0.14 | 075 | 1.00 | 0.33 | 0.25 | 0.00

68 043|014 | 043|050 060014014 | 0.25 0.00 0.67 | 014 | 043 | 0.50 | 043 1071 000

71 043071043 | 1.00|060[0.71]043}0.50 0.67 000 | 071 | 1.00 ¥ 0.25 1 0.14 | 0.14 | 0.67

72 0431014104371050]|060]|0.14|0.14]0.25 0.00 067 | 014 1043 [ 0,50 | 043|071 [ 0.00

1| 075 | 0.50 | 0.75 [ 0.56 | 0.67 | 0.50 | 0.50 | 0.56 043 100 | 025 1050 | 0.78 | 0.75 | 1.00 | 0.43
112 0.71 | 043 | 0.71 1 0.50 | 0.60 | 0.43 | 0.43 | 0.50 0.33 100 | 043 | 0.43 | 075 [ 071 | .00 | 033
114 poo{0251025(05611.00(0501050 (033 043 043 } 050 | 075 | 0.1t | 0.25 [ 0.50 | 0.43
116 0.56 033056 |060|0.71{0.33 (033|040 025 075 | 033 | 056 | 0.60 | 0.56 | 0.78 ] 0.25
122 0251000 0.50]033}067(0.25025]0.11 0.14 071 | 025 | 050 | 0.33 | 0.50 [ 0.75 | 0.14
124 0.2510.0010.50]033|0.67|025]025]0.11 0.14 0.71 | 0.25 | 0,50 | 0.33 | 050 [ 0.75| 0.14
Cion 6 |0.50|025(050]|056|067[025)|0.25|033 0.14 071 | 025 | 025 | 0.56 | 0.50 10751 0.14
1510 0.78 | 0.56 | 1.00 | 0.60 j 0.71 | 0.78 | 0.78 | 0.60 0.75 100 | 078 | 078 | 0.80 | 1.00 | 1.00 | .75
1541 0.80 1 0.60 ) 1.00 | 064 1075 | 0.80 § 0.80 | 0.64 0.78 1.00 | 0.80 | 0.60 | 0.82 [ 1.00 | 1.00| 0.78
1542 0.78 (03561 1.00 | 0.60|0.7110.78 [ 0.78 | 0.60 0.75 1.00 | 078 | 056 | 0.80 | 1.00 { 1.00 { 0.75
1558 1.00 | 0.60 | 1.00 | 0.67 | 0.33 | 0.60 | 0.60 | 0.67 0.50 1.00 | 060 | 060 | 1.00 {1 1.00 | 1.00 [ 0.50
1559 0.6710331.001043]0.50(0.67 067|043 0.60 1.00 | 0.67 j 0.67 | 0.71 | 1.00 [ 1.00 | 0.60
1564 1.00 | 0.67 | 1.00 | 0.71 | 0.50 | 0.67 | 0.67 | 0.7 0.60 1.00 { 067 1 033 | 1.00 | 1.00 | 1.00 § 0.60
6320 1.001.001.00] 1,00} 1,00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | 075 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
6303 1.001 10011005 1,007 1.00(1.00] 1.00} 1.00 1.00 100t 1.00 0 1.00 | 1.00 | 1.00 [ 1.00 [ 1.00
6307 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | 071 | LOO | 1.0D | L.OO | 1.00
6312H | 1.00|1.00} 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 j 1.00 § 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
Dog 100 (1,00 1000 1.00}1.00] 1.00] 10O | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | t.0O | 1.00 | 1.00 § 1.00 | 1.00
Can3} 1.0011.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 [ 1.00 | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 § 1.00 | 0.71} 1.00
CepaY¥ | 1.00]071}1.00[075]|0.60 071 0711035 0.67 100 | 0.71 | 070 | LOO [ 1.00 | 0.71 | 0.67
Brazil 0670331067043 |050/[033]033]043 0.20 100 § 033 ] 033 | 07§ | 0.67 | 1.00| 0.20

YB 1.00{1.00( .00} 1.00| 1.00 [ 1.00 { 1.00 | 1.00 1.00 100 | 100 [ 070 100 ] 100 [ 0.71 | 1.00




71 72 81 | 112 | 114 | 116 | 122 | 124 | Cloné | 1510 | 1541 | 1542 | 1558 | 1559

4

10

11

12

14

18

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68

71 (.00

72 0.67 | 0.00

81 1.00 | 0.43 { 0.00

112 10O | 033 | 0.43 | 0.00

114 0431043 ]075(0.71 [ 0.00

116 0.75 1 0.25 [ 0.56 { 0.50 [ 0.56 | 0.00

122 0.71 { 0.14 | 0.50 | 0.43 1 0.25 | 033 | 0.00

124 071014050 043025033000 0.00

Cloné |0.71|0.14]0.50| 043 [050(033)025|0.25 0.00

1510 Lo | 0.75 | 0.78 [ 0.75 | 0.78 | 0.40 | 0.56 | 0.56 0.78 0.00

1541 1.00 [ 0.78 | 0.80 [ 0.78 | 0.80 | 0.64 | 0.60 | 0.60 0.60 027 1 0.00

1542 1.00 (075 0.78 | 0.75  0.78 [ 0.60 | 056 | 0.56 | 0.56 020 | 0.09 | 0.00

1558 1.00 | 0.50 | 0.60 | 0.50 ] 1.00 | 0.67 | 0.60 | 0.60 0.60 0.67 | 0,71 | 0.67 | 0.00
1559 1.00 § 0.60 | 0.67 | 0.60 § 0.67 | 0.71 [ 0.33 | 0.33 0.67 043 | 050 | 043 | 033 | 0.00
1564 1.00 | 0.60 | 0.67 1 0.60 | 1.00 | 0.71 } 0.67 { 0.67 0.67 071 | 0.75 1 0.71 | 033 | 0.50
6320 1.00 { 1.00 § 1.00 | LOO | 1.00 | 1.00 | 1.00 7 1.00 1.00 [.00 { .00 | 100 | 1.OO | 1.00
6303 1.00 | 1,001 1.00 | 1.00 | 1.00 ] 1.00 | L.0O | 1.OO 1.00 1.00 | 1.00 | 1.00 [ 1.00 | 1.00
6307 1.00 [ 1.00{ 1.00 | 1.OO | 1.00 { 1.0D | 1.OO | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 [ 1.00 | 1L.OO { 1.00
6312H 1.00 | 1.00 | .00 [ 1.00 { 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 [.00 1.00 | 1.00 | 1.00 | LOO § 1.00
Dag 1.00 | L.OO | 1.O0 | 1.00 [ 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 £.00 1.00 [ 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
Can3 100} LOO | 10O LLOO | E.O0 | LOO | 1.00 | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | L.OO | 1.00 | 1.OO
CepaY | 1.00|0.67 | 071|067 | 100}075]0710.7] 0.71 0751078 1075 | 050 | 0.60
Brazil 1.00 | 0200331020067 (043}1033:033 033 071 { 0,75 | 0.71 ) 033 [ 050
YB 1.00 [ 1.00] 1.00 | 1.00 | 1.00 } 1.00 | 1.00 | 1.00 1.00 1.00 | 1.00 | 1.00 | 100 | L.OD
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1564

6320

6303

63077

631210

Dog

Can3
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Brazil

YB3

4
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50

66

68

71

7
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116

122

124

Clon 6

1510

1541

1542

1558

1559

1564

0.00

6320

0.67

0.00

6303

1.00

1.00

0.00

63077

0.60

0.14

1.00

0.00

6312H

1.00

1.00

0.33

1.00

0.00

Dog

£.00

1.00

0.20

1.00

0.50

0.00

Can3}

£.00

1.00

[.00

£.00

1.00

1.00

0.00

Cepa Y

0.60

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

0.67

0.00

Brazil

0.50

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

0.60

0.00

YR

0.60

0.71

1.00

0.67

1.00

1.00

0.67

0.67

1.00

0.00




2. MS3 Parcial

152

4 10 11 12 14 18 23 24 25 eyl 29 38 40 50 66
4 0.00
10 0.25 | 0.00
11 0.14 | 0.43 [ 0.00
12 0.56 | 033 [ 0.75 | 0.00
14 1.00 | 0.67 } Lbo | 071 | 0.00
18 043 | 0.4 [ 033 | 0.50 | 0.60 | 0.00
23 043 | 0.14 | 633 | 0.50 | 0.60 | 0.00 | 000
24 025 1000 | 0.43 [ 033 | 0.67 | 0.14 | C.14 [ 0.00
25 043 | 0.14 | 033 1050 | 0.60 [ 0.00 { 0.00 | 0.14 | 0.00
27 070 | 043 [067 | 075 [ 020 { 033 [ 033 | 043 033 | 0.00
29 043 | 014 | 033 | 0.50 | 0.60 | 0.00 | .00 | 0.14 0.00 | 0.33 | 0.00
38 071 1 043 | 0.67 | 0.50 | 0.60 | 0.33 [ 0.33 | 0.43 033 | 0.67 | 033 | 0.00
40 0.00 | 025 [ 0.14 [ 056 [ 1.00 | 0.43 [ 043 | 025 043 ] 071 { 043 | 0.71 | 0.00
50 014 | 043 | 000 [ 075 | 1.00 | 0.33 | 0.33 | 0.43 0.33 | 0.67 | 0.33 | 0.67 | 014 [ 0.00
66 050 | 075 | 043 | 100 J ce7 [ 071 {071 | 075 | 0.7 043 | 0.71 | 1.00 | 0.50 | 043 | 0.00
68 043 | 0.14 | 033 | 050 | 0.60 | 0.00 | 0.00 | O.14 000 | 033 | 0.00 | 033 | 043 1 033 | 071
7t 043 | 0.71 | 033 | 100 | 0.60 [ 0.67 | 0.67 | 0.71 | 0.67 033 | 067 | 1L.00 | 043 | 033 | 0.14
72 043 | 0.14 | 0.33 | 0.50 [ 0.60 | 0.00 | 0.00 | 0.14 000 | 033|000 | 033} 043 | 033]071
81 067 1 033 | 060 | 0.43 [ 050 | 0.20 | 0.20 | 0.33 | 020 0.60 | 0.20 | 0.20 | 0.67 | 0.60 | 1.00
112 071 | 043 | 0.67 | 0.50 | 0.60 | 033 [ 033 | 043 | 033 ] 0.67 033 033 ] 071 | 067 ) LOC
114 0.00 | 025 | .14 | 0.56 | L0C | 043 | 043 | 0.25 | 0.43 071 | 043 | 671 [ 0.00 | 0.14 | 0.50
116 050 | 025 | .43 | 0.56 | 0.67 | C.14 | 0.14 | 0.25 | 0.14 043 ) 0.14 [ 043 ] 050 | 043 | 0.75
122 025 | 0.00 | 0.43 | 033 ] 667 | 0.14 { 0.14 | 0.00 | 0.14 043 | 014 | 043 [ 025 | 043 | 075
124 025 | 0.00 | 0.43 | 033 [ 067 | 0.14 | 0.14 | 0.00 | 0.14 043 | 014 [ 043 | 025 | 043 | 0.3
Clon6 | 050 | 0.25 | 0.43 | 0.56 | 0.67 | 0.14 | 0.14 | 0.25 014 1043 | 0.14 | 0.14 | 050 | 043 | 0.75
1510 | 078 | 0.56 | 1.00 | 0.60 | 0.71 | 075 | 075 | 0.56 075 | 075 | 075 | 0.75 1 0.78 | 1.00 | 1.00
1541 | 080 | 0.60 | 10D | 0.64 [ 075 | 0.78 | 0.78 | 0.60 078 | 0.78 | 0.78 | 0.56 | 0.80 | 1.00 § 1.00
154z | 0.78 | 0.56 | 1.00 | 0.60 | 0.71 | 0.75 [ 075 | 0.56 | 0.75 | 0.75 075 | 050 | 0.78 | 1.00 | 100
1558 100 | 0.60 | 1.00 | 0.67 | 033 | 0.50 | ¢.50 | 0.60 § 0.50 § 0.50 050 | 0.50 | L.0¢ | 1.00 | 1.0
1559 | 0.67 | 033 | 1.00 | 0.43 | 0.50 | 0.60 [ 0.60 | 033 | 0.60 | 0.60 060 | 0.60 { 667 | L.0O | 1.00
1564 1 100 | 0.67 | 1.00 | 0.71 | 650 | 0.60 | .60 | 067 | 0.60 | 0.60 060 | 060 | 1.00 | 1.0O [ LOQ
6320 | 1.00 | .00 | 1.00 [ 1.00 | 1.00 | 1.00 [ 100 | 100 | 1.00 .00 | 100 | L.OO | 1.00 | LOD | .00
6303 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | L.00 | 1.00 § 1.00 | 1.00 160 | 100 [ 10O | 100 | 1.00 | 1.00
6307 | 1.00 | 1.00 | 100 | 1.60 | L.00 | t00 | 1.00 | LOC | 1.0G | 10O 100 { 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
631200 1 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | LOC | 1.00 | 100 | 100 | 1.00 100 [ 1.60 | 1.00 | 1.00 [ 1.00
Dog 100 | 100 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 [ 1.o0 | 1.00 | 1.00 | 1,00 | LOO | I 00§ 1.00 | 100
Ca3 | 100 | 100 | 1.00 | 100 | too | 1.60 | Lo | 1.o0 | 1.00 | 1.0 | 1.00 oo | 100 | 1.00 | 0.71
Cepa Y| 1.00 | 0.71 | 1.00 | 0.75 | 0.60 | 0.67 067 | 0.71 | 0.67 | 0.67 | 067 | 0.67 | 1.00 | LOO | 071
Brazil | 0.67 | 0.33 | 0.60 | 043 [ 0.50 | 020 | 0.20 | 0.33 | 020 0.60 | 020 [ 0.20 | 0.67 | C.60 [ 1.00
YB 100 [ 100 | 1.00 | 1.60 § 1.00 | 100 | 100 [ 1.00 [ 1.00 100 § 1.00 | Loo | 1.00 { 1.00 071
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68 n 72 81 112 | 114 | 116 | 122 { 124 [Clon 6| 1510 | 1541 | 1542 | 1S58 [ 1559

4

10

11

12

14

18

23

24

25

27

29

38

40

50

66

68 0.00

71 0.67 | 0.00

72 0.00 | 0.67 0.00

81 020 | 1.00 06.20| 0.00

112 033 | 1.00 0.33| 0.20] 0.00

114 043 | 043 043 0.67] 071 0.00

116 0.14 | 0.71 0.14] 033 043 0.50] 0.00

122 0.14 | 071 0.14] 033] 043] 025 025 009

124 0.14 | 0.7t 0.t4| 033] 043 025] 025 0.00f 000

Cloné | 0.14 | 0.71 0.14] 033 0431 050 025] 025 025 0.00

1510 | 0.75 | 1.00 0.75| 0.71f 0.75] 0.78| 036] 056f 056 0.78; 0.00

1541 | 0.78 | 1.00 0.78| 0.75] 0.78) 0.80| 060| 060 060] 0.60( 027} 0.00

1542 | 075 | LOO 0.75| 071 - 0.75] 078 0536 056f 0356/ 056[ 0206{ 005 0.00

1558 | 0.50 | 1.00 0,50 033 050] 100 060 0.60] 0601 0.60F 0671 071 067 0.00
1559 | 060 | 1.00 0.60] o050 o060 067 067 033 033] 067 043] 050 043 033 0.00
1564 | 0.60 | LOC 0.60[ 050 060 100 067 0671 067} €67 0.71| 075 0731 033 050
6320 1.00 | 100 100 100l 1.0 1o00[ 100{ 100j 1.00] 1.00] 1.00{ 100 1.001 100 100
6303 { 1.00 | 100 .00 1.00] 1.0 1.60 100 1.00] 100; 1.00] 1.00f 1.00( [.006f 1.00] 1.00
6307 | 100 | 1.00 100 Loo[ Loo]l ool roof ool 100l 1.00[ 1.00] 1.00| .00 100} 1.00
6312H | 1.00 | 1.00 1.00 100} 1.00f t.00] 100 100f 1.00( 100 L0O[ 1.00[ 10O[ 100 KOO
Dog 1.00 { 1.00 1.06 1.00| 1o00] 1.00f leo| 1lo0of 1.00] 100 1.00] §0G] 1.60[ 100] 100
Can3 | 1.00 | 1.00 1.00| 100 Loo|] 1L00; 1o0p 1.00| ool 100 1.00f L0l 1.0} 1.00] 16O
CepaY | 067 | 100D 067 060 067 100 o7l o071y 071 071 0751 098] 0.75| 030 0.60
Brazil | 0.20 § 1.00 0.20] 0.00[ 0.20f 067 033 033] 0331 033 071 075 @71 033} 050
YB 1.06 | 1.00 1.00[ 1.00f 1.00f 100 Looj 106 100 106] 1.00] LOOF 10O} LOOl 1.00
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3. Tomando el MS3 parcial y corrigiendo tamafio de alelo de 241pb. en MS36

4 1w | 1| 12| 4|18 |23 24|25 |27 29|38 40 50 | 66
4 0.00
10 0.0010.00
11 0.1410.14 | 0.00
12 0.33]033)050(000
14 0.67 | 0.67 | 0.60| 0.71 | 0.00
18 0.14]0.14 [ 0.0040.50 | 0.60 | 0.00
23 0.14 | 0.14 [ 0.00 | 0.50 | 0.60 | 0.00 | 0.00
24 0.00 0004014 |0.33{0.67|0.14|0.14 10.00
25 0.14|0.1410.00 | 0.50 | 0.60 | 0,00 | 0.00 | 0.14 | 0.00
27 043 043[03310.75|020(033]0.33|043]033]0.00
29 0.14 014|000 (050 | 0.60 L 0.00}0.00(0.1410.00}0.33 | 0.00
38 043 | 0.43}033|050[0.60]033]|033]043|0.33 (067033000
40 0.00 | 000|014 033]067]0.14]|0.04]0.00|0.14 043 [0.14]0.43|0.00
S50 0.14 | 0.14 | 0.00 } 0.50 [ 0.60 | 0.00 | 0.00 | 0.14 { 0.00 | 0.33 | 0.00} 0.33 0,14 10.00
66 050050 043]078]0.33|043|0.43]0.50|043)0.14704371071 0.50 | 0.430.00
68 0.14 | 0.14§0.00 | 0.56 | 0.60 | 0.00 [ 0.00 | 0.14 | 0.00 [0.33 0.00(0.33]0.14]0.00}0.43
71 043043033075 020|033 (033|043|033|0.00)0.33 0.67 043 (0331014
72 0.14 | 0.14 | 0,00 | 0.50 [ 0.60 §0.00 ] 0.00 1 0.14 ] 0.000.33 0.0010.33[0.14]0.00|0.43
81 033|033 020]043[0.50|0.20]0.20]0.33}0.20]060 020]020(033|020}067
112 043043033050 0.60]033]0335043[033;067)033033 0431033071
114 0.001000[0.14]0.33]0.67|0.14[0.14|0.00]|0.14 [0.43 | 0.14 0.43 [0.00]0.140.50
116 025]025]0.14|056(06750.1410.14]0.25]0.14{0430.14 0.4310.25}0.14 | 0.50
122 0.00 |0.00]0.14]0.331067]0.14]0.14]0.00|0.14 (043 |0.14) 043 0.00|0.1410.50
124 0.001000|orato3alos7|0.14]0.04]|000}0.14[0431014}0.433000:0.14 0.50
Clon 6 (025025014056 067|0.14|0.14j025|0.14]043 0.4 0.141025{0.14|0.50
1510 0.56 1 0.56 |0.75 | 0.60 | 0.71 [ 0.75 | 0.75 | 0.56 [ 0.75 | 0.75 | 0.75 | 0.75 | 0.56 075(0.78
1541 0601060 078|064 0.7500.78]0.78 [0.6010.78|0.78 | 0.78 | 0.56 0.6010.78 | 0.80
1542 0.56 | 0.56 0,75 | 0.60]0.71 | 0.75|0.75 | 0.56 | 0.75 | 0.75| 0.75| 0.50 [ 0.56 | .75 0.78
1559 033|033 060l 043|050 060)0.60]033]0.60(0.60]0.60]0.60)033 0.60 | 0.67
1564 067 | 067|060 071|050 0.60|0.60}067|0.60{060)0.60]0.60] 067 0.60 | 0.67
1558 060§ 0.60|0.50]0.67]0.33]0.50]0.50|0.600.50 | 0.50]0.50 | 0.50 | 0.60 0.50 | 0.60
1570 100]1.00]| 100 too] 100|100} 00| 1.0081.00(1.00|8.00§100}1.00]100])1 H0
1587 100|100} t00]1.00}1.00|1.00|1.00]1.00]|1.00|1.00|1.00|1.00[1.00]] 00 1.00
6326 100) 1oo]vool1.60]1.00{1.00]1.00|1.00]|1.00]1.00[1.60]|1.00)1.00]1.00 1.00
6303 M |1.00]1.00]1.00]1.00)1.00|1.00]1.00]|1.00]1.00]1.00]1.001.00,1.00 1.00 | 1.00
6307 1001001100 ool too] 1.00] 1.00% 1.00] 100 | 1.00| 1.00[1.00]1.00) .00 [ 1.00
63121 toot100]1.00]1.00|1.00| 1000100 1,001 00| 1.00|1.00{1.00]1.00}1.00 1.00
6320 100l root 100 100} 1,00 1.00]1.00]1.00[1.00]1.00(1.00]|1.00)1.00]1 001 10O
DOG 100 1ooi1o0] ool 00| 1.00]1.00]1.00{1.00}1.00]1.00]%00]|1.00]100 1.00
Brazil 033]033|020043|0.50{02070.20|033{020{0.60{020}0.20 0.3310.20 | 0.67
Can3 1.00] 100l ool tool o0 te0| L.oo| 100|100 | 1.00(1.00}1.00}1.00{1.00 071
Cepa¥ [1.00]1.0071.00|1.00]1.00)1.00]|1.00]1.00 1.00 | 1.00 | 1.00|1.00]1.00( 1.00}0.71
YD 0710711067 075 | 0.60]0.67{0.67(0.7110.67|0.670.67]0.67 0.71 | 0.67 | 0.43
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S T 71 T 72 [ 81 | 112 | 114 | 116 | 122 [ 124 | Clon6 | 1510 | 1541 [ 1542 ] 1559
1
10
3]
12
14
T
23
Y]
5
7
29 R
38
0
50
66
68 0
7 03| o
71 o [03]
81 62106 |02 0
112 03 | 07|03 |02z 0
114 o104 01 fo3 o4l 0
116 51104 |01]03jod 03] 0
123 G7To4 01|03 [04] 0 03] 0
124 o1 0401 |03 (04| 003|000
Tlon6 107 104 1010304103 03]03[03] 0
1510 08 |08 08|07 |08 |06 |06]06]|06] 078 | 0
1541 08 |08 (08 |08 |08 |06 ]06| 06| 06| 06 |027] O
1542 52T 08 |68 (07|08 |06 |06 06|06 056 |02 |009] 0
1559 5e T o6 0605 0603 070303 067 |043| 05 0d3] 0
1564 56 106 06 (05106 07 |07 07]07] 067 |071[075{07] 05
1558 05105105 030510606 06| 06| 06 |067|0710][067]033
1570 7001106 | T.00 1 1,00 1.00 | 1.00 | 100 | 1.00 [ 1.00 | 100 | 100 | 1.00 [ 1.00 | 1.00
1587 100 (7,00 (1,00 [1.00 ] T.00 | 1.00 ] 1.00 | 1.00 | 1.00 | 100 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
6336 00 1100 [1.00 | 1,00 | 1.00 | 1.00 | 1.0 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 [ 1.00
03T 17001700 | 1,00 | 1,00 | 1.00 | t.00 | 1.00 | 1.00 [ 1.00 | 100 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
6307 100 1700 [ 1.00 [ 1.00 | 100 | 1.00 [ 1.00 | 1.06 { 1.00| 100 | 1.00 | 100 | 1.00 | 1.00
33 1601 1.00 | 100 | 1.06 | 7.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00| 1.00 | 1.00 | 100 | 1.00 [ 1.00
5320 100100 1,00 | 1.00| 1,06 | 1,00 | 1.00] 100 1.06 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
oG 1160 11,001 1,00 | 100 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 106 | L.eO | 1.00{ 1.00 [ 1.00 | 1.0
Braal 103010601020 | 0.00 [ 020033 | 033 [033 | 033| 033 | 071 | 0.75 | 0.71 | 0.50
Cans 1100 11,00 [ 1.00 | 1,00 1.00 | 1.00 | 1.00 | 166 ]1.00] 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
Cepa¥ | 1.00 | 1,00 [1.00| 106 1.00]1.00] 1.00| 100 | 1.00| 1.00 | T:00 | 1.00 [ 1.00 [ 1.00
YB 0571067 (067 0,601 067 (071|071 |01 | 071 | 07t |75 | 078|075 [ 0.60
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J.

Genotipos de aislados de T. cruzi por pais

1. Leyenda de asignacién de genotipos

a. Muestras con MS3 parcial

» Asignacion de posibles genotipos

158

Posibles genatipos | No. asignado de Posibles No. asignado de Posibles No. asignado
MS5 genotipo genotipos MS3 genotipo genotipos MS6| de genotipo
0/0 1 0/0 1 0/0 1
2271227 2 190/190 2 240/240 2
230/230 3 190/192 3 240/241 3
2307236 4 1921192 4 2417241 4
2307239 3 190/186 3 24(/242 5
231/231 6 191/19] 6 2421242 6
2350235 7 154/154 7 245/254 7
236/236 8 154/172 g 2377237 8
231/236 9 188/188 9 2457245 9
236/239 10 188/192 10 2441244 10
239/239 11 198/198 11 239/239 11
221/236 12 178/178 12
227/236 13 186/186 13
2371237 14
2341237 15
232/232 16
238/238 17
e Asignacién de genotipos totales
Genotipo No'gif:f:;:go a Genotipo No'giiigzggo A Genotipo No'g‘;f:f::::go a
11t 1 424 11 11117 21
112 2 482 12 1119 22
312 3 612 13 13105 23
322 4 624 14 14128 24
324 5 654 15 15128 25
325 6 812 16 17132 26
332 7 1112 17 71311 27
342 g 1295 18 16 1310 28
362 9 1411 19
422 10 81035 20




159

b. Muestras con MS3 parcial y correccion del tamaiio del alelo 241pb. en

MS6

= Asignacién de posibles genotipos

Posibles genotipos | No. asignado Posibles No. asignadeo Posibles No. asignado
MS5 de genotipo | genotipos MS3 | de genotipo | genaotipos MS6 | de genotipo
0/0 1 0/0 1 0/0 1
227227 2 190/190 2 2407240 2
230/230 3 190/192 3 2407242 3
2307236 4 1921192 4 245/254 4
230/239 5 190/186 5 2377237 5
231/231 6 191/191 6 2457245 6
235/235 7 154/154 7 244/244 7
236/236 8 154/172 8 239/239 8
231/236 9 188/188 9
236/239 10 188/192 10
239/239 11 198/198 il
2211236 12 178/178 12
227/236 13 186/186 13
237/237 14
234237 15
232/232 16
2381238 17
« Asignacién de genotipos totales
Genotipo No. asngr?ado a Genotipo No. asngl}ado a Genotipo No. amgr}ado a
genotipo genotipo genotipo
111 1 362 10 1293 19
422 2 482 11 13103 20
112 3 612 12 1415 21 ]
115 4 622 13 14126 22
312 5 652 14 15121 23
322 6 812 15 16137 24
323 7 1112 16 17138 25
332 8 11111 17 7132 26
342 9 11114 18 8103 27




2.

Genotipos correspondiente de muestras analizadas
a. Muestras con MS3 parcial

Pais Depto Muestra | Genotipo final (MS5,3,6) | Genotipo asignado

Jutiapa 4 424 i1

Jutiapa 38 342 3

Jutiapa 50 324 5

Jutiapa 72 322 4

Zacapa 10 422 10

Zacapa 11 324 3
Zacapa 12 482 12 ]

Zacapa 14 612 13

Chiquimula 18 322 4

Chiquimula 24 422 10

Chiquimula 40 424 11

Chiquimula 81 312 3

Guatemala {Chiguimula 112 362 9

Sta. Rosa 23 422 10

Sta. Rosa 25 322 4

Sta. Rosa 27 624 14

Sta. Rosa 29 322 4

Sta. Rosa Clon 6 332 7

Jalapa 66 654 15

Jalapa 68 322 4

Jalapa 71 624 14

Baja Verapaz | 114 424 11

Baja Verapaz| 116 325 6

Baia Verapaz | 122 422 10

Baja Verapaz | 124 422 10

-- 1510 1295 18

- 1541 13105 23

-- 1542 8105 20

Panamé -- 1558 112 2

- 1559 812 16

-- 1564 1112 17

- 1570 111 I

- 1587 111 1

160



Pais Depto Muestra |Genotipo final (MS5,3,6) | Genotipo asignado
- 6320 11117 21
- 6326 111 1
Ecuador - 6303 14128 24
- 6307 11119 22
-- 6312H 1411 19
- Dog 15128 25
- Can3 16 13 10 28
Brasil - CepaY 17132 26
-- Brazil 312 3
-~ YB 71311 27

161



162

b. Muestras con MS3 parcial y correccién del tamafio del alelo de 241pb.

en MS6
. ; Genotipo
Pais Depto Muestra | Genotipo final (MS5,3,6) .
asignado

Jutiapa 4 422 2
Jutiapa 38 342 9
Jutiapa 50 322 6
Jutiapa 72 322 6
Zacapa 10 422 2
Zacapa 11 322 6
Zacapa 12 482 11
Zacapa 14 612 12
Chiquimula 18 322 6
Chiquimula 24 422 2
Chiquimula 40 422 2
Chiquimula 81 312 5
Guatemala|Chiquimula 112 362 10
Sta. Rosa 23 322 0
Sta, Rosa 25 322 6
Sta. Rosa 27 622 13
Sta, Rosa 29 322 6
Sta. Rosa Clon 6 332 g
Jalapa 66 652 14
Jalapa 08 322 6
Jalapa 71 622 13
Baia Verapaz 114 422 2
Baja Verapaz 116 323 7
Baja Verapaz 122 422 2
Baja Verapaz 124 422 2
-- 1510 1293 19
- 1541 13103 20
- 1542 3103 27
Panamé - 1558 112 3
~ 1559 812 15
- 1564 1112 16
- 1570 i1 1
- 1587 111 i




Genotipo
Pais Depto | Muestra | Genotipo final (MS$5,3,6) asignado
- 6320 11111 17
- 0326 115 4
Ecuador - 6303 14126 22
- 6307 11114 18
- 6312H 1415 21
e Dog 15121 23
- Can3 16 13 7 24
Srasil - Cepa ¥ 1713 8 25
e Brazil 312 5
- ¥YB 7132 26

J
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