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PREFACIO

El Trypanosoma cruzi (1. cruzi) es el agente causante de la enfermedad de Chagas o
tripanosomtiasis americana, la cual es una afeccion parasitaria y tisular transmitida a los
mamiferos, incluyendo a los humanos, por hemipteros hematofagos de la familia
Reduvitdae, y subfamilia Triatominae (Monteiro, ef al., 2001; Petana, 1979; WHO and
TDR, 1991). La distribucion geografica del 7. cruzi coincide con la del vector y abarca

desde el sur de Estados Unidos de América hasta el sur de Argentina (INGEBI, 2001)

En un intento por caracterizar posibles grupos de aislados de 7. cruzi presentes en areas
endémicas de Guatemala (Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa y Zacapa), se hizo un
analisis de variabilidad genética en dichas areas. Este analisis se baso en la amplificacion,
clonacion y secuenciacion de la regién hipervariable del minicirculo del ADN
cinetoplasto de los aislados de 7. cruzi, en estadio epimastigote, obtenidos de Triatoma

dimidiata y Rhodnius prolixus, especies de vectores mas importantes en Guatemala.

Para llevar a cabo este estudio se requirié de la ayuda de varios colaboradores. Quisiera
agradecer a: Dra. Pamela Pennington, por la luz que nace de tu calidad personal y
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comparten, exhortdndonos a seguir los mismos pasos. Por tus consejos, paciencia,
dedicacion, entusiasmo, y apoyo tanto en el ambito profesional como personal; mis mas
sinceros agradecimientos. Dra. Maria Eugenia Morales por su apoyo y participacién en
la revision y evaluacion de la tesis, y su tiempo. Por su entusiasmo y apoyo en el ambito
profesional y personal. Licda. Celia Cordén por su apoyo en el analisis de datos y
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RESUMEN

El presente estudio trata sobre la variabilidad génica de Trypanosoma cruzi (T,
cryzi), agente causante de la tripanosomiasis americana, en areas endémicas de
Guatemala.  Esta variabilidad génica se determind con base en la amplificacion,
clonacion y determinacion de secuencia de la region hipervariable del minicirculo del
acido desoxirribonucleico (ADN) cinetoplasto, entre aislados de 7. cruzi en estadio
epimastigote, obtenidos de Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus.  las éreas
endémicas estudiadas fueron: Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa y Zacapa; y la

poblacion total de aislados de 7. cruzi fue 17.

Dicho estudio esta comprendido en dos partes principales:

1) Analisis de la region hipervariable del ADN cinetoplasto (kDNA) del minicireulo por
el método de polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP) v
bisqueda de posibles sitios de restriccion.

i} Determinacién de la variabilidad génica entre las secuencias de las regiones

hipervariables del minicirculo del kDNA de los aislados de 7. cruzi.

En la primera parte, se desarrollé una metodologia para la correccion del error de
migracidon de fragmentos de ADN en geles de acrilamida. Posteriormente, se hizo la
1dentificacion de posibles patrones de restriccion caracteristicos de la region hipervariable
del kDNA del minicirculo amﬁliﬁcada y clonada, utilizando la enzima de restriccion
Rsal. Por ultimo, en las secuencias de las regiones hipervariables clonadas se buscaron

posibles sitios de restriccion para las enzimas Rsal, Hinfl, Taql, Haelll, y Alul.
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En la segunda parte del estudio, para poder determinar la variabilidad génica entre las
secuencias de las regiones hipervariables amplificadas y clonadas se compararon los

clones de la siguiente manera:

i) Entre cada aislado de 77 ¢cruzi
ii) Entre aislados de 7. cruzi del mismo departamento.
111) Entre aislados de 7" cruzi de distintos departamentos.

En éste ultimo punto se incluyd el andlisis con la secuencia de la cepa Y Brazil de T.

cruzi (No. de acceso 18814 en GeneBank™).

Con base en los resultados obtenidos, se concluyd que la region conservada del kADN
del minicirculo se mantiene entre distintos aislados de 7. eruzi. Los resultados obtenidos
con RFLP y con el analisis de secuencias sugieren que no hay recombinacién dentro y
entre los minicirculos de 77 eruzi, apoyando, entonces, la teoria sobre la estructura clonal
del parasito. En cuanto a la variabilidad génica entre las secuencias de las regiones
hipervariables amplificadas, y clonadas, se concluyd que dichas regiones tienen una
similitud entre el 20% y 35% segtin el algortimo de Higgins-Sharpe, y una similitud del
60% con el algoritmo de Lipman-Pearson. Paralelamente, se determind la presencia de
posibles cuadros abiertos de lectura para la region hipervariable del minicirculo,
utilizando el codigo genético universal y el codigo genético mitocondrial de protozoos,

los cuales, sugieren que la region variable puede ser transcrita.

En resumen, todos los resultados sugirien que la region variable del kDNA del
minicirculo no es un buen marcador para determinar la variabilidad de los aislados de 7.

Crizi,

XX




I.  INTRODUCCION

Existen casos de la Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana,
solamente en América, y su agente causante es el protozoo kinetoplastido Trypanosoma
cruzi (I0 cruzi). La Enfermedad de Chagas es una afeccién parasitaria y tisular
transmitida a los mamiferos, incluyendo a los humanos, por hemipteros hematéfagos de
la familia Reduviidae, y subfamilia Triatominae (Monteiro, ef al., 2001; Petana, 1979,
WHQO, 1991). La distribucién geografica del 7. cruzi coincide con la del vector y abarca
desde el sur de Estados Unidos de América hasta el sur de Argentina (INGEBI, 2007).
Especificamente, en Guatemala las dos especies de vectores més importantes son

Triatoma dimidiata (T. dimidiata) y Rhodnius prolixus (R. prolixus).

Hoy en dia, el Ministerio de Salud PUblica de Guatemala, asi como la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), 1a Organizacién Panamericana de Salud (OPS), la Agencia
de Cooperacion Internacional del Japon (JICA), entre otros, estan haciendo un esfuerzo
en conjunto para controlar y prevenir la enfermedad de Chagas en areas endémicas. En
Guatemala existe una seroprevalencia del mal de Chagas, en nifios de edad escolar en
areas endémicas, de hasta 15%, y actualmente no existe alglin estudio publicado sobre la
variabilidad génica de aislados de 7. cruzi. La importancia de la determinacién de la
variabilidad génica tanto del parasito como del vector recae en el entendimiento de la
epidemiologia molecular de la enfermedad. Esta epidemiologia podria correlacionarse

con el diagnéstico clinico y con el control de transmision de la enfermedad.

En cuanto a la descripcion del genoma de los 77 rypanosomas spp. se sabe que son unos de
los primeros eucariotas en tener mitocondria, y una de las caracteristicas que los distingue
es el acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial, conocido como ADN cinetoplasto o
“kinetoplastid DNA” (kDNA). El kDNA es una red de moléculas concatenadas
compuesta por dos poblaciones discernibles de ADN circular; maxicirculos, vy
minicirculos. Para efectos de este estudio se analizd solamente el minicirculo de 7. cruzi.

Cada minicirculo de 7. cruzi esta organizado en cuatro regiones conservadas repetitivas




de 120 pares de base (pb), y en cuatro regiones hipervariables no repetitivas de

aproximadamente 330 pb.

En estudios anteriores mencionados por Macedo, ef al. (1998) sobre el polimorfismo del
tamafio de los fragmentos de restriccion, “Restriction Fragment Length Polymorphism”
(RFLP), del kDNA de 7. cruzi, se demostrd que la region hipervariable del kDNA del
minicirculo evoluciona lo suficientemente rapido como para producir diferencias entre
distintos aislados, pero no tan rapido como para excluir la identidad genética estable de la
cepa, sugiriendo que ¢l minicirculo es un buen marcador molecular para clasificar dicho
parasito. Razon por la cual en el presente estudio, andlisis de variabilidad génica de 7.

cruzi, se utilizod la regidn hipervariable del minicirculo como marcador molecular.

El estudio se dividi6 en dos partes principales:

i) Analisis de la regién hipervariable del kDNA del minicirculo por el método de RFLP
y blisqueda de posibles sitios de restriccion.

ii) Determinacion de la variabilidad génica entre las secuencias de las regiones

hipervariables del minicirculo del kKDNA de los aislados de 7. cruzi.

En la primera parte, se desarrolld una metodologia para la correccion del error de
migracion de fragmentos de ADN en geles de acrilamida. Posteriormente, se hizo la
identificacion de posibles patrones de restriccion caracteristicos de la region hipervariable
del kDNA del minicirculo amplificada y clonada, utilizando la enzima de restriccion
Rsal. Por ultimo, en las secuencias de las regiones hipervariables clonadas se buscaron

posibles sitios de restriccion para las enzimas Rsal, Hinfl, Tagl, Haelll, y Alul.

En la segunda parte del estudio, para poder determinar la variabilidad génica entre las
secuencias de las regiones hipervariables amplificadas y clonadas se compararon los
clones de la siguiente manera;

1) Entre cada aislado de T. cruzi.

i) Entre aislados de 7. cruzi del mismo departamento.

1) Entre aislados de 7. cruzi de distintos departamentos.
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En este ultimo punto se incluyé el analisis con la secuencia de la cepa Y Brazil de 7.
cruzi (No. de acceso 18814 en GeneBank™). Las comparaciones de secuencias se
hicieron por alineacién muitiple (con el algoritmo de Higgins-Sharpe) y con alineacion

por parejas (con el algoritmo de Lipman-Pearson).

Los resultados obtenidos con RFLP y con el analisis de secuencias sugieren que no hay
recombinacién dentro v entre los minicirculos de 7. cruzi, apoyando, entonces, la teoria
sobre la estructura clonal del parasito. En cuanto a la variabilidad génica entre las
regiones hipervariables amplificadas, clonadas y secuenciadas, se concluyd que dichas
regiones tienen una similitud entre el 20% y 35% segun el algortimo de Higgins-Sharpe,
y una similitud del 60% con el aigoritmo de Lipman-Pearson Paralelamente, se
determing la presencia de posibles cuadros abiertos de lectura para la region hipervariable
del minicirculo, utilizando el cédigo genético universal y el codigo genético mitocondrial
de protozoos, los cuales, sugieren que la region variable puede ser transcrita. Por ultimo,
contrario a lo mencionado por Macedo, ef al. (1998) los resultados sugirien que la regién
variable del kDNA del minicirculo no es un buen marcador para determinar la

variabilidad de los aislados de 7. cruzi,




II. ANTECEDENTES

A.  Descripcion general de la Enfermedad de Chagas

El Trypanosoma cruzi (T, cruzi) es el agente causante de la Enfermedad de Chagas
o tripanosomiasis americana, la cual es una afeccion parasitaria y tisular transmitida a los
mamiferos, incluyendo a los humanos, por hemipteros hematdfagos obligados de la
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Monteiro, ef al., 2001; Petana, 1979; WHO
and TDR, 1991). Solamente en América existen casos de la Enfermedad de Chagas, vy
fue descubierta en 1909 cuando Carlos Chagas observé por primera vez en extendidos de
sangre periférica un parasito flagelado y describié la enfermedad causada por
Schizotrypanum cruzi. Fsta es la inica enfermedad tropical en la cual el agente etiologico
fue descrito primero en el vector. Carlos Chagas determind el ciclo de vida del
hemopardsito e identifico al insecto vector como perteneciente a la familia Reduviidae.
Sus estudios establecieron que los roedores actuaban como reservorios y una de sus
contribuciones mas relevantes fue un estudio sobre la profilaxis de la infeccién (Carrasco,
1996). La existencia de la Enfermedad de Chagas en Guatemala fue descubierta por
primera vez por el Dr. J. Romeo De Teon a principios del afio de 1932 y confirmada por

los trabajos del Dr. Reichenow a fines de ese mismo afio (Montenegro, 1943).

Ordinariamente, el 7. cruzi se transmite al hombre en las deyecciones de sus vectores, las
chinches triatominas, y no en la picadura de éstas. No hay transmisién transovarica de 7°
cruzi, es decir, que no se transmite desde la chinche infectada hasta su cria. Las chinches
pueden contraer la infeccion alimentandose de un mamifero infectado; y en condiciones
experimentales también pueden contraer la infeccién ingiriendo deyecciones infectadas
de otra chinche (coprofagia) o chupando sangre infectada directamente de una chinche
recién alimentada (canibalismo). La infeccion de la chinche dura toda la vida. Por esa
razon, las tasas de infeccidn tienen tendencia a aumentar con la edad de 1a chinche y su
estadio de desarrollo. A menudo, la tasa de infeccién entre chinches adultas excede el
50%. Los parasitos en el intestino de la chinche pueden sobrevivir durante varios dias

después de la muerte de la chinche. (Schofield, 1994)
4




La Enfermedad de Chagas es un problema grave de salud piblica en las Américas. Las
estimaciones de la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) a principios de 1990
indicaban que entre 16 v 18 millones de personas estaban infectadas con 7. ¢ruzi, con
otras 100 millones en riesgo. Sin embargo, el nimero de personas infectadas ha
disminuido a 12 miilones como resuitado de intensas intervenciones de control. La
infeccion puede ser mortal, v a menudo conduce a lesiones muy debilitantes de los
Organos witales, especialmente el corazon y el tracto intestinal. Ademés, ya que la
infeccion es incurable, salvo durante las primeras fases, y hoy en dia alin no hay vacunas,
¢l control depende mucho de la eliminacién de las poblaciones domésticas de los insectos

vectores. (Monteiro, ef al., 2001; Schofield, 1994)

La Enfermedad de Chagas tiene gran impacto social y econdmico. Tener serologia
positiva, pero sin la posibilidad de un tratamiento eficaz, puede ser muy angustiante,
incluso en ausencia de sintomas evidentes. A veces se deniega el empleo a las personas
que tengan la serologia positiva, debido al pronédstico desfavorable de los infectados v en
parte con motivo de un temor infundado a la infeccidbn. No se ha hecho ninguna
estimacion directa del absentismo o la pérdida de productividad faboral debido a la
Enfermedad de Chagas pero los estudios experimentales demuestran gue la capacidad de
trabajo manual puede resultar gravemente comprometida durante la fase cronica de la
enfermedad. Con base en la poblacion total en riesgo e infectada con la Enfermedad de
Chagas, en 1993, las estimaciones del Banco Mundial sithia dicha enfermedad en tercer
lugar entre las causas mas importantes de discapacidad atribuible a las enfermedades
parasiticas (después de la malaria y esquistosemiasis). Para Latinoamérica, la
enfermedad actualmente se encuentra en cuarto lugar de importancia por discapacidad,

después de enfermedades respiratorias, diarreas y SIDA. (Schofield, 1994)

Durante muchos afios, la Enfermedad de Chagas fue considerada como una infeccion
propia de los paises célidos, pero puede encontrarse en climas templados v algunas
regiones consideradas frias. En general, las infecciones agudas se presentan con mas
frecuencia durante la primavera y el verano, es decir cuando los triatominos tienen su

mayor actividad biolégica natural. (Goldsmith, 1978)



B.  Parasito: Trypanosoma cruzi (I cruziy

I, Ubicacion sistematica

Reino: Protista

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Suborden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Subgénero: Schizotryparnm
Especie: cruzi

(INGEBI, 2001)
2. Morfologia
El 70 cruzi (vid figura 1) presenta tres estadios, distinguibles segun las

caracteristicas del flagelo y la posicion relativa del cinetoplasto respecto al

nucleo celular, (INGEBI, 2001)




a. Epimastigote (vid figura 2). Es la forma fiagelada replicativa en el

intestino medio del insecto vector. El flagelo emerge de la region lateral

anterior respecto a la direccion del movimiento del organismo vy el cinetoplasto es
anterior al nucleo celular (INGEBI, 2001). El desarrollo de 7. cruzi en el intestino de los
triatominos depende de muchos factores que sélo hoy estan elucidandose. En general, el
parasito parece hacer poco dafio a sus vectores insectiles, aunque existen pruebas de un
efecto supresivo sobre el sistema inmunitario hemocélico y de una reduccion de la
supervivencia de las chinches infectadas sometidas a un segundo factor de estrés, como

por ejemplo el ayuno o dosis subletales de insecticidas (Schofield, 1994).

b. Tripomastigote (vid figura 3). Es la forma flagelada no replicativa dentro

de ambos hospederos. El flagelo emerge del extremo apical

posterior y el cinetoplasto es posterior al nucleo celular. Se denominan tripomastigotes
sanguineos a las formas circulantes en el mamifero, y tripomastigotes metaciclicos a las
formas diferenciadas en el insecto, que son las formas infectivas. Los tripomastigotes
sanguineos pueden infectar macrofagos por un evento fagocitico y otros tipos celulares,

por un evento dirigido por el parasito y mediado por receptores. (INGEBI, 2001)

c. Amastigote (vid figura 4). Es la forma no flagelada de localizacién
intracelular en vacuolas acidicas y replicativa en el citoplasma de las

células del hospedero vertebrado. (INGEBI, 2001)



Figura 1
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) en muestra de sangre.
Tincioén Giemsa
(CDC, 2001)

Figura 2
Epimastigotes de Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
(WHO and TDR, 1989)




Figura 3
Forma tripomastigote de Trypanosoma cruzi (1. cruzi) en sangte
(WHO and TDR, 1991)

Figura 4
Seccién delgada de musculo cardiaco (tincién haemotoxilina y cosina)
mostrando la etapa amastigote de Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Los amastigotes se multiplican, destruyendo tejido adjunto, y forma pseudoquisticas.
(WHO, et al., 2000)
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3, Ciclo de Vida

El T. cruzi se reproduce por fision binaria, y su ciclo de vida involucra el

desarrollo en dos tipos de hospederos:

a. Hospedero vertebrado. Més de cien especies de mamiferos, incluyendo e}
hombre, animales domésticos, y reservorios silvestres pertenccientes a los
Ordenes Marsupialia, Edenata, Rodentia, Carnivora, Lagomorpha, Artiodactila,

Chiroptera y Primata. (INGEBI, 2001)

b. Hospedero invertebrado. Mas de 80 especies de insectos pertenecientes a
la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Los géneros Pastrongylus,
Triatoma y Rhodnius son los mas frecuentes. Dado que los triatominos suelen picar en el

rostro, se les ha denominado barberos. (INGEBI, 2001)

Figura 5
Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
(CDC, 2002)
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4. Organizacion y variabilidad génica de Trypanosoma cruzi (T. cruzi)

a. Descripcion general de] genoma de Trypanosoma cruzi (T. cruzi)

Anteriormente, el genoma de T. cruzi se habia considerado que era

haploide (Carrasco, 1996) pero hoy en dia, con base en estudios con
microsatélites, se ha propuesto que el genoma es diploide (Oliveira, ef al., 1998). El
tamafio del genoma de 7. cruzi es de aproximadamente 10% pb, y esta estimacion estd
basada en técnicas de renaturalizaciéon de ADN. Debido a la falta de condensacion de los
cromosomas en los tripanosomatidos, la cariotipificacion se ha realizado mediante
electroforesis en campo pulsante “Pulse Field Electrophoresis™ para separar fragmentos
de ADN de gran tamafio. Por éste método se ha observado que T. cruzi tiene
aproximadamente entre 40 a 64 cromosomas, y no se ha demostrado la existencia de

minicromosomas.

Fn el estudio realizado en 1992 por Wagner y So se identifico un elemento
extracromosomal de 75 kb, denominado ADN extracromosomal large “Large
Extrachromosomal DNA, LED” (Wagner y So, 1992). El LED contiene una secuencia
satélite en el ADN gendmico, que sugiere que el pardsito puede experimentar una alta
frecuencia de reorganizacion genética resultando en un aumento de heterogeneidad

(Carrasco, 1996).

b. Organizacion del cinetoplasto

Los protozoos tripanosomatidos son los causanies de varias enfermedades
tropicales. Estos pertenecen al orden cinetoplastida, e incluyen a
trypanosomas, leishmanias, leptomonas, fitomonas, herpetomonas y critidias. Los

tripanosométidos constituyen unos de los primeros cucariotas en tener mitocondria, y una
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de las caracteristicas que los distingue es ¢l ADN mitocondrial, conocido como ADN

cinetoplasto (kDNA) (Englund, et al., 1996).

E1 kDNA es una red de moléculas concatenadas con una estructura discoide (vid figura
6). En el T. cruzi el KDNA constituye el 20% del ADN de la célula y estd compuesto por
dos poblaciones discernibles de ADN circular:

1) El maxicirculo, que contiene genes codificantes para proteinas ribosomicas y enzimas
mitocondriales; tiene un tamafio que oscila entre 20 a 38 kilobases (kb), y la cantidad
que hay es de 20 a 50 copias/célula.

i) El minicirculo (que es el componente principal de la red), codifica 4cido
ribonucleicos (ARN) guias “small RNA guide transcripts” (gRNA), que editan los
transcritos de los maxicirculos (Sturm, et al., 1989) para formar cuadros abiertos de
lectura “Open Reading Frames” (ORF) funcionales. A dicho proceso de
modificacién se le denomina edicion del ARN, ya que implica la adicién u omisién
de uridinas en direccién 3’a 57 para generar mensajeros traducibles (Carrasco, 1996;

Morris, et al.; 2001 ). Posteriormente se profundizaré dicho tema.

Actualmente se ha encontrado que el minicirculo no sélo estd involucrado en la
segregacion de maxicirculos, sino que existe evidencia directa de que el minicirculo es
transcrito, 1o cual se detallara en el siguiente punto. El tamafio del minicirculo es de
aproximadamente 1.42 kb y en cantidad hay entre 5,000 a 20,000 por célula (Sturm, ef
al., 1989). En general, para los tripanosomatidos, el niimero de estos minicirculos varia
entre 6,000 y 30,000, y son altamente variables, pero suelen presentar zonas conservadas
que posiblemente estan asociadas a la replicacion (Alves, et al., 1994; Carrasco, 1996;

Venegas, et al., 1997).

Los minicirculos, contenidos en las células de 7. cruzi, consisten en varias clases de
secuencia miultiple, cuyo ntmero y frecuencia exactos aim son inciertos. Cada

minicirculo estd organizado en:
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;) Cuatro miniregiones conservadas repetitivas de 120 pb situadas a intervalos de 90°.

i} 'Y en cuatro regiones hipervariables no repetitivas de aproximadamente 330 pb. (vid

figura 7). (Sturm, et al., 1989)

Figura 6
ADN cinetoplasto y sus componentes
(UCLA, 2002)
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¢. Minicirculo

1) Funcion como ARN guia (gRNA)

Como se habia mencionando anteriormente, una de las funciones del
minicirculo es proveer gARN para editar los ARN mensajeros
(mARN) provenientes de los maxicirculos. Un gARN contiene la secuencia que es

complementaria a la secuencia de mARN correctamente editada. La figura 8 muestra un
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modelo de ARN en el gene del citocromo b en Leishmania. La secuencia de arriba
muestra ¢l transcrito original, o0 ARN preeditado. Los espacios denotan dénde seran
insertadas las bases en el proceso de edicién. En este caso se deben insertar un total de

ocho vridinas para crear la secuencia de mARN valida. (Lewin, 2000)

Figura 7
Representacion esquemdtica de la organizacion
de las regiones de un minicirculo y localizacidn de los distintos origenes de replicacion
(Sturm, et al., 1989)

GGGETTGGETGTA
UMS

E Minirregiones conservadas repetitivas de 120 pb

] Regiones variables no repetitivas de aproximadamente 330 pb incluyendo los
oligonucledtidos cebadores §35/836

Cuatro origenes de replicacién comprendidos en parte por la secuencia universal del
minicirculo

UMS  Secuencia universal del minicirculo. El iniciador $36 contiene parte de Ia UMS

= Sitio de restriccién para la enzima Rsal en oligonucledtido degenerado S35

Siguiendo con el ejemplo de Leishmania, se observa en la figura 8 que el gARN es
complementario al mARN por una distancia significativa tanto en la region editada como
en sus alrededores. Usualmente, la complementaridad es mayor en ¢l extremo 3’ de la

region editada y es mds corta en el extremo 5°, La union entre la secuencia del gARN
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con la del ARN preeditado deja espacios donde los residuos de A no acoplados del gARN
no tienen complemento en el ARN preeditado. Por lo tanto, el gARN sirve como
templado para permitir la insercién de uridinas en esos espacios, Cuando la reaccion es
completada, el gARN se separa del mARN, el cual esta listo para la traduccion. (Lewin,

2000)

En general, la caracterizacion de mtermediarios que son parcialmente editados sugiere
que la reaccién procede a lo largo de la secuencia de ARN preeditada en la orientacion
3’3 5. El gARN dictamina la especificidad de insercion u omision de uridinas al ser

unida con ¢l ARN preeditado. (Lewin, 2000)

Los gARN varian en longitud desde 35 hasta 78 nucledtidos, lo que correlaciona con la
variacion de longitud de tres regiones funcionalmente importantes de los que estan
compuestos los gARN:

i) Presencia de una sccuencia de anclaje de 4 a 14 nucledtidos localizada en la region
5°, 1a cual es complemeniaria a una secuencia blanco tio abajo de un dominio de
edicion del ARN preeditado.

ii) Una secuencia media que contiene la informacién de edicién, la cual varia desde
guiar la insercién de solamente un sitio hasta la insercion de 32 uridinas en 10 sitios.

iii) Una extensién de 5 a 24 uridilos localizados en ¢l extremo 3’ terminal. La
comparacién de disiintos gARN ha demostirado que ademas de la cola U 3’ terminal,
no hay motivos primarios o secundarios, sino que cada secuencia particular es Gmica.

(Benne, 1992)

El mecanismo bioquimico exacto de edicion de ARN no se conoce atn, pero existen tres

hipotesis:

i) Mecanismo de rompimiento y ligacion. La edicion de uridinas es catalizada por el
complejo enzimatico 20S que contiene una endonucleasa, una uridiltransferasa
terminal (TUTasa) “terminal uridyltransferase”, y una ARN ligasa (vid figura 9). La
endonucleasa corta el ARN preeditado en el sitio identificado por la ausencia de

union con el gARN. Las uridinas son insertadas por la TUTasa, utilizando UTP como .
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fuente de residuos de uridilos. ARN ligasa une los espacios en la hebra de mARN
editada. Ain no se sabe si una exonucleasa o si la actividad de la TUTasa es
responsable de la omision de uridinas (Lewin, 2000). Un aspecto importante a notar

es que los uridilos se pueden unir ya sea con adenosinas, A, o guanosinas, G.

Figura 8
Modelo de accion de un ARN guia (@RNA) en el gene del citocromo b en Leshmania,
{(Lewin, 2000)
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Figura 9
Mecanismo de rompimiento y ligacion del ARN preeditado
(Lewin, 2000)
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Mecantsmo de transesterificacion. El hidroxilo 3° de la cola U del ARN guia ataca el
enlace fosfodiéster del sitio de edicion resultando en la formacion de la molecula
quimérica mARN preeditado ARNguia. La quimera es resuelta por una reaccion de
transesterificacion del hidroxilo 37 con el extremo 5° del producto cortado atacando
dentro de la cola de U’s del ARN guia (vid figura 10).

Mecanismo de adicion por la TUTasa. Este mecanismo es el menos favorable,
involuera la adicion de residuos de uridina directamente en el mARN por la accion
mitocondrial de la TUTasa. En esta reaccion, el mARN preeditado es cortado por una
ribonucleasa de edicion sitioespecifica y las uridinas son afadidas al extremo 5’ del

producto cortado del mARN preeditado por la TUTasa (Hajduk, S, 1996).
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Figura 10
Mecanismo de transesterificacion para edicion del ARN
(Hajduk, S, 1996)
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2)  Transcripcion

Como se habia mencionado anteriormente, ¢l kDNA de los

tripanosomas esta compuesto por miles de minicirculos y unos
cuantos maxicirculos, ambos concatenados formando una red grande. La transcripcion
de los maxicirculos ha sido extensamente estudiada, y esta claro que el maxicirculo
codifica varias proteinas internas de membrana mitocondrial necesarias para la
respiracion mitocondrial y los ARN ribosomales mitocondriales 9S y 12S. Sin embargo,
la transcripcion del maxicirculo es no convencional en tres aspectos. La transcripcion de
algunos genes del maxicirculo es regulada en el desarrollo, el marco de lectura de la
citocromo oxidasa II se establece por un proceso inico de edicion de ARN, y los genes
del ARN de transcripcion (tARN) no han sido identificados atin en la porcion del

maxicirculo secuenciada. (Pietrzak, ef al, 1987)
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Por otro lado, la funcién de los minicirculos esta menos clara. La mayorta de los estudios
realizados sugieren que los minicirculos tienen una funcion estructural en la mitocondria
de los tripanosomas, al actuar como andamio para los maxicirculos. Se ha sugerido que,
al formar la red de ADN, los minicirculos estan involucrados en la segregacion de
maxicirculos durante la division mitocondrial o, alternativamente, en la regulacion de la
transcripcion de minicirculos. Sin embargo, se habia argumentado que los minicirculos
tienen también una funcion codificadora, basado en evidencias indirectas. Primero, los
minicirculos de la mayoria de tripanosomas son heterogéneos en secuencia. Segundo,
con la excepcion de la region conservada de 122 bp, las secuencias de los minicirculos
evolucionan rapidamente. Tercero, las secuencias hipervariables de los municirculos

contienen varios codones de terminacion.

No obstante, hoy en dia existe evidencia directa de la transcripcion de los minicirculos,
en este caso estudiada en 7rypanosoma brucei (1. brucei) por Pietrzak, et al, 1987 El
estudio de dichos investigadores provee cinco formas distintas de probar la existencia de
los transcritos de los minicirculos in vive e in vitro, mas no de la traduccion ni de la
funcion de los mismos. Primero, con la utilizacion de sondas de ARN celular marcado
lograron detectar transcritos del minicirculo por “Southern blots”. Segundo, al utilizar
sondas de ADN del minicirculo marcadas lograron detectar el transcrito por “Northern
blots”. Por hibridizacion del ARN celular total, con sondas marcadas de ARN hebra
especifica, seguido por digestion con la S1 nucleasa detectaron el  transcrito del
minicirculo protegido. Al utilizar ARN mitocondrial marcado por pulso o “pulse
labeled” como sonda se detectd el transcrito del minicirculo en “Southern blots™
Finalmente, al aislar el ADN copia (cDNA)} del minicirculo se demostr6d la presencia
inicial del transcrito del minicirculo en la preparacion de ARN obtenido por dichos

investigadores. (Pietrzak, ef al., 1987)

La secuencia del cDNA del minicirculo revela varias caracteristicas relevantes en la
sintesis y funcion del transcrito. El ¢cDNA del minicirculo contiene varios ORF cortos
(varian de 72 pb a 108 pb), de los cuales uno comienza con un coddn de metiomna. La

secuencia de aminoacidos predicha, de los polipéptidos codificados por los ORF, es rica

i
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en residuos basicos (21% a 37%), lo cual sugiere que si estos ORF son traducidos la
proteina obtenida puede que tenga actividad de union de ADN analoga a las proteinas
nucleares basicas (e.g. histonas) en otros eucariotas. Sin embargo, como se dijo
anteriormente, este estudio realizado por Pietrzak y sus colaboradores no muestran
evidencia directa de la traduccion del transcrito del minicirculo asi como tampoco de la
funcion del mismo, pero proponen una posible funcion del transcrito del minicirculo

como ARN estructural, de manera que permita la formacion de la estructura secundaria
del ARN. (Pietrzak, et al., 1987)

3) Replicacion

Tanto la replicacion del minicirculo como la replicacion del KDNA
ha sido estudiada principalmente en Chritidia fasciculata (C.
Jasciculata), que es un modelo aplicable a los tripanosomatidos. Para empezar hay dos
eventos que deben suceder durante la replicacion del KDNA:
1) El contendido de ADN de la red debe ser el doble durante cada generacion.
ii) Las dos redes de la progenie deben dividirse entre las dos células hijas durante la

division celular. (Klinbeil, ef al, 2001)

En estudios iniciales, realizados hace mas de 30 afios, surgieron dos aspectos importantes
en cuanto a la replicacion del kKDNA. Primero, la replicacion del kDNA sucede
aproximadamente en sincronizacién con la sintesis de ADN nuclear, a diferencia de otras
especies donde la replicacion del ADN mitocondrial sucede durante el ciclo celular.
Segundo, cada minicirculo se replica una vez por generacion, al igual que sucede con los
maxicirculos. Estos descubrimientos fueron la base para estudiar el mecanismo de
replicacion del kDNA a nivel molecular y, por ende, la replicacién del minicirculo.

(Klinbeil, ef al., 2001)

En cuanto al minicirculo, parte de su origen de replicacion (sitio de iniciacion para la

sintesis de la hebra lider) es una secuencia de 12 nucledtidos conocida como la secuencia
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universal del minicirculo “Univérsal Minicircle Sequence” (UMS) (vid figura 7). Esta
secuencia s la siguiente: 5’GGGGTTGGTGTA 3’ y es universal porque se encuentra,
virtualmente sin ninguna variacion, en los minicirculos de todas las especies de
tripanosomatidos estudiados (Morris, e /., 2001; Gharaibeh, ef al.; 2000). El 7. cruzi

contiene cuatro UMS localizados en las cuatro regiones conservadas.

Antertormente, ya se ha logrado purificar una proteina de unién, que és un homodimero
de 13.7 kDa, de la UMS (UMSBP) de C. fasciculata. La UMSBP se une a fragmentos de
ADN que contienen una secuencia de seis nucleétidos localizada aproximadamente a 80
nucledtidos del UMS que sirve como sitio de iniciacién para el primer fragmento de
Okasaki. Esta proteina de reconocimiento de origen, que juega un papel importante en la
iniciacién de la replicacion del minicirculo, no se une a oligonuclestidos de doble hebra
que contengan la secuencia UMS dodecamérica o hexamérica, aunque se una fuerte y
especificamente a estas secuencias en su forma de hebra simple. Sin embargo, se une a
estas secuencias de doble hebra en minicirculos libres covalentemente cerrados e intactos.
Aparentemente, la secuencia del minicirculo dictamina la deformacion estructural en la

region de origen que permite la unién. (Morris, et al., 2001 )

El estudio de intermediarios en la replicacién del minicirculo en C. fasciculata ha

sefialado aspectos importantes en el mecanismo de replicacion:

i) La replicacion ocurre durante una fase discreta del ciclo celular, cercanamente
concurrente con la fase nuclear S.

i) Antes de la replicacion los minicirculos estan covalentemente cerrados y, después
de la replicacion, estan espaciados. La presencia de espacios puede ayudar a
distinguir los minicirculos acabados de replicar, de los minicirculos aun no
replicados, asegurdndose de que cada minicirculo sélo se replique una vez, por
ciclo celular.

iii) Los minicirculos no se replican mientras estan concatenados en la red, pero en
cambio estos son liberados individualmente de la red, asumiendose que actiia una

topoisomerasa II, cuya funcion es catalizar la concatenacion.
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Los minicirculos libres covalentemente cerrados se replican unidireccionalmente
como estructuras 8, formando progenie espaciada.

La reconcatenacion de los minicirculos libres replicados espaciados sucede en la
periferia de la red. Esta especificidad de la reconcatenacion de los minicirculos
libres conlleva al desarrollo de dos zonas en la red de replicacion: una zona
periférica de minicirculos espaciados acabados de replicar y una zona central de
minicirculos covalentemente cerrados. Conforme la replicacion procede, la zona
periférica de los minicirculos aumenta y la zona central de minicirculos
covalentemente cerrados disminuye (vid figura 11).

Una vez todos los minicirculos hayan sido replicados, el nimero de copias de
minicireulo se ve duplicado. En este tiempo los espacios son reparados y la red se
vuelve a unir. Por Gltimo, las dos redes, cada una conteniendo un complemento
completo de minicirculos covalentemente cerrados, son distribuidas a las dos

células hijas, durante la division celular. (Morris, et al., 2001 )

Figura 11
Diagrama esquematico de minicirculos concatenados y libres
(Morris, et al., 2001 )




d.  Diversidad génicé

1} Generalidades sobre la diversidad génica de Trypanosoma cruzi (T.

cruzi)

Los tnpanosomatidos poseen una enorme plasticidad genomica y como

consecuencia, muestran una considerable diversidad génica
intraespecifica a escala de genes individuales. Esta diversidad ha sido ampliamente
utilizada para la caracterizacion de los parasitos por especies y cepas, especialmente para

analisis taxonomicos con aplicaciones epidemiologicas. (Carrasco, 1996)

Especificamente, el 7. cruzi tiene alta variabilidad génica, la cual se muestra mejor a
escala de ADN vy es bastante comparable con una estructura poblacional clonal. La
variabilidad génica en 7. cruzi ha sido demostrada en el leguaje de proteinas y en el

lenguaje de ADN (Macedo, ef al., 1998).

a) En el lenguaje de proteinas

En el lenguaje de proteinas la variabilidad génica se mide por
analisis isoenzimaticos. Dichos analisis se basan en la separacion
de enzimas involucradas en la glicolisis celular, por electroforesis, en geles de almidén o
acetato de celulosa, detectando las enzimas fraccionadas con sustratos precipitables.
(Hillis, ef al., 1996) Estudios iniciales, en unos pocos foci, revelaron una variabilidad
discreta isoenzimatica, revelando tres a cuatro grupos principales o zymodemos de 7

cruzi descritos por Miles, ef al. (1978).

Posteriormente varios investigadores han hecho diversos estudios isoenziméticos
utilizando distintos loc/ y variedad de aislados, y en base a los resultados obtenidos se
han hecho varias divisiones génicas de 7. cruzi, las cuales se resumen mas adelante. Un

aspecto a considerar es que las isoenzimas son marcadores que se expresan, por lo que se
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requiere de un control estricto de la fase del ciclo de vida y las condiciones del cultivo de

I cruzi para evitar resultados falsos. (Macedo, er al., 1998)

b) Enel lenguaje de ADN

Existen varias técnicas moleculares para analizar la diversidad

génica de 7. cruzi en el lenguaje de ADN. Entre ellas estan: el
polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccién “Restriction F ragment Length
polymorphism™ (RFLP) del kDNA, huella de ADN “DNA fingerprinting”, amplificacion
al azar de ADN polimorfico “Randomly Amplified Polymorphic DNA” (RAPD),
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores unidos a una secuencia simple
repetitiva  “Simple Sequence Repeat Anchored Primer PCR” (SSR-PCR),
cariotipificacion, polimorfismo de miniexones y de ADN ribosomal, PCR con cebadores
especificos simples de baja astringencia (Macedo, ef al, 1998), vy analisis con
microsatélites (Oliveira, ef al., 1998), entre otras. Sin embargo, se hace énfasis en las

técnicas genéticas moleculares de mayor interés:

1.1 Polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion
(RFLP) del kDNA

A escala de ADN, la primera estrategia de variabilidad

génica de 7. cruzi de alta resolucion fue el descubrimiento
del polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP) del kDNA. La
region variable de 330 pb del kDNA de las moléculas de minicirculos evoluciona lo
suficientemente rapido como para producir diferencias entre aislados distintos o aun entre
aislados que parecen como idénticos para un conjunto dado de marcadores genéticos en
una especie clonal, llamados clonetas o “clonets” (Laurent, et al., 1997), pero no tan
répido como para excluir la identidad genética estable de la cepa. Cada cepa, v en
algunos casos cada clon de la misma cepa, presenta un esquizodemo “schizodeme”
diferente. El esquizodemo, no es méas que el nombre propuesto para el patron de

restriccion caracteristico de una cepa. (Macedo, ef al., 1998)
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Las diferencias entre individuos en el patrén de fragmentos de ADN pueden analizarse
con base en el nimero o distribucion de los sitios de restriccion. Sustitucién, insercidén u
omision de bases nucleotidicas se han detectado usualmente utilizando endonucleasas de
restriceion “restriction endonuclease” que se definen como enzimas aisladas de bacterias
que cortan ADN en una posiciéon constante dentro de una secuencia de reconocimiento
especifica.  La especificidad del corte por enzimas de restriccion significa que la
digestion completa de un alelo de ADN en particular dara como resultado una serie de
fragmentos reproducibles. Las variaciones en los patrones de los fragmentos obtenidos
después de la digestion con enzimas de restriccion, son conocidas como polimorfismo en

el tamafo de los fragmentos de restriccion. (Barry, ef al., 1996)

Sustitucion de una base nuceleotidica o pequefias inserciones u omisiones pueden crear o
eliminar sitios de corte para una enzima en particular, y por lo tanto alterar el niimero vy
tamafio de los fragmentos detectados por esa enzima (Hillis, ef al., 1996). Los RFLP
estin dispersos en todo el genoma, y usualmente son heredados como marcadores
mendelianos codominantes. Cualquier fragmento de ADN clonado puede detectar
potencialmente polimorfismo y servir como un marcador de RFLP. Los marcadores de
RFLP pueden ser usados en la construccion de mapas genéticos. No obstante, una de las
limitaciones que la técnica de RFLP presenta es que sdlo controla la porcion del genoma

que contiene los sitios de restriccidon que se estan examinando (Barry, ef al., 1996).
1.2 Huella de ADN “DNA finger printing”

“DNA finger printing” es otra técnica para explorar la
identidad genética de cada cepa de 7. cruzi. La diferencia de
esta técnica con la de RFLP es que en lugar de analizar el kADN se analiza el ADN
nuclear. El “DNA finger printing” tiene aproximadamente el mismo nivel alto de
discriminacion de cepas y clones como el analisis de esquizodemos. Al mismo tiempo
tiene las ventajas de una estabilidad mayor y una simplicidad operacional en comparacion

con RELP.  Sin embargo, el hecho de que el “DNA finger printing” esta basado en

Il OEEWALTE DR 0T
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“Southern blots™ e hibridizacion, también implica que necesita cantidades considerables

de ADN del parasito. (Macedo, ez af, 1998)

1.3 ADN polimérfico amplificado al azar “Randomly Amplified
Polymorphic DNA” (RAPD)

RAPD es una técnica alternativa para detectar variacion

especifica en la reaccion en cadena de la polimerasa,
“Polymerase Chain Reaction” (PCR). Esta técnica esta disefiada para detectar cambios
en la secuencia dentro de los sitios del cebador en el PCR “PCR priming sites”. La
sustitucion de bases nucleotidicas en el sitio de los cebadores afecta la eficiencia de
amplificacion, cambiando los fragmentos producidos por un niimero dado de cebadores,
Sin embargo, la habilidad de amplificar un segmento especifico también va a ser afectado
por grandes inserciones u omisiones entre los sitios de los cebadores y por la calidad de
ADN  templado, asi como también por otros factores que afectan la reaccion de PCR.
Generalmente RAPD, también conocida como RAPD-PCR, utiliza un cebador de 10
bases para producir una coleccion genotipica especifica de fragmentos de ADN

amplificados. (Barry, er al., 1996; Hillis, ef al., 1996)

2) Como medir la diversidad génica de secuencias v como encontrar
cuadros abiertos de lectura en secuencias

Para analizar la diversidad génica de secuencias existe una variedad
de métodos segun la finalidad de los resultados. Pero para efectos de
este estudio se analizara:
a) El método de Higgins-Sharpe para alineacion multiple de secuencias dando como
resultado final porcentajes de similitud.
b) El método de distancia media o método de agrupacién en parejas, con media
aritmética no ponderada, “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”
(UPGMA) para medir distancias de poblaciones basado en puntuacién de similitud.

c¢) El método de Lipman-Pearson para medir identidad entre secuencias.




27

d) El método de Fickett para encontrar cuadros abiertos de lectura (ORF) en las

secuencias.

a) Algoritmo de Higgins-Sharpe

Para alinear secuencias de ADN existen varias herramientas que

pueden dividirse, en general, en algoritmos globales y algoritmos
locales, los que a su vez se separan por algoritmos que agrupan por parejas (dos
secuencias) y por agrupacion miltiple, El algoritmo de Higgins-Sharpe es un método de

alineacion multiple progresiva de pares de secuencias (Felsenstein, 2002).

Basicamente, en los métodos de alineacién multiple progresiva, todos los segmentos de
largo W de la primera secuencia ingresada al algoritmo son comparados con segmentos
de la segunda secuencia. En referencia a un sistema de puntuacion dado los B mejores
pares de segmento son retenidos, y cada uno es comparado con todos los segmentos de
largo W en la tercera secuencia. Los B mejores triples son comparados con los

segmentos de la cuarta secuencia, etc. (Altschul, 1997)

Las ventajas principales de este método son que el tiempo es proporcional al nimero de
secuencias ingresadas, y que puede jugar facilmente con patrones de longitud arbitrarios
y con sistemas de puntuacion complicados. La principal desventaja consiste en que el
método es a prueba y error, y por lo tanto no garantiza la optimizacion de la medida de
caltdad de alineacion que emplea. Un orden distinto de ingreso de las secuencias puede

dar resultados diferentes. (Altschul, 1997)

El algoritmo de Higgins-Sharpe calcula puntuaciones en porcentajes de similitud y el
resultado final esta representado en un dendrograma. Esta puntuacion de similitud es
calculada inicialmente como puntuacion de similitud cruda entre cada par de secuencias,
la cual, es calculada utilizando el algoritmo de alineacién rapida de Wilbur y Lipman
(1983) (PSC, ef al., 2000). En general, este tiltimo algoritmo permite buscar identidades

rapidamente entre las secuencias de acidos nucleicos o proteinas, al enfocarse solamente
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en grupos de similitud entre dos secuencias, y por lo tanto requiere pocas comparaciones
en la bisqueda (Lipman, et al, 1985). Después, estas puntuaciones de similitud son
utilizadas para realizar un dendrograma interno utilizando el método de UPGMA, el cual
indica al paso de alineacion multiple, en que orden alinear las secuencias para la
alineacion multiple final. Las alineaciones multiples progresivas son representadas en un

dendrograma final de similitud (PSC, ef al., 2000).

b) Método de distancia media o método de agrupacion en parejas con
media aritmética no ponderada, “Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean” (UPGMA)

Existen dos métodos comunmente usados para inferir arboles
filogenéticos a partir de datos de secuencia: métodos de parsimonia
y métodos de distancia. Para efectos de este estudio se analizara uno de los métodos de
distancia, el UPGMA. La definicion mas simple de distancia entre secuencias es ¢l

porcentaje de divergencia (100% menos el porcentaje de similitud).

El método de distancia media, UPGMA, requiere que todas las secuencias evolucionen a
una misma razon, ya que si evolucionan de acuerdo al reloj, y el grado de divergencia
entre dos genes implica que éstos han estado divergiendo por 7 generaciones, entonces se
puede inferir que los genes estan separados, de un ancestro comun, t/2 generaciones

anteriores. (Hartl, ez al., 1997)

Con una matriz de distancias en parejas se construye el arbol filogenético al agrupar
primero las dos secuencias con la distancia mas pequefia. Después, una nueva matrniz es
construida con el grupo de secuencias ahora considerado como una unidad. Si ¢l grupo
de secuencias se clasificaron como # v j, entonces para todo & # i, j la distancia de & al
grupo {7, jies di 4y = 1/2 (die + di)). En palabras, la distancia de cualquier secuencia k al
grupo {i, jies la media de la distancia de la secuencia k a cada una de las secuencias 7 y J

en el grupo. La nueva matriz de distancia es de nuevo buscada para el elemento mas
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pequeno, y la agrupacion apropiada sucede de nuevo. Este proceso se repite hasta que

todas las secuencias hayan sido agrupadas en un arbol. (Hartl, e. al., 1997)

¢) Algoritmo de Lipman-Pearson

El algoritmo de Lipman-Pearson sirve para encontrar identidad de

secuencias. Es un algoritmo de alineacién local, y es llamado
FastaA. Este es un método a prueba y error, por lo que el resultado puede ser subdptimo.
El programa FastaA rompe las secuencias en “segmentos™ llamadas espacios importantes
“hotspots” y luego busca alrededor de los segmentos para alineaciones. Para proteinas
los segmentos tienen una longitud de dos aminodcidos, y para ADN una longitud de seis
pares de base de longitud. La base de datos es preprocesada y almacenada en una tabla
por pedazos. La tabla por pedazos es generada para todas las secuencias de largo k (que
deben ser fijas y pequefias, aproximadamente del mismo largo que las palabras)
Entonces, el programa localiza los espacios importantes de largo k, y les asigna una
puntuacion a cada uno de ellos. Los espacios importantes que estan cerca uno del otro y
que pueden ser combinados son buscados detalladamente en las secuencias. (Gupta,

2000, Lipman, ez af., 1985)

d) Método de Fickett

El método de Fickett es también Ilamado codigo de prueba o
“testcode”. Este método esti disefiado para regiones codificadoras
que son mayores de 200 pares de base (con un 95% de confiabilidad). Por lo que una de
las limitaciones de este método es que no toma en cuenta muchas secuencias
codificadoras que son considerablemente més cortas que las 200 pb (MacVector, 2002).

La estadistica de Fickeft no requiere de una tabla de frecuencia de codones. (GCG, 2002)
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El método de Fickett utiliza ocho parametros que estan basados en propiedades
periédicas de cada uno de los cuatro nucledtidos en la secuencia. Los primeros cuatro
parametros son llamados parametros de posicion.  Se Ileva una cuenta del nimero de
veces que A aparece en la posicion de codon | (Al), el niimero de veces que aparece en
la posicion de codon 2 (AZ), y el nimero de veces que aparece en la posicion de codon 3

(A3) en la secuencia de ADN. (MacVector, 2002)
El primer pardmetro, Posicion -A, se define como:
Posicion-A = (max(Al, A2, A3)/min(Al, A2, A3))

El parametro de posicion para las otras tres bases son computadas similarmente, Los
ultimos cuatro parametros son los pardmetros de contenido. Estos solo son la
composicion porcentual de la secuencia para cada una de las cuatro bases (%A, %C, %G,

%T). (MacVector, 2002)

El método de Fickett calcula cada uno de los ocho parametros para un nimero conocido
de regiones codificadoras y no codificadoras. Este método le asigna peso, W, a cada uno
de los parametros de acuerdo al porcentaje de tiempo que una region codificadora puede
ser correctamente predicha, utilizando sélo el valor de ese parametro. Ademas, calcula la
probabilidad de codificacion, P, para 10 intervalos de cada uno de los valores de los

parametros. (MacVector, 2002)

Una vez obtenidos los pesos y las probabilidades para cada uno de los ocho parametros,

estos son combinados para definir un {mico valor indicador TESTCODE:
Indicador =P1W1 + ... + P8WS
Fickett inicialmente examind la distribucion de los valores indicadores de 321 fragmentos

de secuencias codificadoras y en 249 fragmentos de secuencias no codificadoras. Solo el

29% de las regiones con valores indicadores abajo de 0.74 eran regiones codificadoras,
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mientras que un 92% de las regiones con valores indicadores arriba de 0.95 eran regiones

codificadoras. (MacVector, 2002)

Por lo tanto, el método de Fickett asigna como region no codificadora a aquella que
contenga una probabilidad de codificacion menor de 0.29, mientras que asigna como
region codificadora a aquella que tenga una probabilidad de codificacién arriba de 0.92.
Regiones con probabilidades entre estos valores son marcadas como sin opimon.

(MacVector, 2002)

El metodo de Fickett tiene dos limitaciones. Como se habia mencionado anteriormente,
puede que los resultados no sean vélidos para secuencias < 200 bases (67 codones). Por
otro lado, no puede distinguir el cuadro de lectura abierto correcto o la hebra correcta.
Por lo tanto, si se tiene més de un cuadro de lectura abierto en una regién asignada como
codificadora, se debe utilizar otro método para determinar cual es el cuadro de lectura

correcto. (MacVector, 2002)

€. Estructura de la poblacién y tipificacién génica del Trypanosoma cruzi (7.
cruzi)

La habilidad de tipificar las cepas de 7. cruzi es importante para el control

epidemiologico de la enfermedad de Chagas, y para la evaluacién del
impacto de la diversidad génica del parasito en la patogenicidad y resistencia a drogas
(Barnabe, et al., 2000). Diversos estudios de polimorfismo intraespecificos de cepas de 7.
cruzi han demostrado una desviacion dréastica de las estimaciones de diversidad génica
calculadas con Hardy-Weinberg, mostrando un desequilibrio fuerte de union “strong
linkage desequilibrium™ (asociacién no al azar de genotipos que ocurren en diferentes
foct), y sugiriendo que la reproduccion sexual es rara o ausente y que la estructura de la
poblacion es clonal (Barnabe, ez al., 2000; Macedo, ef al., 1998). Del mismo modo, cada
clon representa un linaje que se reproduce por division binaria y se mantiene inalterado
por un gran niimero de generaciones (recombinacién génica poca o nula aparentemente)

hasta que ocurran mutaciones. (Macedo, ef al, 1998)
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Las cepas o los aislados se obtienen de vectores triatominos o mamiferos hospederos de
I" cruzi. Como ya se habia mencionado anteriormente, la poblacion del parasito es
clonal, sin embargo puede ser multiclonal. La multiclonalidad se debe probablemente a
que pacientes en areas endémicas son infectados por contactos multiples con diferentes
triatominos y éstos, de regreso, se alimentan de diferentes individuos infectados.
Seguramente, esa promiscuidad propicia la formacion de poblaciones multiclonales en
los hospederos y vectores, llevando al aislamiento correspondiente de cepas multiclonales

en cultivos. (Macedo, ef al., 1998; McDaniel, ef al., 1993)

La naturaleza multiclonal de 7. cruzi puede ayudar a obviar algunos problemas de
evolucidn que surgen en poblaciones clonales. Poblaciones asexuales no pueden
deshacerse de mutaciones delecionales, y por lo tanto las acumulan, de acuerdo a la teoria
de trinquete de Muller “Muller’s ratchet”. La multiclonatidad puede permitir el
establecimiento de relaciones mutuas, que pueden involucrar, por un momento, la
complementacion metabolica de clones génicamente defectuosos. En pringipio, esto
permitiria una evolucion clonal mas rapida, teniendo como consecuencia un aumento en
la diversidad génica, y pondria en perspectiva la innovacion de propiedades biologicas.
(Macedo, ef al., 1998)

En estudios previos se ha tratado de clasificar las cepas de 7. cruzi en grupos
individualizados utilizando principalmente fas isoenzimas, como marcador molecular, En
Brazil, Miles, ef al. (1978), propusieron una clasificacién del parasito en tres zymodemos
principales (ZI, ZII, y ZIII). Por otro lado, Tibayrenc, et @l (1986), utilizaron 15
sistemas de enzimas y lograron describir 43 genotipos de isoenzimas distintos entre 121
aislados de diferente rango ecogeografico. Sin embargo, no pudieron distinguirlos en
grupos discretos que pudteran ser equivalentes a una taxonomia natural. No obstante, en
1995 y 1996, con base en la técnica de electroforesis de enzimas multilocus “multilocus
enzyme electrophoresis” (MLEE) vy en la técnica de RAPD Tibayrenc logré distinguir
dos grupos o linajes filogenéticos importantes: linaje 1 y linaje 2. Estas mismas
subdivisiones fueron reconocidas por Souto, ef al. (1996), s6lo que con la numeracion

opuesta (Barnabe, ef af., 2000).
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El linaje 1 (formalmente descrito por Miles como zymodemo I), esta presente en casi
toda area endémica, y se observa frecuentemente en ciclos silvestres; y el linaje 2
(formalmente descrito por Miles como zymodemo Il y zymodemo III), a diferencia del
otro, predomina en humanos y ciclos domésticos. El linaje 2 puede subdividirse en cinco
grupos génicos de menor importancia (2a-e). Estos dos linajes pueden ser equivalentes a
unidades de tipificacion discretas “discrete typing units” (DTU). El segundo DTU
principal puede ser subdividido en cinco subdivisiones menores, 2a-e. Por lo que puede

decirse que el 7. cruzi esté subdividido en al menos siete DTU (Barnabe, ez al., 2000).

Sin embargo, estos dos principales grupos filogenéticos (linaje 1 y 2) no pueden
considerarse come subespecies, debido a que la posicion de ciertos genotipos o
subdivisiones menores, con respecto a los dos linajes principales, podria ser cuestionado
en el futuro. Ademas, parece ser que la especificidad epidemiologica de estas dos
subdivisiones, enfatizadas por Souto y colaboradores, (1996), no esta clara cuando se

analizan paises distintos a Brazil (Barnabe, ef al., 2000).

La clasificacion de DTU, hecha por Tibayrenc, puede correlacionarse con otras
clasificaciones hechas anteriormente por distintos investigadores (Barnabe, ef al., 2000),

lo cual se resume en el cuadro 1.

Es de importancia notar que los tres zimodemos principales descritos por Miles, ef al.
(1978), permanecen informativos, como genotipos de 7. cruzi polares y relacionados

distintamente (Barnabe, ef al., 2000).

No obstante, todas estas clasificaciones, junto con otros estudios, han llevado a una
concordancia fuerte entre filogenias generadas por diferentes marcadores genéticos por
un lado, isoenzimas y RAPD (Tibayrenc, ef al., 1993), e isoenzimas y electroforesis de
gel pulsada (Sanchez, et al., 1993). Por otro lado, los microsatélites estudiados por
Oliveira y colaboradores, en 1998, muestran claramente que el intercambio génico no es
lo suficientemente frecuente como para que haya una fuerte confusion entre la

estructuracidén de 77 cruzi y los DTU.
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Cuadro 1
Subdivisiones génicas de Trypanosoma cruzi (7. cruzi) propuestas anteriormente
y las propuestas por Tibayrenc en 1998
(Barnabe, ez al., 2000)

Clasificacion por Clasificaciones previas

Tibayrenc, 1998 A B* C D E* F G H

DTU 1 Zl Z1V Bol ¥ la2s Z2.5.7 Linaje 2 ladve T ocruzi |
Braz Z 1 10612 a8

DTU 2 - - --- 26243 - Linaje 1 5339v10 T oeruzill

DTU 2a ZII --- Braz Z3 27229 -- ---

DTU 2b Z1 Z1 BrazZ2 30a34 Z4411 -

DTU 2¢ - - - 35a37 --- -

DTU 2d - - Bol Z 2 38.39 71,39 ---

DTU 2¢ -m Z 1 --- 40 a43 --- ===

* No tue posible establecer la correlacién de los zimodemos 11 {Romartha er al. 1979) v Z6 v Z& (De Luca D’Oro et ol.
1993) con la de Tibayrenc (1998).

<< (Colunna A, Miles et.al (1978) basado en 3 zimodemos principales; columna B, Romanha et. a/ (1979) basado en
cualro zimodemos; columna C, Tibayrenc y Miles (1983) basado en cuatro zimedemos; celunuta D, Tibayrenc & Ayala
(1988) basado en 43 genotipos clonales; columna E, De Luca D' Oro et, al. (1993) basado en 12 zimodemos; columna
F, Souto ef al (1995) basado en dos linajes genéticos; colunma G, Higo et al. (1997) basado en 10 zimodemos, v

columna H, del Simposio Internacional para conmemorar el 90 ** aniversario del descubrimiento de la enfermedad de
Chagas. Recomendaciones de una sesién Satélite ( 1999) basado en dos grupes de T. cruzi) >> (Bamabe, er al., 2000)

Interesantemente, los DTU 2d v 2e corresponden a grupos de genotipos de mayor

difusion y por ello se les llama clones principales. (Barnabe, ef al., 2000)

También se han realizado estudios de diversidad génica de 7. cruzi utilizando como
marcador las moléculas de minicirculo de dicho parésito. Estos estudios se han realizado
con andlisis de esquizodemos de la regidn variable del ADN de minicirculo de 7. crizi
amplificada por PCR con oligonuciedtidos degenerados (835 57 AAA TAA TTG TAC
GGG (1/G)GA GAT GCA TGA 37; v el cebador 836 5° GGG TTC GAT TGG GGT
TGG TGT 3°). La region variable amplificada (aproximadamente 330 pb) es un
marcador especie especifico y posiblemente cepa especifica, siendo ideal para la

deteccion y clasificacion de 7 cruzi. (Avila, et al., 1990)

Por ultimo cabe mencionar que en Bolivia se han encontrado la transmision y ctreulacion
de dos clonetas principales en el ciclo doméstico del vector Triatoma infestans (7.
infestans), principal vector de la enfermedad de Chagas en Bolivia: cloneta 20 y cloneta

39; lo cual apoya la existencia de dos grupos o linajes filogenéticos de 7. cruzi, descrita
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anteriormente por varios autores. Este hallazgo de la existencia de dos clonetas
principales, se pudo obtener con base en la técnica MLEE y con base en la técnica RAPD

de la region hipervariable del kDNA de los minicirculos de 7. cruzi, amplificada por

PCR. (Breniere, ef al., 1998)



C.  Vectores de Trypanosoma cruzi (1. cruzi)

1. Distribucidon taxondmica de los vectores

Como se habia mencionado anteriormente, los vectores que transmiten el
/. cruzi son hemipteros hematdfagos obligados de la subfamilia Triatominae
(Monteiro, ef al., 2001). Los triatominos adultos son generalmente largos de 2 a 3 cm,
algunos de los cuales se han adaptado para colonizar las viviendas de los humanos,
especialmente en Latinoamérica. Actualmente se reconocen 118 especies de triatominos
con base en sus caracteristicas morfologicas, agrupadas sin controversia en 14 géneros

formando 5 tribus (vid cuadro 2) (Schofield, 1994).

2. Distribucidn geografica de los vectores

Los triatominos estan distribuidos por todo el continente americano y algunas
islas del Caribe; aproximadamente entre las latitudes 42N y 46S (Schofield, 1994). Mas
especificamente, la distribucion geografica empieza desde el sur de Estados Unidos de
América (incluye los Estados de Arizona, Florida, California, Colorado, New Mexico,
Utah, y Texas) (Ryckman, 1986), sigue con México, Guatemala, Belice, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panamé, Venezuela, Colombia, Ecuador, Guyana,
Brazil, Pert, Paraguay, Uruguay, Chile, y termina con Argentina (vid figura 12)

(Guevara, ef al., 2001; Schofield, 1994).

En Guatemala, las dos especies de vectores mas importantes son Triatoma dimidiata (T.
dimidiatay y Rhodnius prolixus (R. prolixis), los cuales se ocultan durante el dia para
luego, durante la noche, atacar a su victima, siendo por esta razon adaptados
completamente a la vigilia nocturna. “En Guatemala se les halla abundantemente en el
medio rural, desde aproximadamente los 3,500 pies” (1067 mts) de altura hasta las partes
bajas del litoral, con cierta predileccion por el ambiente seco de los departamentos
orientales de la republica, sin que por ello dejen de existir en las zonas himedas.

(Montenegro, 1943)




Cuadro 2
Sistematica de los triatominos que transmiten la Enfermedad de Chagas
(Monteiro, e/ al., 2001; Schofield, 1994)

Tribu (énero
Triatomini Dipetalogaster (1 sp.)
Lratyrus (2 ssp.)
Linshcosteus (5 spp.)
Panstrongylus (13 spp.)
FParatrictoma (1 sp.)
Triatoma (68 spp.)

Rhodniini Psammolestes (3 spp.)
Rhodnius (12 spp.)

Cavernicolini Cavernicola (2 spp.)

Bolboderini Belminus (4 spp.)
Bolbodera (1 sp.)
Microtriatoma (2 spp.)
Parabelminus (2 spp.)

Alberprosenini Alberprosenia (2 spp.)

a.  Triatoma dimidiata (T. dimidiata)

1. dimidiata es una especie bastante grande, de colorido distintivo (vid
figura 13). Es un vector importante de la enfermedad de Chagas en
Centroamérica donde, a menudo, su distribucion geografica coincide parcialmente con la
de R. prolixus. Cuando las dos especies de vectores se encuentran juntas, como ocurre en
El Salvador, R. prolixus parece predominar a altitudes menores de 300 m, y 7. dimidiata

en las casas situadas a alturas de mas de 300 m. (Schofield, 1994)



Figura 12
Distribucién geogréfica de los triatominos selvaticos y domésticos
causantes de la Enfermedad de Chagas
(Monteiro, ef al., 2001; OPS, 1992; Ryckman, 1986; Schofield, 1994)

B Distribucién selvtica de triatominos (La enfermedad de Chagas existe como zoonosis).

B Distribucién domiciliar de triatominos (la enfermedad de Chagas esta presente en humanos),

Figura 13
Triatoma dimidiata (T. dimidiata)
(Caramello, 2001)
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1) Habitat

T. dimidiata se ha encontrado en una variedad de ecotopos selvaticos,

sobretodo en montones de rocas y cuevas ocupadas por murci¢lagos.
A veces las chinches se encuentran también en arboles huecos, y se cree que la
recoleccién de lefia representa uno de los métodos por los cuales las chinches pueden
introducirse en las casas (Schofield, 1994; Zeledon, 1981). Ademas, T. dimidiata
muestra preferencia por las grietas de las paredes, los espacios enire adobes y en
construcciones denominadas bajareques (vid figura 14) (Montenegro, 1943). Las ninfas
tienen hébitos cripticos, a menudo camufldndose con polvo con que s¢ cubren la
superficie dorsal, y en las casas de Costa Rica parecen preferir las grietas a nivel del piso
o en espacios en y debajo de las tablas del suelo. Sin embargo, las colonias domésticas
tienen tendencia a ser relativamente pequefias, y esta especie tiene un intervalo entre las
generaciones excepcionalmente prolongado, tardando a menudo mas de un afio en

completar su desarrollo desde el huevo hasta el adulto (Schotield, 1994).

Figura 14
Guatemala: tipo de casa propicia a infestacion por triatominos
(Dorn, 2001)
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2) Distribucion geografica

Los principales lugares en donde ha sido encontrado 7: dimidiata, por
paises, en orden geogrifico de Norte a Sur, son los siguientes (vid

figura 15):

. Mexico: Campeche, Chiapas, Jalisco, Oaxaca, Puebla,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz,

Yucatan. (Zeledon, 1981)

e Guatemala: 7. dimidiata se encuentra en Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Chiquimula, El Progreso, El Quiché,
Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Jutiapa,
Petén, San Marcos, Santa Rosa, Zacapa, Izabal {Monroy,
et al., 1993; Zeledon, 1981). No obstante, la incidencia
de seropositivos estd mejor documentada en Zacapa,
Chiquimula; Jutiapa, Jalapa, y Santa Rosa (vid figuras 16
y 20) (Cordén, 2002).

. Belice: El Cayo, Toledo. (Zeledon, 1981)

. Honduras: Comayagua, Copan, Choluteca, El Paraiso,
Francisco Morazan, Intibuca, La Paz, Lempira, Olancho,
Ocotopeque, Santa Barbara, Yoro. (Zeledon, 1981)

. El' Salvador:  Ahuachapan, Cabafias, Cuscatlan,
Chalatenango, La Libertad, San Salvador, San Vicente,

Santa Ana, Sonsonate, Usulutan. (Zeledon, 1981)

. Nicaragua: Jinotega, Madriz, Matagalpa. (Zeledon, 1981)
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. Costa Rica: Alajuela, Cartago, Guanacaste, Heredia,

Limon, Puntarenas, San José. (Zeledon, 1981)

. Panama: Bocas del Toro, Cocle, Colon, Chiriqui, Darién,

Panama, Veraguas, Zona del Canal. (Zeledon, 1981)

. Colombia: Cundinamarca, Hila, Magdalena, Norte de
Santander, Santander, Bocaya Soata, Miraflores, Guayata,

Guatepeque. (Zeledon, 1981}

. Venezuela: Bolivar Carabobo, Cojedes, Distrito,

Territorio Delta Amacuro, Yaracuy. (Zeledon, 1981)

. Guyana. (Zeledon, 1981)

. Ecuador: El Oro, Esmeraldas, Guayas, Los Rios, Manabi.
(Zeledon, 1981)

. Perti: Tumbes.( Zeledon, 1981)

b.  Rhodnius prolixus (R. prolixus)

R. prolixus (vid figura 17) es uno de los vectores domésticos principales de

la enfermedad de Chagas. Las 12 especies de Rhodhnius descritas son todas
de habito arboreo, a menudo asociadas con especies particulares de palmeras. R. prolixus
es facil de criar en el laboratorio, v sus organos internos de colores facilitan la diseccion
exacta (e). aorta dorsal verde, glandulas salivares rojas, intestino medio marrdn, ovarios
rosas, y cuerpo graso amarillo cremoso). La mayor parte de las especies de Rhodhius
pueden distinguirse por sus caracteristicas morfologicas evidentes, pero prolixus,

robustus, neglectus y nasutus pueden ser dificiles de separar con certeza. R prolixus
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puede realizar su desarrollo desde el huevo hasta el adulto en tres a cuatro meses y puede

alcanzar densidades de poblacion altisimas en las casas. (Schofield, 1994)

1) Habitat

R. prolixus es una especie domesticada y raramente se encuentra en la
selva (Monteiro, et al., 2001); parece tener predileccion por sitios

recubiertos de paja, hoja de cafia, troncos, tablas, y papeles. (Montenegro, 1943)

Figura 15
Distribucion geografica mundial de Triatoma dimidiata (T. dimidiata)
(OPS, 1992; Zeledon, 1981)
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43

2) Distribucion geografica

R. prolixus estd presente en Venezuela, Colombia, Guatemala,
Honduras, El Salvador, Nicaragua, y una parte de Meéxico (vid figura 18) (Schofield,
1994). En Guatemala se encuentra en los departamentos de Santa Rosa, Jutiapa, Jalapa,
Chiquimula, El Progreso, Zacapa, y San Marcos (vid figuras 16 y 19). (Monroy, et al.,
1993)

3. Nombres vulgares de Jos triatominos

En México el nombre vulgar del insecto vector es chinchona, chinche picuda,

chinche de vaca, chinche de monte, chinchupa y telepate. En Guatemala dichos
insectos son conocidos como chinche picuda, chinche de vaca, chinche de monte, telepate
y talaje. En El Salvador, chinche cuerudo, talaje (a las ninfas) y telepate en la region
fronteriza con Guatemala. En Belice se le dice “bush chinch”. En Costa Rica se le
conoce con los nombres de chincha, chinche bebesangre, chinche mamona, chinche de
suelo. En el litoral de Ecuador, chinchorro o chupasangre y en la regiéon meridional,
chinche de caballo. En el norte de Perii se le llama chinchén a los adultos y pelados a las

ninfas. (Zeledon, 1981)
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Figura 16
Distribucion geografica de Triatoma dimidita (T. dimidiata)
y Rhodnius prolixus (R. prolixus) en Guatemala
(Cordén, 2002)
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Figura 17
Rhodnius prolixus (R. prolixus) adulta comiendo sangre a través de piel humana.
(WHO, et al., 2000)

Figura 18
Distribucién geogrifica mundial de Rhodnius prolixus (R. prolixus)
(OPS, 1992)
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Figura 19
Distribucion geografica de Rhodnius prolixus (R. prolixus) en Guatemala
{Codon, 2002)
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Dispersion de iriatominos domiciliares, Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus, por comunidad en
Zacapa, Chiquimula, Jutiapa, v Santa Rosa. Encuesta entomologica de los vectores de la Enfermedad
de Chagas en Guatemala, mayo 2000 a febrero 2001. Los puntos representan comunidades. Proyecto
No. 990545 de WHO y TDR (Traducido al espafiol de ia fuente “Entomological baseline survey of
Chagas Disease vectors in Guatemala, May 2000-February 20017)
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D. Distribucién geografica de la Enfermedad de Chagas

La distribucion geografica aproximada de la enfermedad de Chagas coincide con la
de los vectores de dicha enfermedad (vid figura 12). La region coloreada de verde
representa las arcas donde la enfermedad de Chagas existe como una zoonosis en
mamiferos salvajes. La region coloreada de rojo representa las éreas donde exisic la
enfermedad de Chagas en humanos. (Monteiro, ef al., 2001; Schofield, 1994)

En Guatemala, en un estudio realizado por Hurtarte, ef al. (1993), se identificaron varios
departamentos endémicos de la enfermedad de Chagas. Entre los departamentos con
vector y con casos de la Enfermedad de Chagas se encuentran Guatemala, Baja Verapaz,
Bl Progreso, Jalapa, Zacapa, Chiquimula, Jutiapa y Santa Rosa (Hurtarte, ef al., 1993).
De los departamentos reportados con vectores y casos se escogieron, para este estudio,
los cinco que contienen mds casos endémicos: Jalapa, Zacapa, Chiguimula, Jutiapa y

Santa Rosa (vid figura 20).

E. Sintomatologia de la Enfermedad de Chagas

De forma tipica, la infeccion con 7. cruzi tiene un periodo de incubacion de una a
dos semanas, generalmente sin sintomas (Macedo, et al., 2002; Schofield, 1994). Los
sintomas generales de la enfermedad de Chagas pueden incluir fiebre,
hepatoesplenomegalia y adenopatias (Guevara, ef al., 1997). No obstante, existe gran
variabilidad en 1as manifestaciones clinicas (megaesofago, megacolon o cardiomegalia)
en distintos pacientes, ya que unos desarrollan una manifestacion y otros no. Una
hipotesis propuesta para explicar la variabilidad en las manifestaciones es que depende
del area geogrifica donde se encuentre el pacients. Esta variabilidad es en parte
atribuible a la variacion génica del parasito, lo cual es apoyado por los estudios de cepas
en tejidos (teoria clonal), donde radica la importancia epidemioldgica de estudios de

variabilidad genéiica del parasito (Macedo, et al., 2002).
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En cuanto a la infeccion, se puede dar en tres fases:
1. Fase aguda

Suele durar dos a cuwatro meses (Schofield, 1994), y pasa generalmente
imperceptible,

aunque puede haber un &rea inflamada o chagoma en el sitio de entrada de los
tripanosomas. El sintoma de Romafia (vid figura 21) es cuando la hinchazén involucra
los parpados (ocurre unicamente entre 1% a 2% de los casos). La mortalidad asociada a
esta fase ocurre en menos del 5% y la muerte resulta de una deficiencia cardiaca o de una

meningoencefalitis en nifios menores de dos afios (Guevara, ef al., 1997).
2. Fase intermediaria

Esta fase es clinicamente asintomatica y es detectada por la presencia de
anticuerpos especificos. Ningfin parésito es encontrado en un frotis sanguineo,

pero el xenodiagnéstico puede ser positivo en algunos casos. (Guevara, et al., 1997)

3. Fase cronica

Se desarrolla de 10 a 20 afios después de la infeccion, y afecta 6rganos internos
vitales como el corazén (vid figura 22), el esofago v el colon, al igual que los
nervios periféricos del sistema nervioso. Las lesiones dejadas por la enfermedad de
Chagas son incurables y en casos severos los pacientes pueden llegar a morir por causa
de una insufiencia cardiaca. Aunque el 7. cruzi infecte principalmente el misculo
cardiaco, puede ser pardsito de cualquier tipo de célula (células del musculo liso,

histocitos). (Guevara, et al., 1997)
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Figura 20
Seroprevalencia de la Enfermedad de Chagas en departamentos endémicos de Guatemala
(Cordonm, 2002)
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Figura 21
Fase aguda de la Enfermedad de Chagas en una nifia de Sao Felipe, Brazil.
Presenta el signo de Romafia en el ojo. Este sintoma se observa frecuentemente
en casos agudos y se supone que marca el punto de entrada del parasito.
(WHO, et al., 1991)

Figura 22
Tlustraciéon necrética de cardiopatia de Chagas
(WHO, et al., 1990)
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F. Transmision de lz Enfermedad de Chagas

Inicialmente la Enfermedad de Chagas cra una zoonosis, ya que era una
enfermedad parasitica de animales salvajes (e.g. mamiferos pequefios), transmitida por
especies silvestres de triatominos, sin que el hombre interviniera en el ciclo natural
(Guhl, et al., 2000; Monteiro, et al., 2001). Sin embargo, la domesticacion de animales
salvajes y la perturbacion del 4rea silvestre han favorecido la invasion, y la adaptacion
creciente de unas especies triatominas a las habitaciones de humanos. Esto ha resultado
en ciclos accidentales de transmisién domiciliar, teniendo los vectores acceso directo a
alimento abundante asi como también a proteccién de cambios climaticos y predadores.
Sin embargo, aln existen lugares donde la enfermedad sigue siendo una zoonosis (vid

figura 12) (Monteiro, et al., 2001).

El T cruzi se puede transmitir al hombre por diversas vias (vid cuadro 3), pero la
principal es la transmision por vectores, la cual se podria decir que inicia cuando la
chinche contrae la infeccién alimentdndose de un mamifero infectado. Cuando la
chinche triatomina se alimenta, puede defecar al mismo tiempo, evacuando los restos de
su comida de sangre anterior. Luego, los tripanosomas presentes en las deyecciones
pueden penctrar en las mucosas o cualquier herida o abrasién de la piel. La
multiplicacién local de los pardsitos en el punto de entrada precede la parasitemia
sanguinea v la proliferacién intracelular en varios tejidos, notablemente ¢l musculo
cardiaco, el musculo liso, el sistema nervioso autdonomo y los fagocitos mononucleares.

(Schofield, 1994)
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Cuadro 3
Estimacion de las tasas de transmision de 7rypanosoma cruzi (T, cruzi) al hombre
: expresadas en porcentajes de la incidencia total.
{Schofield, 1994)

Transmisidn por vectores >80 %
Transmision por transfusion de sangre 16 %
Transmision congénita 2%
Otras vias (oral, transplante de 6rganos, accidente de laboratorio) <1%

Existen varios factores que facilitan la transmision vectorial, tal como el ingreso de lefia a
la cocina, que esta cerca del dormitorio, dormir en el suelo, pegar las camas a la pared,
nido de ratones o de gallinas dentro de la casa, iluminacién solar minima, ventilacién
pobre, ubicacion de las camas en relacion a los vientos (ya que las chinches pueden ser
acarreadas por el viento), piso de tierra, construccion de bajereque para 7. dimidiaia y
techo de material vegetal para R. prolixus, presencia cercana de animales silvestres, entre

otros. (Monroy, et al., 1993)

G.  Tratamiento y control de la Enfermedad de Chagas

Actualmente atin no s¢ ha encontrado un tratamiento definitivo, ni un medicamento
eficaz para combatir la enfermedad de Chagas. Se ha observado que varios tipos de
compuestos sintéticos y antibidticos resultan activos contra las formas sanguineas de la
enfermedad en modelos animales. Algunos de los compuestos seleccionados se han
ensayado en humanos, donde se ha visto que tienen efectos saludables en la fase aguda,
aunque €stos resultados no son muy representativos, ya que en muchos individuos existe

una tendencia a mejorar naturalmente en la fase aguda. (Andrade, 1989; Goble, 1992).

Se utilizan diversas drogas como el Nifurtimox, el cual consiste en un derivado del
furiledeno-5-nitrofur. La dosis recomendada es de 8.5 a 12.5 mg/kg de peso durante 90 a

120 dias. Es eficaz en la fase aguda de la enfermedad. Causa algunos sintomas
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colaterales como nauseas, vomitos, pérdidas de peso, convulsiones, entre otros. (Goble,

1992)

El Benzonidazole es un derivado de 2- nitroinidazole, mas efectivo en la fase cronica. La
dosis recomendada es de 5 mg/kg de peso durante 35 dias. Se ha comprobado que el
mecanismo de accion contra 7. cruzi es inhibir la sintesis de proteinas y de 4cido

ribonucléico. (Goble, 1992)

El Alopurinol se encontraba en periodo de experimentacion en 1990; por lo que se
trataron con alopurinol a 51 pacientes con xenodiagnoOstico positivo, en una region
endémica de Chile, para conocer la eficacia de la droga en el tratamiento de la
enfermedad. En este caso Ia tolerancia fue excelente, sin efectos adversos, por lo que se

justifico su utilizacion como terapia en algunos casos. (Goble, 1992)

Sin embargo, estos tratamientos no son muy efectivos en una poblacion grande, por lo
que se debe recurrir a hacer mas estudios. A pesar de avances recientes, no se ha logrado
crear nuevas vacunas (Schofield, 1994). Esto aumenta el riesgo de que personas no
infectadas contraigan la enfermedad ya que, al haber mayor nimero de personas
infectadas, hay mayor probabilidad de que los triatominos se infecten; por lo que viene a
representar un problema grave de salud para América. No obstante, la eliminacion de la
poblacion de vectores domésticos por medio de la fumigacion, con insecticidas
residuales, de casas infestadas constituye una de las alternativas para controlar la

enfermedad. (Monteiro, ef al., 2001)

En el caso de Guatemala, hasta el presente afio, el Ministerio de Salud Publica apoyados
por la JICA, empezaron un programa de rociamiento para el control de vectores.
Lastimosamente no se habia hecho un intento formal para controlar los triatominos, ya
que la unica vez que se habia intentado fue en 1954, cuando Pefalver probo, en una
pequeiia poblacion, insecticidas para el control de dichos vectores. Cabe mencionar que

el programa de control de la malaria en Guatemala ayudo considerablemente a la
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reduccion de los vectores de Chagas en las areas en donde ambas enfermedades

coincidian. (Monroy, et al., 1995)

H.  Estudios de diversidad génica de Trypanosoma cruzi (1. cruziy en el lenguaje de
ADN

L. Analisis de esquizodemos de cepas de Tryparosoma cruzi (I. cruzi) por medio
de la amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de 1a
region variable del minicirculo.

Entre los estudios realizados de analisis de esquizodemos de cepas de 7. cruzi

se encuentra uno importante realizado por Avila, ef af. En dicho estudio se
utilizé el kDNA total aislado de 56 muestras de 7. cruzi (35 muestras de Brasil, 11 cepas
de laboratorio, dos muestras de Colombia, seis muestras de Venezuela y dos muestras de
Costa Rica) aislado de pacientes humanos, animales e insectos. El kDNA total fue
digerido con EcoRI y los patrones de restriccion fueron comparados en geles de gradiente
de acrilamida (5.5% a 10%), tefiidos con nitrato de plata. En base a los patrones de
restriccion obtenidos, se lograron agrupar 14 muestras de Brasil provenientes de humanos
en dos esquizodemos: o y P, mientras que las demas muestras no pudieron ser
clasificadas. Sin embargo, por examinacién cualitativa de los patrones de restriccién de
las 34 muestras no clasificadas, se pudo observar que estas caian en tres subgrupos. No
obstante, se requiere de un analisis més profundo para determinar si estos subgrupos son
validos. Al mismo tiempo, a las mismas 56 muestras se les hizo una analisis de
esquizodemos utilizando fragmentos de ADN de 330 pb, que representan las regiones
variables del ADN del minicirculo, las cuales fueron amplificadas por la técnica de PCR,
utilizando como templado el KDNA total e iniciadores localizados en los extremos de la
region conservada: el oligonucléotido degenerado P35: 5° AAA TAA TGT ACG
GG(T/G) GAG ATG CAT GA 3’ y el cebador P36: 57 GGG TTC GAT TGG GGT TGG
TGT 37 (vid figura 6 para localizacion de los iniciadores). El anilisis de esquizodemos se
hizo utilizando las enzimas de restriccion Rsal, Taql, y Hinfl. Los resultados obtenidos

con este analisis fueron consistentes con el analisis donde se utilizé el kDNA total, pero
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los patrones de restriccion de los fragmentos de 330 pb fueron mas informativos que el
kDNA. total, permitiendo construir esquizodemos adicionales, de manera que se
obtuvieron seis esquizodemos indicados como S1 a S6. El esquizodemo S1 correspondiod
al esquizodemo o obtenido con kDNA total v el esquizodemo S4 correspondio  al
esquizodemo . Por ultimo, dichos investigadores concluyeron que es importante
comparar los patrones de digestion obtenidos con varias enzimas de restriceion para

hacer deducciones firmes sobre la relacion de varias cepas o aislados de 7 cruzi. (Avila,

et al., 1990)

2. Analisis del ADN cinetoplasto (kDNA) utilizando la técnica de amplificacion
por la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) con iniciador especifico de
baja astringencia “low stringency specific primer PCR” (LS SP-PCR)

La técnica de PCR con iniciador especifico de baja astringencia, LSSP-PCR, se

puede utilizar para distinguir el ADN del parasito del ADN del huésped. Esta
técnica se basa en amplificar por PCR, con iniciadores especificos, el fragmento de ADN
de interes. El producto obtenido es purificado y sujeto a ofra reaccidén de PCR utilizando
ahora solo un iniciador especiﬁco. con condiciones de astringencia bajas. El iniciador se
hibridiza especificamente a su region complementaria y también se hibridiza no
especificamente a sitios maltiples dentro del fragmento, de una manera dependiente de
secuencia, produciendo varios grupos complejos de productos de reaccion. Estos
productos de reaccion pueden ser separados por electroforesis en acrilamida para generar
un patron de gene “gene signature”. En el estudio de la Enfermedad de Chagas, ésta
técnica se basa en el uso de iniciadores especificos (S35/536) para amplificar la region
variable del kDNA del parasito que proviene directamente de muestras de sangre o
biopsias y luego sondear la variacion de secuencias en el fragmento de ADN amplificado

especifico del parasito. (Macedo, ef al., 2002)

La técnica de LSSP-PCR ha sido exitosamente aplicada a la region variable de ADN de
~330 pb del KADN del minicirculo de 7. cruzi para producir un patrén de gene. Esto se
mostro en el estudio realizado por Macedo, et al (1996). En dicho estudio se disefio la

técnica de LSSP-PCR y se utilizd el oligonucledtido degenerado S35 como iniciador
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especifico, con condiciones de baja astringencia, para analizar distintas muestras. Las
muestras provenian de: tejidos de corazén de animales infectados aguda y cronicamente
con 1. cruzi, de muestras de parasitos cultivados, cepa CL y cepa Y y clones de Ia cepa
Y, y de muestras de tejido de corazéon humano, que tenia miocardiopatia chagasica
cronica. Los resultados obtenidos en dicho estudio demostraron que los marcadores
mitocondriales de ADN pueden ser utilizados para estudiar indirectamente la variabilidad
en el genoma nuclear, debido al desequilibrio de unién “linkage desequilibrium”
resultante de la estructura de poblacion clonal del parasito. Cuando la técnica de LSSP-
PCR se aplico a ratones infectados en el laboratorio reveld concordancia perfecta entre
los patrones de kDNA del tejido de corazon de dichos animales, infectados aguda e

infectados cronicamente, con el patron correspondiente de los parasitos cultivados.
(Macedo, ef al., 1996)

3. Estudios de infecciones mixtas en Triatoma infestans (T. infestans) de Bolivia.

En un estudio realizado por Bosseno, e al. (1996), sobre la distribucion amplia
de dos genotipos clonales en 7. infestans recolectados en Bolivia se mostro
una alta frecuencia de infecciones mixtas en dichos vectores. Esto se logré realizar
utilizando sondas de la cloneta 20 y cloneta 39, clonetas ampliamente distribuidas en
Boliva, para hibridizarlas con 186 muestras de heces amplificadas por PCR, que eran
positivas para T. infestans, provenientes de dos departmentos del pais. Los resultados
mostraron que habia infeccion mixta en las heces, de lo cual 74.2% era perteneciente a la
cloneta 20 y 63.4% era perteneciente a la cloneta 39. Estos resultados concordaron con
dos suposiciones:
i) De transmision independiente de las clonetas 20 y clonetas 39.
1) De la ausencia de seleccion en ciclos naturales de sobrevivencia.
Por ultimo, analisis estadisticos de la distribucion geografica de las clonetas 20 y 39
favorecieron la hipétesis que la frecuencia de las clonetas naturales de 7. cruzi son
diferentes entre localidades y que estas diferencias no son proporcionales a la distancia

que separa las localidades. (Bosseno, et al., 1996)







II1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A.  Hipotesis

Existe variabilidad génica en la regiéon hipervariable del ADN cinetoplasto del
minicirculo entre aislados de 7. cruzi en estadio epimastigote obtenidos de los
tnatominos 1. dimidiata y R. prolixus, recolectados en distintas areas endémicas de

Guatemala.

B.  Objetivo general

Determinar la variabilidad génica de 17 aislados de 7. cruzi obtenidos de
triatominos recolectados en distintas areas endémicas de Guatemala, entre ellas

Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa y Zacapa.

C.  Objetivos especificos:

1. Amplificar, y clonar la regién hipervariable del minicirculo del ADN total de
aislados de 7. cruzi, obtenidos de 7. dimidiata y R. prolixus, recolectados en

Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa y Zacapa.

2. Analizar por el método de RFLP’s la region hipervariable de]l ADN
cinetoplasto del minicirculo, amplificada y clonada, de 17 aislados de 7. cruzi

utilizando la enzima de restriccion Rsal.

d

Determinar la secuencia, automatizadamente, de dos clones de la region
hipervariable del ADN cinetoplasto del minicirculo de cada aislado de 7. cruzi

utilizando el secuenciador ABI PRISM 3,100.
57
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4. Determinar posibles sitios de restriccion para las enzimas Rsal, Taql, Hinfl,

Haelll, Alul, y Sau3Al de los clones de la regién hipervariable del ADN

cinetoplasto secuenciados utilizando el “software” DNAsis.

Determinar la variabilidad génica entre las regiones hipervariables clonadas del

minicirculo del ADN cinetoplasto entre:

o Cada aislado de 7. cruzi
e Aislados de 7. cruzi del mismo departamento
¢ Aislados de 7. cruzi de distintos departamentos

por medio de secuenciacion automatizada, utilizando el secuenciador ABI
¥
3100



IV. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos se realizaron en condiciones estériles.

A. Parasito e insectos.

17 aislados de T. cruzi, en estadio epimastigote, fueron uilizados para este estudio.
Estos aislados se obtuvieron de vectores triatominos, tal como Triatoma dimidiata y
Rhodnius prolixus, recolectados al azar en Guatemala, en cinco departamentos endémicos
con la enfermedad de Chagas, en el afio 2000; gracias al financiamienio por parte del
proyecto Chagas de TDR. Dichos departamentos son Zacapa, Jutiapa, Jalapa, Santa Rosa
y Chiquimula. La distribucién y localizacion de los aislados analizados se presentan en
las figuras 23 y 24, y en el cuadro 4. La obtencién de parasitos se hizo a partir de las
chinches que eran positivas para 7. cruzi, al extraer heces por puncién rectal. Estas
chinches fueron diseccionadas bajo la campana de flujo laminar, para mantener
condiciones estériles. La chinche fue empapada con etanol al 70%, para posteriormente
ser sccada al aire dentro de la campana. Con tijeras v estiletes estériles, se abrid el
abdomen en forma anterior-posterior sagital. ILos intestinos fueron removidos con
pinzas, teniendo la precaucion de no hacerles alguna rotura, y se colocaron en un tubo
eppendorf con 100uL de solucion salina de fosfatos amortiguadora “phosphate buffer
saline” (PBS) a pH 7.4 (a concentracion final de 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 7mM
Na;HPO,;7H;0, y 1.4 mM K;HPO,). La suspenciéon de intestinos fue homogenizada con
un pistilo estéril. Seguidamente, se agregd 1 ml. de PBS a pH 7.4 con penicilina y
estreptomicina a 3000 unidades/ml., dejandolo reposar a 4°C toda la noche. Al dia
siguiente, se inocularon 3 mL del medio Infusién de triptosa e higado “Liver Infusion
Tryptose” (LIT) y suero bovino fetal 10%, con 500 pul. del macerado. Este cultivo se
observd por un mes, una vez por semana (Pennington, 2001). Cuando el parasito en
dicho cultivo llego al estadio epimastigote, se extrajo una alicuota de 1 mL y se hizo
extraccidn total de ADN del parasito por medio del método fenol/cloroformo citado por

Ashall (1993). El ADN extraido se almacend a —20°C.
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Figura 23 _
Departamentos endémicos con la Enfermedad de Chagas en Guatemala
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Chiguimula

™ Jalapa



Figura 24
Distribucion de los aislados de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) analizados
en los departamentos endémicos de Guatemala
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Cuadro 4
Descripceion de los aislados de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) analizados
# ID* Departamento Localidad Municipio Especie
ajslado
4 22-012-8 Jutiapa Caserio Cerro de El Adelanto T. dimidiata
piedra
10 19-111-10 Zacapa San Miguel Huité T. dimidiata
12 19-131-24 Zacapa Cerrg grande Zacapa R. prolixus
13 19-132-5 Zacapa Cerro grande Zacapa R. prolixus
14 19-110-1 Zacapa El Guacamayo Cabafias T. dimidiata
18 20-095-16 Chiquimula San Juan Ermita Los Encuentros T. dimidiata
23 6-015-12 Sta. Rosa Ei pinito Cuilapa T. dimidiata
25 6-001-4 Sta. Rosa Bijaques Barberena T. dimidiata
27 6-024-9 Sta. Rosa San Juan de Arana Cuilapa T. dimidiata
30 6-060-8 Sta. Rosa Estanzuela San Rafael {as T. dimidiata
Flores
36 20-159-10 Chiquimula El Limon Quezaitepeque T. dimidiata
38 22-043-88 Jutiapa La Perla Yupiltepeque T. dimidiata
50 22-154-139 Jutiapa Morin El progreso T. dimidiata
59 21-045-12 Jalapa San Felipe San Luis T. dimidiata
Jilotepeque
66 21-067-22 Jalapa Ventanas San Manuel R. prolixus
Chaparron
68 21-104-7 Jalapa El Plash Monjas T. dimidiata
72 22-386-4 Jutiapa El Tablon San José T. dimidiata
Acatempa

* 1D = 1dentificacion dada en el laboratorio de Control de Chages del Centro de Estudios de Salud CDC-

MERTU, Guatemala,

B. Amplificacion por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de las secuencias
hipervariables del minicirculo.

Cada muestra de ADN total de T cruzi se diluyd a una concentracion tal que solo se
amplifico una banda de 330 pares de base (pb) después de realizar la reaccion en cadena
de 1a polimerasa con el oligonucledtido degenerado S35: 5’AAA TAA TGT ACG
GG(T/G) GAG ATG CAT GA 3’ y el cebador $36 5’GGG TTC GAT TGG GGT TGG
TGT 3’ especificos para la region hipervariable del minicirculo (El oligonucleotido
degenerado S35 y el cebador S36 descritos aqui son los mismos oligonucléotidos
degenerado y cebador, respectivamente, descritos por Avila, et. al. (1990) y mencionados
en los antecedentes). EI ADN del minicirculo, contenido dentro del ADN total, sirvid
como templado para la reacci6n en cadena de la polimerasa. Para este estudio se utilizo la

Tagq ADN polimerasa en solucion amortiguadora de almacenaje B [Promega (Madison,



WD)  Inicialmente se realizd un volumen de PCR de 15 ul. para optimizar la
concentracion de templado. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron: 0.04 ul de
ADN/pL de solucién final de PCR, Solucion amortiguadora de la Taq [a concentracién
final (c.f) de 10mM Tris-HC] pH 9, 50 mM KCI, 1.5 mM de MgCly, 0.1% tritén X-100,
Promega (Madison, WI)], deoxinucledtidos trifosfatos a una c.f de 0.8 mM, Tag ADN
polimerasa a c.f. de 0.04 wuL, y cada cebador: S35y S36 a una c.f. de 0.4pmol/uL. Las
reacciones se amplificaron por 30 ciclos, utilizando e! termociclador Icycler (Biorad).
Cada ciclo consistio en: 30 s de desnaturalizacion a 94°C, 30 s de hibridizacién a 64°C, y
50 s de elongacion a 72°C. A eso se le agregd un paso de desnaturalizacion inicial de 5
min a 94°C y un paso final de elongacion de 7 min a 72°C. Una alicuota de 5uL de cada
muestra fue corrida en gel de agarosa al 2 % por 1 hr, a 8.5 V/cm, para verificar que se
hubiera amplificado casi exclusivamente el fragmento de 330pb (ver figura 6). Una vez
optimizada la concentracion de cada muestra, se procedié a hacer la reaccion en un
volumen total de 100uL, para posterior purificacién con las columnas Microcén PCR
(Amicon) y resuspension del producto de PCR en 30uL de agua destilada. Tanto antes,
como después de purificar las muestras, se extrajo una alicuota de 5 1L para correrla en

agarosa al 2 %, por 1 hr., a 8.5V/cm.

C.  Preparacién de células electrocompetentes XI.1-Blue (Invitrogen),

(Nota: todo el procedimiento se hizo en hiclo y en condiciones estériles dentro de
una campana de flujo laminar). Se preparé un medio de cultivo sélido de Luria Bertani,
LB (DIFCO, M) que tenia tetraciclina a c.f de 12.5 ug/pl. Seguidamente, se hizo un
cultivo de células XL 1-Blue (Stratagene) en dicho medio, partiendo de células XL1Blue
comerciales congeladas. Para hacer el cultivo se descongeld un poco las colonias de
células XL.1-blue y se rasp6 con un asa estéril. Las colonias de células se di Spersaron por
todo el medio (placa de LB -+ tetraciclina) tratando de aislarlas. La placa cultivada se dejo
reposar por aproximadamente 10 min y posteriormente se incubé a 37°C, toda la noche,
para que crecieran dichas células. Una vez ya crecidas las colonias de células, se

prepararon 30 mL de caldo LB en un erlenmeyer aireado de 250 mL, y dos erlenmeyers
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aireados de 1L, conteniendo cada uno 250 mL de caldo LB, Estos fueron pasados por
autoclave por 15 min. Cada caldo se dejo enfriar a temperatura ambiente (25°C
aproximadamente) y se le agrego tetraciclina a ¢.f de 12.5pg/ul.. Del erlenmeyer que
contenia 30 mL de caldo se extrajo una alicuota de 5 mL vy se trasvaso a un tubo conico
de polipropileno estéril de 15 mL (el cual constituyo el blanco), La alicuota de 25 mL de
caldo LB (que fue el precultivo) fue inoculada con una colonia de células XI.1-Blue,
obtenida de la placa de células previamente cultivada. Este precultivo liquido se dejo
incubando toda la noche, a 37°C, con agitacion constante a 225 revoluciones por minuto
(rpm). Los erlenmeyers que contenian cada uno, 250 mL de caldo mas tetraciclina se

guardaron a temperatura ambiente (Invitrogen, 2000).

Al dia siguiente, se inoculo cada uno de los 250 mL de caldo con 12.5 mL del precultivo
y se colocaron a 37°C, con agitacion constante a 225 rpm. Las células se dejaron crecer
hasta una densidad optica de 0.5-0.6, a 550 nm (ODssq 0.5-0.6) cuando las células estaban
en la fase media logaritmica. Los cultivos de células fueron transferidos a un frasco de la
maquina centrifugdora de 600 mL (previamente enfriado) y se dejo el cultivo (500 mL)
en hielo, por 30 min. Después, se centrifugd a 3500 rpm (aproximadamente 4000 x g),
por 15 min, a 0°C (la méaquina centrifugadora utilizada, Sorvall® RT7, era de baja
velocidad y fue previamente enfriada). Se decant6 el sobrenadante en un erlenmeyer para
posterior desecho, y el precipitado, que estaba en ef frasco de la maquina centrifugadora,
se coloco en hielo. Se le agrego una alicuota de 100 mL de agua destilada estéril al
precipitado y se mezcld bien para resuspenderlo. Se continud agregando las mismas
porciones de agua destilada hasta llegar a un volumen de 500 mL (Nota: siempre se
mantuvo el frasco de la maquina centrifugadora en hielo). Se centrifugd a 3500 rpm, a
0°C, por 15 min. El rotor se mantuvo frio entre cada centrifugada. Se decanto el agua y
se resuspendio el precipitado en 250 mL de agua destilada fria, autoclaveada. Se volvio a
centrifugar a 3500 rpm, a 0°C, por 15 min. El frasco de la maquina centrifugadora se
removié gentilmente y se decantd el agua. El frasco con el precipitado (células) se
coloco en hielo y se resuspendieron dichas células en un volumen total de 20 mL de 10%
glicerol frio y autoclaveado. Con una pipeta de 25 mL, pre-enfriada v estéril, las células

resuspendidas fueron transferidas a un tubo conico de polipropileno, preenfriado, de 50



63

mL. Dicho tubo se centrifugé a 5800 rpm, a 0°C, por 15 min. Se decanté el glicerol y se
coloco el tubo inmediatamente en hielo. El precipitado fue resuspendido en 1 mL de
10% glicerol estéril y se agité en una maquina de agitacion “Vortex” (Fishcer) a la
velocidad maxima. FEl volumen final fue aproximadamente 2 mL. Siempre se mantuvo
el tubo en hielo. Por ultimo, se hicieron pequefias porciones de 80uL de células, en cada
tubo eppendorf de 1.5 mL previamente enfriado. Para conservar las células XL1-Blue
electrocompetentes, se congelaron rapidamente “Flash freeze” en una piscina de etanol
absoluto a —80°C y se dejaron guardadas, a esa temperatura, en cajas criogénicas.
Aproximadamente, se obtuvieron 18 viales por 500 mL de cultivo de células (Invitrogen,
2000). La eficiencia de transformacion esperada de las células electrocompetentes,
obtenidas por este método, fue de 1x10° cfu/pug ADN (cfu significa unidades de colonias
formadoras). Sin embargo la eficiencia de transformacion obtenida en estas células fue
de 1 x 10° debido a un error de calibracién en la incubadora (temperatura mas baja y

velocidad de agitacion menor) utilizada.

D.  Clonacion del fragmento de 330 pb de la regién hipervariable del minicirculo,

Una vez purificada cada muestra se procedié a estimar su concentracion en una gel
de agarosa al 2% (p/v) utilizando como parametros de cantidad de ADN los marcadores
moleculares de 100pb [Promega (Madison, WI)] y de 1 kb (Gibco BRL). Con base en la
concentracion, se calculd el volumen del producto de PCR a agregar de cada muestra
para ligarla al vector pPGEMT-Easy [A1360, Promega (Madison, WI)] & una razon molar
de inserto:vector de 3:1, con un volumen final de 10uL.. Las condiciones de reaccién de
ligacion fueron: solucion amortiguadora de ligacion rapida de T4 ADN ligasa a ¢.f. de 1X
[Promega (Madison, WI)], vector pGEMT-Easy [Promega (Madison, WD] a cf de
Sng/pL, volumen de producto de PCR necesario para obtener una razén de inserto:vector
3:1, ADN T4 ligasa a c.f de 0.3 unidades Weiss/ul. de reaccion, volumen de agua
destilada estéril necesario para aforar al volumen final de la reaccion. Todas las
reacciones fueron mezcladas por succion y expulsién de un volumen con micropipetas.

Se corrid un control de fondo y un control positivo por cada lote de vector pGEMT-Easy
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comercial utilizado. La ligacion se dejé toda la noche a 4 °C y se inactivd a 70°C por 10
min. A esta reaccion se le agregd 10 pL de agua y se precipitd con acetato de sodio
3M/etanol absoluto. Una vez limpio el producto de ligacidn, se transformaron las células
electrocompetentes, XL1-Blue, con dicho producto. Todo el procedimiento de
transformacion se llevd a cabo en frio (bandeja con hielo) y se hizo de la siguiente
manera: en una cubeta “cuvette” de 0.2 cm (Biorad), previamente fria, se coloco 1pl del
producto ligado y 40 ul. de células competentes. Se homegeneizd la muestra y se
electropord, en el electroporador Gene Pulser II, en conjunto con el Pulse Controler Plus
(Biorad), con las sigujentes condiciones: se usé el capacitor de baja capacidad de 25 uF, a
2.5 kV y 200 ohms (en el rango bajo). Después de la transformacion, las células
electroporadas fueron colocadas en 1mL de medio isotonico, SOC, para posterior
incubacion a 37°C, por | hr., a 225 rpm. Al terminar la incubacién se plaquearon 50pL
de las muestras en medio de cultivo LB que contenfa: tetraciclina a ¢.£ de 12.5 pg/plL,
carbenicilina o ampicilina a c¢.f de 100 pg/mL, 0.8 mg de isoprdpil—l-tio—B-D-
galactosidasa, IPTG, y 0.8 mg X-gal. Las placas se dejaron incubando, a 37°C, toda la

noche y el stock de células transformadas se guardé a 4°C por una noche.

E.  Almacenamiento de células transformadas.

Una vez observado que la cantidad de células transformadas en cada placa era
adecuada, se procedié a guardar a largo plazo, ¢l conjunto de células transformadas,
seglin el protocolo de Hanahan: la transformacion fue diluida 1:1 con 40% glicerol/ 60%
medio SOB, previamente frio, y fue congelada rapidamente en un bafio de etanol a —

80°C, almacenandola por tiempo indefinido (Hanahan, et al., 1983).

F.  Conteo y seleccion de colonias

Se hizo conteo de las colonias crecidas en las placas. Se obtuvo el porcentaje de

colonias azules, blancas y celestes. De estas colonias se seleccionaron 15 al azar, que
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eran blancas o celestes; no se escogieron azules debido a que estas no comtenian el
inserto, y con un palillo de dientes se hizo una copia de la colonia de células en otra placa
de LB con tetraciclina, carbenicilina o ampicilina, PTG y X-gal. Estas placas se
incubaron, a 37°C, toda la noche para crecirhiento bacteriano. Paralelamente, con el
mismo palillo, de cada colonia se volvié a plaquear en medio solido de LB con 25%
glicerol, y carbenicilina o ampicilina, y fueron incubadas a 37°C toda la noche. Estos
medios fueron congelados a —20°C para mantenetlos a largo plazo (hasta un afio). Las

placas sin glicerol fueron guardadas a 4°C.

G. Lisados de clones para amplificacién por medio de la reaccién en cadena de 1a
polimerasa (PCR)

Después de 1a incubacion de las placas de seleccién de colonias, se procedié a hacer
un lisado de las colonias clonadas seleccionadas. Para ello, las placas de scleccién,
almacenadas a 4 °C, se dejaron a temperatura ambiente por 15 min. Luego, con un
palillo de dientes estéril se escogié un conjunto de colonias de cada clon y se resuspendié
en 50 pL. de una solucion Tris-EDTA, TE, pH 8.0 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA). Las
colonias de bacterias de cada clon fueron lisadas con calor (se hirvieron por 15 min) y
luego se almacenaron a —20°C, en un congelador sin escarcha. De cada lisado se usé 1 ne

para hacer PCR.

H. Disefio de 6ligos para tamizaje.

Como se habia mencionado anteriormente, se utiliz6 el vector pGEMT-Easy
[Promega (Madison, WI)] como vehiculo para transportar el fragmento de ADN de 330
pb dentro de las células huésped XI-1Blue, para ser clonado dentro de las mismas
células. Para verificar si se habia insertado el fragmento de ADN deseado, se disefié, en
este estudio, una pargja de 6ligos o cebadores para tamizaje de manera tal que facilitaran
el analisis por RFLP de la region hipervariable del minicirculo amplificada, clonada y

secuenciada de los aislados de 7. cruzi.




68

El disefio de estos oligos se basé en los siguientes requisitos:

i) Que fueran especificos (localizados solamente una vez en el vector) y que no se
hibridizaran con el inserto.

i) Que fueran Equidistantes hacia el inserto, para eliminar la variable de la otientacion
del mismo.

iii) Que permitieran tener un control interno de digestion con la enzima Rsal; ya que el
dligo degenerado S35, localizado en el fragmento de 330 pb, cuenta con un sitio de
restriccién para dicha enzima, dando como resultado un fragmento constante de
143pb.

iv) Que los fragmentos generados por RFLP tuvieran un tamafio mayor de 100 pb.

Para una mejor visualizacion de la localizacion de dichos Sligos vid figura 25. Los éligos

disefiados fueron: el “M13Forward.1” (M13F.1): 5° GGT AAC GCC AGG GTTTT 3’ y

el “M13Reverse” universal (M13R): 5° CAG GAA ACA GCT ATG AC3’.

Figura 25
Diagrama de localizacién de oligos “M13Forward.1” (M13F.1)
v “M13Reverse” universal (M13R)
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. Tamizaje de clones con los 6ligos “M13 Forward.1” (M13F.1) y “M13 Reverse”
universal (M13R).

Con la pareja de oligos disefiados en este estudio se tamizaron, por medio de la
técnica de PCR, cinco clones al azar de cada aislado. Como se habia menciondado
anteriormente los oligos M13F.1 y M13R se encuentran a los lados del inserto y
amplifican un fragmento total de 596 pb, que incluye una parte del vector y el inserto
(véase figura 24). El volumen de la reaccién de PCR para tamizaje fue de 30ul., vy se
utilizé la Tag ADN polimerasa en solucién amortiguadora de almacenaje B [Promega
(Madison, WI)]. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: 0.03ul. ADN clon
lisado/ul. de volumen final de la reaccién de PCR, solucidn amortiguadora de la Taq [a
cf. de 10mM Tris-HCl pH 9, 50 mM KC1, 1.5 mM de MgCly, 0.1% tritén X-100,
Promega (Madison, WI)], deoxinucledtidos a c.f de 0.1mM, Taq ADN polimerasa a ¢.f,
de 0.04 wul, y cada cebador, M13F.1 y M13R, a una c.f de 0.4pmol/ul.. Las reacciones
se amplificaron por 35 ciclos, utilizando el termociclador Ieycler (Biorad). Cada ciclo
consistid en: 30 s de desnaturalizacion a 94°C, 30 s de hibridizacion a 45°C, y 1 min 30 s
de elongacion a 72°C. A eso se le agreg6 un paso de desnaturalizacion inicial de 5 min a
94°C y un paso final de elongacién de 7 min a 72°C. Un volumen de SuL de cada
muestra se corrio en gel de agarosa al 2% por 1 hr, a 8.5 V/cm, para verificar la
presencia del fragmento deseado (596 pb aproximadamente). Una vez obtenido el clon
deseado, se procedi¢ a hacer el analisis por RFLP y la secuenciacion de dicho fragmento

amplificado con los 6ligos MI3F.1 y M13R.,

J. Analisis por el polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP)
con la enzima de restriccion RSA I (Promega (Madison, WI)).

Los clones seleccionados fueron digeridos toda la noche con la enzima de
restriccion RSA T [Promega (Madison, WI)]. El volumen final de la reaccion de
digestion fue de 20uL y las condiciones de reaccion fueron las siguientes: Solucidn
amortiguadora C [a c.f de 10mM Tris-HCI pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1mM
DTT, Promega (Madison, WI)], 0.5 pl. de ADN, amplificado con los cebadores
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equidistantes, por L de volumen final de reaccién, Rsal a ¢.f de 0.1 u/pL vy agua para
ajustar al volumen final Paralelamente, se corrid un control negativo, que consistio en
agregar lo mismo que la digestién sélo que sin enzima de restriccion. Todas las
reacciones de digestién se dejaron incubando a 37°C toda la noche. Posterior a la
digestién, se corrieron las muestras en geles de poliacrilamida “polyacrilamide gel
clectrophoresis” (PAGE) de concentracion constante de mondmero de 8% y una razon de
acrilamida:bis de 29:1. Las geles se corrieron en la cimara electroforética Miniprotean 1T
cell (Biorad) a 4°C, por 1 hora 40 min, a 15 mA constantes, utilizando como fuente de
poder la EC-600 (Aparatus Corporation). La solucién amortiguadora de corrida fue 0.5X
Tris borato acido etiléndiaminotetracético (TBE). Las geles se tifieron con plata, con
base en el protocolo descrito por Black, ef al. (1997). En cada pozo se monté 3 puL de
muestra digerida, 2 pL de agua destilada estéril y 1 pL. de 6X solucion amortiguadora de
montaje “6x Loading solucidn amortiguadora dye” [Promega (Madison, WI)]. Los
marcadores o éstandares de masa molecular utilizados fueron el de 100 pb y el de 25 pb
[ambos de Promega (Madison, WI)]. La cantidad agregada de ambos estandares, en cada
pozo, fue optimizada para todas las electroforesis realizadas en geles de acrilamida. En
un extremo de la gel se agregd el marcador de 25 pb (1.5puL de marcador de 25 pb, 4.5uL
de agua destilada estéril y 1pL de solucion amortiguadora de montaje 6X), y en el otro
extremo de la gel se agregd el conjunto de marcadores de 100pb + 25 pb (1.5uL de
marcador de 25 pb, 1pl de marcador de 100 pb, 3.5uL de agua y 1pL de solucidn
amortiguadora de montaje 6X). Por dltimo, el analisis de esquizodemos se¢ hizo
cualitativamente, observando los patrones de restriccion con la enzima Rsal en las geles
de acrilamida corridas. Paralelamente, se hizo una busqueda de posibles sitios de
restriccion con las enzimas Tagl, Hinfl, Haelll, Sau3Al, y Alul, de los clones
secuenciados utilizando el software DNAsis (Hitachi Software Engineering Co. Ltd and

Molecular Biology Insights, Inc of Cascade, Colorado).
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K. Determinacién de la secuencia de los fragmentos de ADN amplificados con los
oligos “M13 Forward.1” (MI3F.1) y “M13 Reverse” universal (M13R).

Una vez identificados los clones deseados, se escogicron dos de cada aislado para
determinar su secuencia. Para ello se amplifico el fragmento de 596 pb, por medio de la
reaccion de PCR, con los cebadores MI3F.1 y MI3R, como se habia mencionado
anteriormente, pero ahora con un volumen final de 20uL y utilizando 0.05uL ADN clon
lisado/uL. de volumen final de la reaccion de PCR.  Un volumen de 5uL del producto
final de PCR de cada clon se corrié en gel de agarosa al 2 %, por 1 hr., a 8.5 Viem para
verificar la presencia del fragmento deseado (596 pb aproximadamente) v la ausencia de
fragmentos no deseados. Los productos de PCR que contenian solo el fragmento de 596
pb fueron purificados con las columnas Microcon PCR {Amicon), resuspendiendo el
producto final en 15uL de TE 0.01M pH7.4. Del producto de PCR purificado, de cada
clon, se hizo una dilucién 1:10 en TE 0.01M pH7.4, con un volumen final de 10uL. Una
vez hechas las diluciones, se realizaron dos reacciones de secuenciacion, por producto de
PCR de cada clon purificado, una con el oligo MI3F.1 y otra con el oligo MI3R. El
volumen final de cada reaccion de secuenciacién fue de 20pL. Las condiciones de la
reaccion de secuenciacion fueron las siguientes: 0.1 uL del kit “Big Dye Terminator
Ready Reaction Mix” (Perkin Elmer, Biosystems) por pul. de reaccion, solucién
amortiguadora de secuenciacion (a c¢.f de 3mM de MgCl, y 120mM Tris pH9.0), el
cebador a una c.f. de 0.5pmol/uL reaccién, producto de PCR puriﬁpado auna cf de 1.5
ng/ul, y el volumen de agua ultra pura necesario para aforar al volumen final de
reaccion. Las reacciones se amplificaron por 25 ciclos, utilizando el termociclador 9600
(Perkin Elmer). Cada ciclo consistid en: 10 s. de desnaturalizacion a 96°C, 5 s de
hibridizacion a 50°C y 4 min de elongacién a 60°C. Por ultimo, se le agrego un paso
final de enfriamiento a 4°C por 10 min (tomando como precaucién que a las reacciones
de secuenciacion no les diera luz). Una vez terminadas las reacciones de secuenciacion,
éstas fueron purificadas con las columnas CentriSeps [Princeton Separations (Adelphia,
NJ)]. Los productos purificados de la reaccién de secuenciacién fueron secados al vacio,
sin aplicar calor y, una vez completamente secos, se resuspendieron en 20pL de Hi-Di

,formamida (ABI Prism). Un volumen de I5uL, de cada una de las resuspensiones,




72

~

fueron colocadas en placas de sécuenciacién de 96 pozos (Micro Amp Optical Applied
Biosystems (Foster Citv, Ca) y cubiertas con tapaderas de secuenciacion (Septa Strip 96
Well tray (PE Biosystems)). Una vez cerrada la placa se realizo un paso previo de
desnaturalizacion de las reacciones de secuenciacion a 95°C por 3 min y luego se
colocaron inmediatamente en hielo, por 2 min, para luego ser leidas por el secuenciador

automético ABI prism 3,100 “automatic sequencer ABI 3,1007.

Las secuencias obtenidas de los clones fueron analizadas con el “Sequencing Analysis

Software™ V. 3.7 y “Factura software” (ABI PRISM 3100) para determinar la

secuencia consenso entre los cebadores “forward” y “reverse”. El “sofiware” DN Asis

(Hitachi Software Engineering Co. Ltd and Molecular Biology Insights, Inc of Cascade,

Colorado) fue utilizado para: |

1) Hacer alineaciones multiples de secuencias, en base al método de alineacion de
secuencia progresivo descrito por Higgins-Sharpe.

i1) Realizar un andlisis de similitud, entre secuencias de ADN de los clones
seleccionados, utilizando el algoritmo de Lipman-Pearson.

iil) Determinar el porcentaje de bases en las secuencias de los clones seleccionados.

iv) Encontrar cuadros de lectura abiertos en las secuencias analizadas.

Los parametros utilizados para cada una de estas dltimas cuatro aplicaciones se describen

en la seccion de resultados.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y desarrollo de la
metodologia para la clonacién de la region hipervariable del minicirculo del ADN
total, de aislados de Trypanosoma cruzi (. cruzi)

Inicialmente, en las condiciones en que fueron corridas las reacciones de PCR, con
el par de iniciadores S35 y S36, ademas del fragmento de 330 pb se amplificaba un
fragmento de ADN de 780 pb, el cual incluia dos regiones hipervariables del minicirculo
y una region conservada (vid figura 7 y figura 26). Por lo tanto se recurrio a diluir el
templado de ADN total extraido de 7. cruzi, hasta que en las geles de agarosa al 2% no se
observara el fragmento de 780 pb, sino que sélo el de 330 pb (vid figura 27). Esto fue
satistactorio para cada aislado analizado, ya que la pareja de iniciadores amplifico en
mayor escala el fragmento de 330 pb perteneciente a la region hipervariable del

minicirculo.

Al mismo tiempo, dos muestras catalogadas inicialmente, por medio de la técnica de
microscopia de luz, como 7. cruzi fueron amplificadas con la pareja de oligos S35 y S36
Y se encontrd que eran muestras de Irypanosoma rangeli (I' rangeli), dado que la banda
esperada de la region hipervariable del minicirculo era de aproximadamente 400 pb, que
es lo esperade para dicho pardsito (vid figura 26). Esto demuestra que la region
conservada del minicirculo se mantiene entre aislados de distintas especies de
Irypanosomas, y entre distintos aislados de 7. cruzi sin importar su origen geografico, mi
el hospedero de donde provegan. Esto se puede corroborar con base en estudios
anteriores donde se utilizan otros aislados y cepas de distintos paises como Brasil,

Venezuela, y Costa Rica, entre otros (e.g. Avila, et al., 1990)
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Estudios preliminares de digestion, con la enzima de restriccion Rsal, de productos de
PCR no clonados mostraron patrones de restriccion complejos de analizar. Se observo
que fragmentos de restriccion menores de 100 pb eran muy dificiles, si no es que no se
podian visualizar en distintos tipos de geles. Se trato de utilizar agarosa al 2% tefida con
bromuro de etidio, acrilamida en gradiente del 5-15%, acrilamida con monémero
constante del 10% y acrilamida con mondémero constante del 8%, tefiidas con plata para
poder visualizar los fragmentos pequefios (<100 pb). Sin embargo, no fue satistactorio el

resultado.

Otros estudios preliminares de digestion de productos de PCR no clonados, solo que
ahora utilizando las enzimas de restriccién Taql, Hinfl, Sau3Al, Haelll, EcoRV [donde
las tres primeras enzimas eran de Promega, (Madison, WI), y las restantes eran de
Boehringer Mannheim], mosiraron que algunas de las regiones hipervariables del
minicirculo no contenian dichos sitios de restriccion. Ademéas se encontré que el
oligonucledtido S36 contenia un sitio de restriccion para la la enzima Tagl, produciendo

fragmentos de 6 pb, que no fueron posibles de visualizar (resultados no mostrados).

A partir de estas pruebas, se decidi6 clonar los fragmentos de 330 pb, ya que representan
una ventaja para el analisis de secuencia y RFLP. Una vez amplificada y purificada la
region hipervariable del minicirculo del ADN total de aislados de 7. cruzi, se cloné en el
vector pGEMT-Easy, utilizando para la transformacion células electrocompetentes XL 1-
Blue. Con esta metodologia de clonacion se asegura el estudio del fragmento deseado, sin
contaminacion alguna y permite visualizar mejor los fragmentos de restriccién en geles

de poliacrilamida, tefiidas con plata.

Para escoger las enzimas de restriccion que digirieran el producto de PCR clonado se

tomaron en consideracion los siguientes requisitos:

i) Que no cortaran el vector: ya que iba a ser muy dificil determinar si los fragmentos de
restriccion visualizados se debian al ADN insertado o al vector.

1i) Que cortaran el ADN insertado.
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De todas las enzimas mencionadas arriba sélo la Rsal, cumplio con dichos requisitos,

razon por la cual tnicamente se utilizé esta enzima.

Durante el tamizaje de los clones se obtuvo el producto especifico esperado de 596 pb
amplificado con la pareja de oligos M13F.1 y M13R disefiados en el laboratorio (vid
figura 28). Este disefio de 6ligos present6 la ventaja de que era innecesario determinar la
orientacion del inserto en el vector, a menos que se requiriera, ya que los iniciadores son

equidistantes a dicho inserto.

Figura 28
Amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del fragmento de 596 pb
con los cebadores “M13Forward.1” (M13F.1) y “M13Reverse” (M13R)
de los clones seleccionados

200 pb

El pozo MM es el estdndar molecular de 100 pb. A continuacién se nwestran la banda de 596 pb para los
clones del aislado 23 Pozo 1) clon 32, 2) clon 33, 3) clon 35, 4) clon 36, 5) clon 49, 6) control negativo.

Los productos fueron separados en una gel de agarosa al 2%. por | hr.. a 8.5V/cm ¥y tefiida con bromuro de
etidio
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B. Secuencias de la regiones hipervariables clonadas del minicirculo del ADN

cinetoplasto (kDNA) de algunos de los clones obtenidos de los aislados de
Trypanosoma cruzi (T cruzi)

A continuacién se muestran las regiones hipervariables clonadas del minicirculo del
kDNA de los clones secuenciados con el secuenciador automatico ABI 3100 y analizadas
con el “software” DNAsis (Hitachi). (Nota: Estas secuencias también se encuentran
publicadas en GenBank™ con los siguientes numeros de acceso: AY 169974 -
AY170007). El cédigo dado es el siguiente:

» aislado-clon-vector departamento. Por ejemplo:

aislado: 12
clon: 10

Se escribe de la siguiente forma: 12-10Rza.

Vector de donde se obtuvo: Rhodnius prolixus
Departamento donde se recolecto el vector: Zacaca

Todas las secuencias estan escritas en orientacion 5° - 37, No incluyen los cebadores S35
ni 836, ni los cebadores M13F.1 ni M13R.

Jutiapa = jut
Zacapa=za

Santa Rosa =ro
Chiquimula = ch = chi
Jalapa = ja

D = T dimidiata

R = R. prolixus

4-5Djut (280 pb)

5!

AATATAGTAC CTGTGGTGGET
GATAGTTGTG TAGGCTTAGA
AGAAGGTGAA AGTGGTTGAT
TGTATAGTAT ATATTTGATC
TTTTGTTTTG GGAGGGGCGET

4-6Djut (281 pb)

5’

AATATAGCAT GGGATTTGGG
ATGTTGTTAG ATCGTTTATG
TGTTGTATGT AGTTCTGTTA
GTTGATAGGT GGTGATAAGT
ACTTGGTTTT GGGAGGGGECE

GAGCTGTGTG
TTGTATTGTT
ACATTTTAAT
TGGETAGTTCT
TCAAATTTGG

ATTATGGETTT
TTCTAGTGGT
TGTAGTATAA
TGCTGTAAGT
TTCAACTTTT

TAATGGTAGA
ATGAATGTAT
TGTTTATGTT
TGGETARAATG
GGGCCGAMAAAT

TGATTTGGTA
AGGAGTGTGT
TATATTATTG
TGTAAAAATA
GGGGCCAGAA

TGGTATTGTT
GTTAAACTGA
GATGATTATT
TGGTCACGGA

ATGTGTGAAT
AGTGAAGATT
AGCAATGGTA
GGGTTGGAAA
T

ACAGTAGATT
AACATGAGTT
TAGTTGTATA
GAAATARGAR
3!

GATAGTAGTG
TGTTATTTGT
GGAGGTTGAT
TTATCTGGAA
3!



13-15Rza (285 pb)

5’

14-3Dza (282 pb)

5’

BATATAGATA
GGTATGTGAC
ATTTGATTCT
GGTAGGTATA
CCAACTTGTC

ARATATAGGGG
TGATTGCGTA
TTTATTTGTT
AGCGTTTCAAT
ATTTTGATTT

TTGGTTATCA
CGAAGTAAGT
TAGTTATGAT
TGCTATGTGG
TTTTGGGAGG

TTGCTGCAGGT
CATGATTGAA
GTTGAGTAAG
TGTTTTGTGET
TGGGAGGGGC

14-7Dza (282 pb)

5!

AATATAGAGG ATGGGTAGGA
GTTATAGAGT GTGGCAGACT
ATTAATTTAGC TGTATATCTG
GGGTTAGTCA CTAGTAAMAG
ARTTTGATTT TCGGAGGGGC

18-1Dchi (277 pb)

5!

AATATAGCGG TTCTACTTGG
TCTAAGGTAT GTATGATTAG
TTICTTTGTT TATGTTAGTA
TTAAAGGTTT AACGCTGGCTG
GGTTTTGGGA GGGGCGTTCA

18-4Dchi (280 pb)

5.’

AATATAGGTT CGGGTGCTTA
CGTATAGTTA TGATTAGTTT
TTAGTGGTAT GTTCTTATTG
GATATTCTTG TTGTATTCTT
CCGETTTTTG GGAGGGGCGT

23-32Dre (276 pb)

5’

AATATAGGCT AAGTCTTATT
GAAATCGAGTT GATTAGTAGA
TTGAATGTAT TAAGTATATA
TATATTCTGA ATTGTTGATA
ATTTTGGGAG GGGCGTTCAA

GATGATTAAT
TGTAGAAGAG
ATCTTTATAA
TTAAGGTGGT
GGCGTTCAAR

GATCGTTAATT
TACGATAGAT
AATATGTTAT
TTGCTAGATA
GTTCAACTTT

TTTGGATTAG
CTTGTATACT
TTATATCATA
TTTGGTTITCG
GTTCAAATTT

ATTGGAATTA
ATAGTGTGCT
GATCATTGTT
TTGTGGATAC
AATTTGGGGC

GGGTTAGGGG
ATATAAGTGT
ATTCTTGAGT
AAAACTGTGT
TCAAATTTCA

TCTGAATTTG
GTTTGTTTGG
TGTTTGTAAG
ATTTGTTATA
ATTTGGACCT

TTTTATTTTG
AGCTAGAGGT
ATTTGTTATG
TATAGGTTAT
TTTGGGGLGE

TTGGATAGTT
GGGGGTATGT
AATGTGTTGG
ACGCTAATTTG
CAGGGCCCAA

TATTAGATTA
ATTGTTTGTG
CTTACGATAT
GCTTAAAATA
GGGACCCGAT

ATGCTTGCTGA
GTGAAAGAAT
ATACTTTTAG
TTATGGGTTA
CGGAATT

TAGTAACAGA
GTATTCTTTG
GAAGATGGAA
AAATAAGTGG
GGGCCTAAAT

TGGTATTGTG
TAGGATTTGT
AGGGTATGAT
ATAGGTAGGT
GCAAMA

AGTTATGAAG
GTAGATTACA
GTAGTTATTG
ATTTTGATTT
AAAAT

ATTGATTGGG
GATAGTTAGT
CTACATAARAR,
TACAGCTARA
TT

TTAATTTTGA
TGCAGTTGAA
TTATTTGATT
GGGTATGGAA
TT

TTTAGTATTG
AGTGAAGAGA
TTATAATATA
TAAATTTTTC

ATTTATTATT
TATGGTTGAA
ATTTTGTTAT
CTACGGAARA

TATTTAT GAA
TTTATGTACG
ATACGTATGG
CAGAAATTCG
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TATTTGCTGT
TTGTTACTGT
TGTTGEGGAT
GGAAATTTCT

3’

TATATTGATT
TTGATATTCT
CGGTTACTGT
AXAATTCAGAA
3!

TTGAGTACAT
TAGTCGAATAC
ATATAGGTTT
TTTTCGAGGA
3!

TGTTATGARAG
GTGAGTAGAG
ATATGAGGGG
GGGAAAGTCT
3!

GTGAGTAGAT
GTGAATATGT
GGATAAGAAT
TTCGGAALAT

3’

TCTTAGTAAC
TTGCATTAGAT
TATAGCTGGT
GTAAACTTTG
3’



23-36Dro (274 pb)

5’

AATATACAGT GTGGTATAGA
TAATGTTGTG ATATACTGTG
ATTCTGTTAT AGTTTGTTTT
TAAGGTAGTA TAGGCTTTATT
TTTGGGAGGG GCGTTCAAAT

25-12Dro (277 pb)

5’

ARTATACGTAT TGGTAcCTACC
TGTAATGTTA GAGGTATCAA
TATGTATTAT GTITATTGATT
GTARGGTAGT GGTTTAGGTT
TGATTTGGGA GGGGCGTTCA

27-26Dro (276 rhk)

5’

ARTATAGGAR TTCTTATGGET
TTAGAGATGA GGTTAGTGGT
TTGATAGATA ACTACGTTAR
GTTTGTAGTA GGTTGCTTCC
GTTTTGGGAG GGGCGTTCAA

27-27Dro (2B6 pb)

5'

ARCTATARGC
TGACATGTGT

TGGATGGTAT
TATGTACAAG

TGITTTAGTT
GTTGTGGATT
TGATTICTTG

TGTTATGTTT
GGTTAAGGTG
GTTTTGGGAG

30-24Dro (282 pb)

5’

AACTATAGCA TACTAGGCTT
GATAGGATAC AGCAGAGGAG
TGAAGAGTAT ATATGTTATA
GTGTGGTGTG GTAGTATTTG
ATTTTGGTTT TGGGAGGGGT

30-25Dro (268 pb)

5I

AATATAGGAA GTTTAAAGCT
GATTCTCAGT GAACTTATARA
TTTGATTTAT TCTGATTTAT
TGGTTGTGGG TTTGTAACAT
AGGGGCGTTC AAATTTGGGG

TGAGTGTGAG
GTGATLAGAR
GITGCTACTG
TTTGGTACGC
TTGGGGCCGC

TGAGTATTGT
CGGTGAAMNG
TGTGTTATTA
GCTTGAGTAG
ARTTTGGCAC

GTGTTTATTT
GAGTAGTAGA
ATGTTATAAT
GTTTGITTATA
CTTTTGGGTC

TGTTACTTTT
cTTTGAATTC
GAATGTATGT
AGATTCTTGG
GGGCGTTCAG

GTGTATTAAT
TATGITTTAA
GTTTATGTTT
TTTTGTTATT
GTTCAGATTT

TATGGTTTAR
CGTCAAGTGG
TATATTATGT
ARAATGGTGG
CCCGAAAT

TGTTATTTTG
TAGACATGGA
TTATACTGTT
TTATGATCCT
AATT

TTGGATTAGT
TTTTGTGACA
TATAATGCTA
ARARATAGGGT
CCAARAT

CGATAATTTA
TAGATTGTTA
GGTATAGGTG
GGTTGAGGTT
CGGATT

TGTTACTTAG
GTCATAGGAT
ATATAGTTTG
GCTCACAGAT
ATTTGGGGCC

ARATTTGAAT
AATGTGTGEGT
ATTARGTCTG
GGTGGATTTT
TGGGCGGARA

TAGTTTATAT
AGAGTAGATT
ATTATTATGA
GTTAGAAARR

ATTTGATTGA
TTAGTARGTS
CATTCANTTT
GAAMLATGCAG

TTAGGATTTG
GTGGATTATA
TAAATCGTTG
TAGAAAMATT

GATTTGTATA
GTGAGTTATG
GGTGATAGGA
ATAATTTTGT

ARTTGGTCTA
AGTATAGAGT
TATGGTAAGA
ATTTGAAGGT
GCARARN

TGTGACTAGA
AGATTGTGTG
TGGTTGTTGA
GGTACTARAA
AT

CAGATCTTGA
GTACAGTTTG
ATATGTTAGG
CTGGAAATTT

TAGAGTGTAG
AGTATAGATT
AGAGGTATGA
APAMCTCGGET
3'

ATTTAGATTG
GAATGTATGT
GTATGGTGGT
CCGGARACTC
3!

TTGTGATTTG
ATACATTGAT
TACATGGTAG
GGAARCGTTAG
3!

GTGTAGATTA
TCAATTACTA
TTATGGGTGS
TTAAATTTCG
3

ATGTGGTGAG
AGTTGATGTA
TTACTGTGAT
ATTTCTGGGA
3!

AATGGTTGAT
GTTTGATTTA
GTGTATTGGT
GIGTTTTGGG
3[



36-33Dchi (274 pb)

5f

AATATAGCAC
TGTACTATTG
ATTCATGATA
AGGTGTATGG
TTTGGCCAGGGE

TGTTGTTGGT
AGGTTGTGCT
CATTAATAGA
TGTGGTATTG
GCGTTCAAAT

36-35Dchi (276 pb)

5!

AATATAGGTA
ATGTGTTAAG
TTAAGTTTTT
GTTGTAAGAG
GTTTTGGGAG

TTGGETGGGETG
TTGTTTTATT
CGTTGGTGGA
TTGGATCATA
GGGCGTTCAA

38-31Djut (281 pb)

5!

AATATAACCA
GCGTCTGGAT
AGTATTATAT
TATTATATAT
ATTTGGTTTT

GTGTGTGGLT
GTGTTATTCT
AADTTATATT
GATATCGGTA
GGGAGGGGCG

38-32Djut (281 pb)

5’

AATACAGCAT
TTGTATTGTG
TATAGTTGAT
AGGGTAGTTG
GTCTGGTTTT

GTAGATGGTA
TGATGTATGT
TCTGTGTGTA
TTAGATGGTT
GGGAGGGGCG

50-2Djut (287 pb)

5!

AATATATACG
ATARAGTTGT
GTTAGAGTGT
GTTATTTGCT
CGGAAATTCT

TTATGCATGC
AGATTGTATG
TACTGAGTGT
GTTGTGGTTA
GCTTTTGGGA

50-3Djut (286 pb)

5I

AATATAGAGT
TTGTTTAGTT
GTGGTTATTA
TAATCATATT
GGAAATACCG

GAGTTATGGA
GTGTTTGGTA
TAGTGTGATA
ATAACATAARM
GTTTTGGGAG

TTATGGATTT
GATAGAGAGT
TTGTTTCTTA
ATTAATACTT
TTATGGCGGA

TAGGTGGGAT
GTGGTATAGA
TGGAGTGATA
GRAATGTTGGT
CTTTTGGGGC

TAGGGTTGGGE
TAGTTATGTA
CATAATTTTC
CGTCTTGTAC
TTCAAATTTG

TTTAAAGTTG
TGATCATAGT
ATGTTAGTAG
ACCGGTTATT
TTCAAATTTG

AACGGTAGAR
TGTGAGGTGT
ATTTGTGTTT
TAGTTATGTG
GGGGCGTTCA

TGGGAGGTAA
TCATTGTGTA
GATTATAGTA
TTCTTGTACT
GGGCGTTCAA

GATAAAGGCG
GGATTAGTITG
ACTTATGTAT
GAGGTGATAA
AAAT

AAGTTGATGT
GTGTTTGATA
GTATAAGTTA
TAAGTGGGTT
GGAAAT

CTTGCTTATA
GTTATGTAGT
TTATAATGTT
GGGTAAGAGT
GGGCCGAAAR

AGTATAGGTT
ACAGGATAGT
TTGTTTATGT
CTAARATTTG
GGACCGCAAA

TTGAGTTAAT
AATGTTTATG
GATAGTACAG
GTATGGTGCA
GATTTTGGCC

GTTATGTACT
TATAGTTTGG
TTTAATTTGT
GGTTGGT GGT
CTTTTGGGGC

TGGETGGTTAT
TAGATTTGTG
GAGGGTAGGT
AATTTATGGG

TGTAGATGGT
TTATGTTGAT
TGTTTGTCTT
TGGAAAATTG

GATGTTATTG
TCATTATTCA
ATGTTATATA
GGETTCGAAR
A

TGATATGTTA
AACGATGAGG
TTGTATAAGT
GGGTTCAGAA
A

GOTTGTTTGEG
TGAGGTETTG
TAAGTTTGTA
AGTTAGGGGET
GGAARAT

TTGATTCTTA
GTTGTGTGAG
ACTTTATAGT
AAAGGTGGTT
CAGAAT

81

TATGATGTAG
ATGTTAATTT
GTGGTAGACT
GGAAGTTGAT
3f

TGGTGAATCG
TGTGTACGTA
GAATGTTGGT
TGGAGGGTTG
3!

TATGTTTGTT
TTCACCACAT
GTTTGTTGTT
AATTGCGGAA
3f

GAGGTGTGTA
AGACTTAAGT
TGATGTAGGT
ATTCGTGAAA
3?

GTATGTGTAG
TATATGGTTA
GGTATAGTTT
CAGAAATTTA
3f

TGTTTATTGT
GACGTGAGAA
TCTTATCCAT
GAAGATTTCT
3!
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59~11Dja (270 pb)

=¥

~

AATATAAGGT AGATTGGTAG
LGTATGAGAC GGATGAGAGA
ATTATGTTAT TGTATATGTT
TTGCTGTGGT TATTGGETACK
GGAGGGGCGT TCAACTTTTG

59-17Dja (279 pb)

51’

AATATAGACT TGGGTGTGGT
GAGTGTATTA TAGTGATGGT
AAATTTTGTT TAGATTGTTT
ATGTTGATAG TGTECTGGETT
CCTGGTTTTG GGAGGGGCGT

66~22Rja (270 pb)

5!

AATATAAGGA ATTGTTTATG
GAGTGTGGCA GACTCTTATG
GTGGCGTGTA TATACTTTGA
AGTGGATGGT TGTAAGTGAG
GGAGGGGCGT TCARATTTGG

66-23Rja (279 pb)

5t

TTAATGCTTT
AGTGTTTGTG
ATACTATTAT
TGGTAAARTT
GGGTCAGATT

GATAGAGTAT
ATAGAGGATG
ATGTTACCTA
TGGAGTATGT
TCAACTTTTG

ATGALTTAGA
TACTAGTTTG
TCTATGTTAT
GTGGAAATGG
GGCGGAAART

ATTTATTATT
GAGTTGTTAT
TTATGTTGTG
GGTACGGAAA

AGGTGCTAGGA
TGATGTAGTA
ATGTTTGTTA
GGTAAGGTTA
GGTCGGATTT

GTATTGATTT
TATGCAGTGT
ATATTATTTG
TGTGTAARAT

GTGTATATAT
CGATTGTITG
GGGETTGTAGE
TTCTGGGARA

ATTTATATGA
TGAGTTAGAA
TCTAAGGTTG
AGGGTTARAA

GTTTGAATAT
GTTGTAGTAT
TTAATTATGA
TTTGAGARAC

TTGTGATATT
TTTGTTGATT
TGCTGTATGS
GTTAGTTTTG
31’

TAGTTTTAGT
TGCGAGATAG
AATGGTATGT
ATTTCGGAAG
3!

GTTTATAGTA
AGTTGTAATT
TTGTATAGGT
TTGTGTTTAG
3!

AATATAGAGC GTGGATTATG ATGGTGAGAT AATGTTGATA TAGTTTGATL ATTTGTTATT
AGACATATAA CAGAGAACAA ATGGTAGTAG

ATAGTTTTAA TTGTATTGAA
TGARGATAGA TTTTSTGAGT
TACTAGTGGA GATAAGTGTT
TGGTTTTTGG GAGGEGCGTT

68-43Dja (271 pb)

5r

AATATAGGAT TAGTACGGTg
TCAAGACATA AAGATGGTAG
TTCTAAGTTG GTGTTAAALCT
CTATGTTTGT GTGGTATTGC
GGGAGGGGCE TTCAACTTTT

68-44Dja (272 ph)

5’

BaTATaAGGG CAGTGGTATA
TGTATTAGTG AATGTAGTTT
TGATGTGTTA TTAATGTTGA
ATGGGTTGCTA TAGGTTTTGA
TEGGAGGGGC GTTCAAATTT

GTTGTAGCTT
TGTATARAGH
GCATGTTAGG
CAACTTTCGG

AGTgARGGTT
GTGTTTGTTG
GTATTATATT
TGTAATTTGT
GGGGCCGGRA

ATATLATTAA
CAACAAGAGG
TAAGTATATT
TGETTAARAT
GGGGCCGCAR

TAGTATGTTA
TTAATGTTGA
GGGCCARAT

ATaTGTTGLA
TAGTGAATGT
GTTTATTGGT
GGTATTAARR
T

GATGGTALTA
AGGTTAGTGA
AAGTTTATAA
GAGGTGCGGA
AT

TAGTTTATTC
GGTTGAAART

TGTTGATGAC
TATAGTTTGT
TGGETGTTAGT
ATTTCGAGAR

GTATGTTATA
AGAGTTAGTT
ATGTTCCTAT
AATTTCCAGA

ATTATTAAGA
GCTTTGGGTT
3’

AGTTGLATAT
CGTGTTAAGT
TGGGTTGGTG
ACCTGGTTTT
3’

GTTTGTTTCC
AGTAAGTGAA
AACTGTGTGG
AAGCTGATTT
3’



72-2Djut (275 pb)

5’

ARTATAGGCT
TTAGTTTGAG
AGCAGTACAT
TTACGTTACT
TTTTGGGAGG

TGGGTTATAG
TATGGTAGTA
GATTATATAC
GGTTGCGTTA
GGCGTTCAAC

72-3Djut (278 pb)

SI

AATATAGTGT
TTATGTGTGT
AAGGTTTTGT
TACAGTGGTT
TAGTTTTGGG

GGGGCTATAG
TATATTTGAT
TAGTTTGAGA
TGGTTATTGG
AGGGGCGTTC

GTTGGATATA
TTGATGTGTA
TTAGAGTTAT
TTATGGTGGA
TTTTGGGCCG

GTGTTGTTGA
ATCGATGTGT
GTGATGAATT
GTGTTGCGGT
AARCTTTTGGG

ATGGTGTTAT
GTATGTAACA
TGTTAAGAGT
AATGGGTATC
CARAT

ATGGTGTAGT
GCATGACARA
ATTTAATARC
TAAMNATGGTG
GGCCAAAT

AATGTAGTTT
TAAAGTTGTA
ATAGTTTAGA
GGAAATTTGT

GAGTTTTGAT
GGAATGAGAA
TATAATTGTT
AGTTGGAARA

AGTTATGTCT
TAGAGTGGTG
ACATTAATGA
GGAAGTCTGG
3"

TGTATGTGTA
AGAGTTGAGT
TGAATATGTA
TTGTGGAATC
3’
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€. Analisis de la region hipervariable del ADN cinetolpalsto (kDNA) del minicirculo
por el método de polimorfismo del tamaiio de los fragmentos de restriccion (RFLP)
y busqueda de posibles sitios de restriccion

1. Desarrollo de metodologia para la correccion del error de migracion

Como se habia mencionado anteriormente, los productos de PCR de 596 pb
fueron digeridos {(inicamente con la enzima de restriccion Rsal y los fragmentos
obtenidos fueron separados en geles de acrilamida al 8%. Una desventaja del estudio de
RFLP es que todas las electroforesis realizadas deben tener las mismas condiciones de
corrida, las cuales estin sujetas a varias fuentes de error. En este estudio se trato de
optimizar la técnica de RFLP en una camara electroforética Mini Protean Call I (Biorad)

corrida en frio a 15 mA constante, y utilizando como buffer de corrida 0.5X TBE.

Los marcadores de masa molecular utilizados fueron el de 25 pb y una combinacion del
marcador de 100 pb con el de 25 pb, permitiendo cubrir un rango de 50-400 pb. Dado
que en la técnica de RFLP, por condiciones de corrida, puede que varie 0 no la migracién
de fragmentos de igual masa molecular entre geles, se disefié un control interno como
medida de correccion del error de migracion de fragmentos. Este control interno se basé
en el sitio de restriccidén localizado en el oligonucledtido degenerado S35, donde se
generé un fragmento constante de 143 pb. El control interno fue obtenido para la
mayoria de los clones digeridos, a excepcion del clon 25 del aislado 30, del clon 22 del
aislado 66, y del clon 44 del aislado 68. Estos casos, donde no hay sitio de restriccion en
el oligonucledtido degenerado, sugieren que el error provino de la replicacion del vector

después de electroporado.

Con base en las electroforesis realizadas en acrilamida, de los distintos aislados, bajo las
mismas condiciones de corrida, se observo que la migracion de los marcadores de masa
molecular varié hasta un 4% entre cada gel. Esto se tradujo en una variaciéon en la
estimacion de la masa molecular desconocida de los fragmentos obtenidos por digestion

con la enzima Rsal (referirse al apéndice para profundizar en la migracion de los
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marcadores de masa molecular). Esta variacion tuvo un rango de 1-10 pb, lo que indico

que para fragmentos grandes no afectd tanto pero para fragmentos pequefios, < 200 pb,

fue una diferencia significativa.

También se pudo observar que la desviacion estandar de la migracién media de los
marcadores de masa molecular utilizados en dichas geles muestra que el rango lineal de
separacion fue entre 200 y 300 pb, mientras que para fragmentos menores de 200 pb el
rango no fue lineal (vid cuadro 22 y figura 29). La desviacién estindar de migracion de
estos fragmentos pequefios aumenté conforme mas pequefias eran las bandas. Esto apoya
los resultados sobre la variacion en la estimaciéon de la masa molecular de las bandas
desconocidas. Por ende, se concluyé que una concentracion constante de monémero de
la gel al 8 % no es lineal para el rango de fragmentos < 200pb, bajo las condiciones de

corrida establecidas.

La razon por la que se utilizé acrilamida a una concentracion constante de monémero del
8% fue porque, seglin el manual de la camara electroforética Run One Cell (Run One
system) esta concentraciéon de monémero tenia un rango lineal de separacién optimo de

40y 1000 pb. Sin embargo, en el caso de las geles corridas y analizadas no fue asi.

La estimacion de la masa molecular de las diferentes bandas observadas en los patrones
de restriccion de los distintos clones de cada aislado de 7. cruzi se reporto en el cuadro 5
(vid apéndices C y D para mayor detalle del calculo de la masa molecular y factor de

correceion).
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: Figura 29
Variacién en la migracion del control interno de 143 pb dentro de una misma gel, como
ejemplo de la migracion no lineal para fragmentos menores de 200 pb.

Aislado 12
chon 1 clon 9 clon10  clon11 clen16
S L e B e U
MRID KD D ND D MWD D ND D HD M

300 pb

200 ph

IDD Pb s SN,

Migracion de los fragmentos digeridos con Rsal del producto de PCR clonado del aislado 12. MM es el
marcador molecular de 25 pb. M es el marcador de masa molecular de (100 + 25) pb. D = producto de

PCR de un clon recombinante digerido con Rsal. ND = producto de PCR no digerido.

Cuadro 5 ‘
Estimacion de la masa molecular de las diferentes bandas observadas
en los patrones de restriccion de los distintos clones de cada aislado
de Trypanosoma cruzi (1. cruzi) corregidas con el patron interno de 143 pb.

Aislado 4
clon 1 clon 2 clon 3 clon 5 clon 6
458 454 458 291 458
165
Estandar  interno 143 143 143 143 143
(pb)
Factor de correccion 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
(pb)

Total (pb) | 601 | 597 | 601 [ 598 [ 601 |




continuacion cuadro 5

Aislado 10

Estandar interno

(pb)

Factor de correccion
{pb)

Total

Aislado 12

Estandar interno

(pb)

Factor de correccion

(pb)
Total (pb)

Aislado 13

Estandar interno

(pb)

Factor de correccion

(pb)

Total (pb)

87

clonll | Clon12 | clon 14 | clon 15 clon 17
451 296 451 210 453
161 243
143 143 143 143 143
-0.5 -0.5 -0.5 05 1.5
| 594 | 600 | 594 | 595 | 596 |
clon 1 Clon9 | clon10 | clonlil clon 16
220 204 166 183 {58
236 254 187 270 294
104
143 143 143 143 143
55 5.5 2.5 2.5 -1.5
599 601 | 600 | 596 | 595 |
clon 3 Clon9 { clon10 | clonll clon 15
458 458 454 457 456
143 143 143 143 143
6 6 2 2 35
599 |

| 601 | 601 [ 597 | 600 |
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continuacion cuadro 5

Alslado 14

Estandar interno

(pb)

Factor de correccidn
{(pb)

Total (pb)

Aislado 18

Estandar  interno

(pb)

Factor de comreccion
(pb)
Banda
(pb)
Total (pb)

no visible

Aislado 23

Estandar  interno

(pb)

Factor de correccion
(pb)

Total (pb)

clon 1 clon 3 clon 5 clon 6 clon 7
453 215 452 179 201
236 277 253
143 143 143 143 143
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
| 596 | 594 | 595 | 599 597
clonl1l { clon12 | clon 14 | clon 15 clon 17
169 174 373 453 452
288 280
143 143 143 143 143
3 3 3 -1 3
&80
| 600 | 597 | 596 | 596 595
clon32 | clon33 | clon35 | clon 36 clon 40
193 449 166 373 453
255 287 83
143 143 143 143 143
0.5 0.5 -1.5 -5 -9
L 593 | 592 | 596 | 599 596




continuacion cuadro 5

Aislado 25
clonll | Clon 12 (_:lon 13 | clon 14 clon 15
448 453 450 450 450
Estandar  interno 143 143 143 143 143
(pb)
Factor de correccion 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
(pb)
Total (pb) | 591 [ 596 | 393 593 593 |
Aislado 27
clon21 | Clon23 | clon24 | clon 26 clon 27
453 240 236 459 240
217 217 220
Estandar  interno 143 143 143 143 143
(pb)
Factor de cormreccién 4 4 1.5 1.5 1
(pb)
Total (pb) 596 | 599 596 602 603 |
Aislado 30
clon21 | Clon22 | clon23 | clon24 clon 25
456 448 458 373 341
253
Estandar interno 143 143 143 143 -
(pb)
Factor de correccion 4 7 0 0 -
(pb)
Banda no visible 80
(pb)
Total (pb) | 599 [ 591 | 01 596 594 |

89
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continuacion cuadro 5

Aislado 36

Estandar interne

(pb)

Factor de correccidn

(pb)
Total (pb)

Aislado 38

Estandar interno
(pb)

Factor de correceidn

(pb)

Total (pb)

Aislado 50

Estandar interno
(ph)

Factor de correccion
(pb)

Bandas no visibles
(pb)

Total (pb)

clon31 | clon32 | clon 33 ¢clon 34 clon 35
456 452 238 360 277
215 o7 180
143 143 143 143 143
0.5 -1 -2 -2 -2
599 595 595 600 599
clonll | ¢len12 | clon14 | clon 15 clon 17
362 242 458 210 455
a5 215 167
82
143 143 143 143 143
9 1 -1.5 -5 -1.5
600 599 601 602 598
clon 1 clon 2 clon 3 clon 4 clon 5
452 305 191 232 450
154 125 185
99
143 143 143 143 143
5 -2 -2 -2 -2
39 37
595 602 596 596 593




continuacion cuadro 5

Aislado 39

Estandar
(pb)

Factor de correccion

(pb)
Banda
(pb)
Total (pb)

no

Aislado 66

Estandar
(pb)

Factor de correccion

(pb)

Total (pb)

Aislado 68

Estandar
(pb)

Factor de correccién

(pb)

Total (pb)

interno

visible

interno

interno

clonil ;{ Clon 12 | clon 15 | clon 17 clon 19
354 359 459 452 450
102
143 143 143 143 143
3 2.5 -6 0.5 -0.3
83
| 582 [ 604 | 602 595 593
clon21 | Clon22 | clon23 | clon 24 clon 25
457 374 459 459 460
227
143 - 143 143 143
1.5 - 1.5 1.5 -0.3
| 600 | 601 | 602 | 602 603
clon4l | Clon42 | clon43 | clon44 | clon 45
444 444 281 - 445
169
143 143 143 - 143
13 13 1.5 0 1
| 587 | 587 | 593 | 586 588 |

91
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continuacién cuadro 5

Aislado 72
clon 1 clon 2 clon 3 clon 4 clon 5
457 282 449 457 452
168
Estandar interno 143 143 143 143 143
(pb)
Factor de comreccién 0 0 0 0 0
(pb)
Total (pb) 600 593 | 592 | 600 595

2. Identificacion de patrones de restriccién caracteristicos o equizodemos de la
region hipervariable del ADN cinetoplasto (kDNA) del minicirculo amplificada
y clonada

Para la identificacion de esquizodemos de la regidn hipervariable del kDNA del

minicirculo amplificada y clonada se observaron y analizaron los patrones de
restriceion con la enzima Rsal en las geles de acrilamida corridas (vid figura 29 para
ejemplo de algunos patrones de restriccién observados). Se utilizé como base una razén
estimada entre la masa molecular de la banda en estudio y la masa molecular de la banda
del control interno de 143 pb para definir mejor los esquizodemos (vid apéndice E para
mayor informacién). No obstante, no se pudo identificar algun esquizodemo. Esto
sugiere que la region hipervariable del kDNA del minicirculo de los aislados de 7 cruzi

es altamente variable para el sitio de restriccion Rsal.



93

3. Busqueda de posibles sitios de restriccion en la region hipervariable del ADN
cinetoplasto (kDN A) del minicirculo secuenciada

La identificacion de esquizodemos se complemento con la busqueda de posibles
sitios de restriccion para las enzimas Rsal, Taql, Hinfl, y Haelll en la region
hipervariable del kDNA del minicirculo amplificada, clonada, y secuenciada. Los clones
que no presentaron ninglin posible sitio de restriccion con dichas enzimas, se analizaron
con las enzimas Sau3Al, y Alul. Este analisis se hizo con el “software” DN Asis (Hitachi

Software Engineering Co. Ltd and Molecular Biology Insights, Inc of Cascade,
Colorado).

Los cuadros 6, y 7 muestran los resultados de la biisqueda de posibles sitios de restriccion
de los clones secuenciados; y la figura 30 muestra los diagramas de dichos sitios de

restriccion de algunos clones.

Cuadro 6
Analisis de restriccidon de los clones secuenciados
con las enzimas de restriccion Rsal, Taql, Hinfl, Haelll

Aislado | Posicion de corte de Tamafio de los fragmentos Tamafio de la
-clon enzima orientacion 5°-3 (pb) secuencia (pb)
10-12 Haelll - 271 pb 145, 125, 7 277
Rsal - 146 pb
10-15 Haelll - 225 pb 97,127, 59 283
Rsal - 98 pb
12-10 Hinfl - 148 pb 37,101, 9,21, 110 278
Rsal - 38pb, 139 pb
Taql - 169 pb
12-11 Haelll — 278 pb 31,6,240,7 284
Rsal - 32pb, 38 pb
12-1 Haelll - 274 pb 76,9, 188, 7 280
Rsal — 86pb
Taql - 77 pb
13-10 | Haelll - 275 pb 233,41,7 281
Taql - 234 pb
13-15 Hinfl — 126 pb 125, 260 285
4-5 Rsal- 9 pb 8,272 280
14-3 Haelll - 276 pb 69, 206, 7 282
Rsal — 70 pb
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continuacion cuadro 6

Aislado | Posicion de corte de Tamaiio de los fragmentos Tamafio de la
~clon enzima orieatacion 5°-3° (pb) secuencia {pb)}
14-7 Hinfl — 78 pb 56,21, 157, 48 282
Rsal — 57 pb
Tagl —235 pb
18-1 Haelll - 270 pb 14,255, 8 277
Rsal 15 pb
18-4 Haelll — 274 pb 222.51.7 280
Rsal — 223 pb
23-32 Rsal - 108 pb 107, 169 276
23-36 Rsal —- 207 pb 206, 68 274
25-12 Rsal-15 pb 14263 277
27-26 Tagl - 31 pb 30,240 276
27-27 Rsal -76 pb 75,211 286
30-24 Rsal — 224 pb 223,59 282
30-25 Rsal — 103 pb 102, 166 268
36-33 Rsal -- 64 pb 63,211 274
36-35 Hinfl — 56 pb 55, 3,57, 161 276
Rsal - 116 pb
Taql - 59 pb
38-31 Rsal - 200 pb, 209 pb | 199, 9, 17, 56 281
Taql- 226 pb
38-32 | Hinfl - 129 pb 90, 38, 153 2381
Rsal - 91 pb
50-2 Rsal — 157 pb 156, 131 287
50-3 Hinfl - 44 pb 37,6, 117, 47, 79 286
Rsal — 38 pb, 161 pb,
208pb
59-11 Rsal — 198 pb, 214 pb | 100, 97, 16, 57 270
Taql — 101 pb
66-22 | Hinfl - 72 pb 71, 10, 189 270
Rsal — 82 pb
68-43 Rsal - 15 pb 14, 210, 47 271
Tagl — 225 pb
72-2 Rsal — 127 pb 126, 149 275
72-3 Hinfl - 237 pb 82,154, 42 278
Taql — 83 pb




Cuadro 7

Analisis de restriccion con Sau3Al y Alul de los clones secuenciados que no presentan

sitios de restriccion para las enzimas Rsal, Taql, Hinfl, Haelll

Aislado | Posicion de corte de Tamafio de los fragmentos Tamafio de la
-clon enzima onientacion 5°-3° (pb) secuencia (pb)
4-6 Sau3 Al — 70 pb 69,212 281

59-17 No tiene ningun sitio de restriccion para las enzimas Rsal, Taql, Hinfl, Haelll,

Sau3AlI, Alul (279 pb total)

66-23 | Alul _ 88 pb 87, 192 279
68-44 | Alul _ 234 pb 233, 39 272
Figura 30

Diagramas de los sitios de restriccion para las enzimas
Rsal, Haelll, Taql, Hinfl, y Alul en algunos clones secuenciados
5 escala (x10) ph 3

287

N S IO N SN ST O XY S O T T O O R
LA A0 S B M I R S N BN S S G M S S S RS ety o e p

= 1 4-5

r = 10-12

~13-10

i 7 143
; 18-4

*23-32
P 25-12
+ 2728

P 30-24

33 1 " 36-35
! ! I 38-32

50-2

3 T ' 59.11
i 66-23

: ; ' §8-44
’ Y722
H12-1

31

Nota: los niimeros en los diagramas respectivos indican lo siguiente: 1 =Rsal, 2 =Haelll, 3 = Taql, 4 =

Hinfl, Alul = 5. 68-44 indica aislado-clon.
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Debido a la ausencia de patrones conservados para las diferentes enzimas de restriccion
buscadas entre diferentes aislados, se presume fuerte desequilibrio de unidén o”linkage
desequilibrium”, sugiriendo falta de recombinacién dentro y entre minicirculos. Estos
resultados apoyan la teoria mencionada por Macedo, ef. al. (1998) sobre la estructura
clonal de 7 cruzi (modelo histotrépico). Por otro lado, la busqueda de los sitios de
restriccion para las enzimas Rsal, Taql, Alul, Sau3Al Hinfl, y Haelll en las secuencias

sugiere también alta variabilidad entre aislados, misma conclusién que se llegd con los
resultados de RFLP.
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D.  Determinacion de la variabilidad génica entre las regiones hipervariables

secuenciadas del minicirculo del ADN cinetoplasto (kDNA) de los aislados de
Trypanosoma cruzi (T, Cruzi)

Para poder determinar la variabilidad génica entre las secuencias de las regiones
hipervariables amplificadas, y clonadas se compararon de la siguiente manera:
1) Entre cada aislado de T cruzi.
ii) Entre aislados de 7. ¢ruzi del mismo departamento.
i) Entre aislados de T cruzi de distintos departamentos.
En este ultimo punto se incluyo el analisis con la secuencia de la cepa Y Brazil de T
cruzi (No. de acceso 18814 en GeneBank™). Para tener una mejor perspectiva sobre la

variabilidad, se dejo al final del tercer punto tratado, el analisis y discusion de resultados.

Las comparaciones de secuencias se hicieron con base en dos distintos analisis de

alineacion multiple:

i} Alineacién multiple progresiva de secuencia basado en el método de Higgins-Sharpe
(utilizado tambign en el “software” clustalV) dando como resultado final porcentajes
de similitud.

i) Alineacion de secuencias utilizando el algoritmo de Lipman-Pearson, para
similitudes.

También se realizé un andlisis del contenido de nucledtidos en las secuencias de los

clones, y se buscaron cuadros abiertos de lectura, utilizando el método de Fickett. Para

todos estos analisis se utilizo el “software” DNAsis (Hitachi).

Los parametros utilizados para llevar a cabo las alineaciones multiples progresivas de

secuencia fueron los estandares dados por el “software”, que son los siguientes:

1) Penalizacion por espacio o “gap penalty” = 5. Este es un puntaje negativo por alinear
nucledtidos de una secuencia con nucledtidos nulos o nucleétidos distintos de la otra
secuencia.

i) K-tuple = 4. Pardmetro que espeéiﬁca el tamafio del oligo dentro del cual se buscan

regiones similares.
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11} Namero de diagonales impdrtantes o “No. of Top Diagonals” = 5. Parametro que
especifica el numero de alineaciones iniciales principales para optimizar la
alineacion.

itv) Tamafio de ventana o “ window size” = 5. Este parametro determina que tan lejos
buscar de cada lado de la diagonal principal.

v) Penalizacion por espacio fija o “fixed gap penalty”= 10. Este es el costo por abrir o
introducir espacios dentro de la alineacion.

vi) Penalizacion por espacio flotante o “floating gap penalty” = 10. Una vez abierto un
espacio, este parametro determina el costo o penalizacion por aumentar el tamafio de
dicho espacio en un residuo.

Los parametros utilizados para hacer el analisis de similitud fueron los preestablecidos en

dicho “software”. El parametro de corte minimo o “cutoff” fue de 45. Este parametro

marca la puntuacién de corte minimo de similitud, buscando entonces la similitud
maxima de secuencias arriba de ese valor. El parametro de corte superior o “ktup” marca
el nimero minimo de bases que deben concordar exactamente para extraer la region de

maxima similitud entre las secuencias. El valor del pardmetro fue de 4.

Los parametros utilizados para encontrar los cuadros abiertos de lectura, utilizando el
método de Fickett, fueron: la tabla de codones universal y la tabla de codones
mitocondrial de protozoos. En ambas tablas se especificd que el codon de iniciacion
fuera AUG, mientras que los de terminacion fueran UAA, UAG, los cuales eran los

preestablecidos por el “software” DNAsis.

1. Determinacion de la variabilidad génica entre las regiones hipervariables
clonadas del minicirculo del ADN cinetoplasto (kDNA) entre cada aistado de
Trypanosoma cruzi (1. cruzi)

A continuacién se muestra un analisis del contenido de nucléotidos, en

porcentaje, de cada uno de los clones secuenciades de los distintos aislados de
7. cruzi (vid cuadro 8 y grafica 1). También se muestran las alineaciones
correspondientes entre clones del mismo aislado, asi como su respectivo diagrama de

similitud de secuencias por parejas (vid figura 31).
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Cuadro 8
Contenido de nucledtidos, en porcentaje, de cada uno de los clones secuenciados de los
distintos aislados de Trypanosoma cruzi (T, cruzi)

Departanento Especie # aislado # Clon % T % G % A % C

Jutiapa T. dimidiata 4 5 38.57 27.85 28.21 3.33

6 39.50 30.96 24.91 4.62

Zacapa 1. dimidiata 10 12 38.98 29.96 25.27 3.77
15 3533 30.74 2791 6

Zacapa R. prolivus 12 1 41.78 27.35 23.92 6.42

10 38.48 28.77 27.33 5.3%

11 38.02 30.98 22.53 8.45

Zacapa R. prolixus 13 10 39.85 28.46 23.84 7.82

15 41.40 28.42 23.96 4,21

Zacapa T. dimidiata 14 3 40.07 27.30 26.95 5.67

7 40.07 25.17 28.01 6.73

Chiquimula T. dimidiata 18 1 38.62 29.96 26.71 4.69

4 38.37 27.14 28.21 6.07

Sta. Rosa T. dimidiata 23 32 40.94 2536 2862 5.07

36 38.68 26.27 27.37 7.66

Sta. Rosa T. dimidiata 25 12 37.90 26.71 28.88 6.49

Sta. Rosa T. dimidiata 27 26 40.37 29.34 23.36 4.71

27 40.53 28.67 2447 6.29

Sta. Rosa T dimidiata 30 24 40.42 29.78 23.53 425

25 39.92 26.49 28.35 5.22

Chiquimula T dimichata 36 33 38.68 29.92 26.27 5.10

35 40.21 34.78 21.73 3.26

Jutiapa T dimidiata 38 31 41.63 23.48 25.62 9.25

32 37.36 29.13 27.04 6.40

Jutiapa T. dimidiata 50 2 39.72 31.01 24.04 5.22

3 41.60 26.57 2482 6.99

Jalapa T. dimidiata 59 11 43.33 28.88 23.33 4.44

17 38.57 31.07 23.71 4.64

Jalapa R. prolixus 66 22 40.74 | 27.77 27.03 444

23 38.35 26.52 29.74 5.37

Jalapa T. dimidiata 68 43 40.95 29.88 23.24 5.90

44 36.39 27.20 30.14 6.23

Jutiapa T dimidiata 72 2 38.18 28.00 27.27 6.54

3 38.48 30.57 26.25 4.67

[ x+spy ) 39+2 | 2042 [ 2622 [ 621 |

* Donde, X = Media aritmética
SD = Desviacion estandar
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Gréfica 1
Composicién media de nucledétidos de la regién
hipervariable del ADN cinetoplasto (kDNA) del minicirculo

A C

Nucledtidos

El contenido de T:G:A:C de la region hipervariable, en términos de razon, se traduce a

7:5:4:1 respectivamente,

Al hacer una alineacién de secuencias de las regiones hipervariables clonadas del
minicirculo del kDNA entre cada aislado de 7. cruzi.por el método de Higgins-Sharpe se
observo que hay un fragmento de secuencia casi conservada tanto en el extremo 5’ como

el extremo 3° (vid figura 31)
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Alineacion de secuencias de las regiones hipervariables del minicirculo del ADN
cinetoplasto (kDNA) de los clones de un mismo aislado, asi como su diagrama de

Aislado 4

4-5DJUT.DNA
4-6DJUT . DNA

4-5DJUT . DNA
4-6DJUT . DNA.

4-5DJUT . DNA
4-6DJUT . DNA,

4-5DJUT . DNA
4-6DJUT . DNA

4-5DJUT.DNA
4-6DJUT .DNA

4-5DJUT .DNA
4-6DJUT . DNA

4-5DJUT. DHA
24-6DJUT.DNA

similitud. Las secuencias se muestran en orientacion de 5” a 3°.

10 20 30 40 50

1 PATATAGTAC CTGTGGTGGT GAGCIGIGIG TRAATGGTA-G ATGGTATTGT

1 AATATAGCA- -TGGGATTTG GGATTATG-G TITTGATTTG GTAATGTGIG
60 70 80 90 160

51 TACAGTAG-A TTGATAGTTG TGTAG--GCT TAGATTGTAT TGTTATGAAT
51 ARTGATAGTA GTGAT-GITG TTAGATCGTT TATGTICTAG TGGTAGGAGT
110 120 130 140 150

101 GTAT-GTTAA ACTGAAACAT GACTTAGIAG GTCARAGTCE TTGATACATT
101 GTGTAGTGAA GATTTGTTAT TTGTTGTTGT ATGTAGTTCT GTTATGTAGT
160 170 180 190 200

151 TTAATTGTTT ATGTTGATGA TTATTTAGTT GIATATGTAT AGTATATATT
151 ATAAT-ATAT -TATTGAGCA ATGGTAGEAG GTTGATGT-T GATAGGTGGT
210 220 230 240 250

201 —TGATCTGG TAGTTCTTGG TARAATGTCG TCACGGAGAA A-TRAAGAATT
201 GATAAGTTGC TGTAAGTTGT ARAAATAGGG TTGGAAATTA TCTGGAAACT
260 270 280 290 300

251 TTGTTTTGGG AGGGGCGTIC AAATTTGEEG GCGARRAT. . sccwvo-w-.
251 TGGITTTCEG AGGGGCETTC AACTTTTGGG GCCAGRAT.. wvvvasenas

120.3%

5t
5

10¢
10

15(
15
20
200

25
25

300
30¢
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continuacion figura 31

Aislado 10

10-12D7A. DNA
10-15DZA. DINA

10-12D74. TNA
10-15DZA. TNA

10-12DzA.INA
10-15DZA. DNA

10-12DZA.TNA
10-15DZA.INA

10-12DZA. DNA
10-15DZA. DNA

10-12D7ZA.DNA
10-15D7A. DNA

10-12DZA. DNA
10-15D7a. TNA

10-12DEA.DNA
10-15DZ4.DEA

10 20 30 40 50
1 ARTRTAGG— ~TA-A-GITT GAIG—TCGT GRIRTTTAT— TGIATA-GT-
1 AATATA—AC ATAATGGIT- AGTGAATGGT AG-ACTTGTA TGTGTATTRAG

60 70 80 Q0 100

51 TGTATTATG- GI-GGTEAG TIATIGEATG TATAGCTAATG ACATTGACTG
51 ATTGATATAG TTRAENTACGA TTANTGG——— TTIGITAATG ——TA
110 120 130 140 150

101 A—2ACGCGET GIG-RRAGGTA GITAGCGAGT GTAGAGTATA TGCTATG-TC
101 AGIEGATAAT GTACTTTGIA -TT—GIGT ATAGRGATG TG-TAAGTTA
160 170 180 190 200

151 ATGT-TACTA TGTACTCTAT AAA-TCIT-C TTARAGTATT TTTTGGEITGG
151 CTGIAT-TAR TCITATCIAG GAGGCGCTAGT TGERATAGEAG GGGIAGTTGG

210 220 230 240 250
201 AIGGETTAG- TGGEIGIAGTG —TGEITIGT A—G—TARA —ATGCEEITIG
201 RATRGEAGGEG TAGCTGEETG ARTTACGGEAT RAAGCTGTTAA TGITGECCTG
260 270 280 290 300

251 RRAATTTGIGC —GRARTTCTG GITTIGCERG GGECETTCAR ATTTGEIGEE
251 CRAARATTTG GATAACTATG —TITIGCEERAG GGECGITCAA CTTTTGGEGEEC
310 320 330 340 350

5(
5(

10
10(

15¢
151

20(
20(

25(
25

30(
30

35(
35(
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Aislado 12

12-10RZA. NA
12-11RZA. DA
12-1RZA.TDNA

12-10RZA.TNA
12-11R7A.DNA
12-1RZA.DNA

12-10RZA.DNA
12-11RZA. DN
12-1RZA.INA

12-10RZA. DNA
12-11RZA. DNA
12-1RZA.TNA

12-10RZA.DNA
12-11RZN. DNA
12-1RZN. . DNA

12-10RZA. DNA
12-11RZA.DNA
12-1RZA.DNA

12-10RZA.DNA
12-11RZA.DNA
12-1RZA.DNA

12~10RZ4.DHNE
12-11RZA.DNA
12-1RZA.DHA

10 20 30 40

1 AATATAGIGT GCGGEA-TAT AATGAATTTG GGT-——GTG

1 AATATAGGTT GIGGG-GT-G GGIGGECTAG AGTACCT———

1 ARTATARGGA TTTGGTTATT AGTGTGITAA GGIA——GT-
60 70 80 90

51 TETTGTITIT GATAGAGTGT AGTTIAG—— ATTATA-TCT
51 TGGITATGAT TG-GCTGTTT TGITTGGGAT ACTATARTGA
51 T—TCTTGAT TGIGTAGEAT AGIATGTER- GITTCGATAG
110 120 130 140

101 ATAT-TGTAG TGATGITGIT TGRGA-TACG ARTRA— I
101 CIATACATGR TATGA——A TGAGRCT-TG AGTGATGIAR
101 RAGRAARTAGAN TGTGTATCIA TGTGCGITAA GITGITATAT
160 170 180 190

151 T-GIPCEATG ATG-ATTC— TTGTGITAAC T—ATGTTTC
151 CRGTGTAGT— GIATACTIAA TCATGTTAGT TTCATRATCT
151 GATTGITACT BGATTTTTGT T—TGITA—— CITGITGITT
210 220 230 240

201 TTATGIATRAA ACTATAARAT ATGGTCTRRAG GGGTT—AGT
201 TTATGGTTGT GRAGA-AGGIT GOGGETRTACT —G-TTGGACA
201 GAGTAGACRT GGT-TACGGT GCTTTGITAT ARATTTGGG—
260 270 280 290

251 RARATTCGGA BAGITCTTGT TTCGGGRAGGG GCGITCARAT
251 AR—T-TCGG RAAATGTGIGT TTTGEGEAGGG GOGTTCRARCT

251 A—-ATTCGGT ABA-GTTGGT TTTGGGAGGG GCGTTCARCT
310 320 330 340
301 A e tes ceeaeiiee avenaenas aeeaeenan
301 BEAT. o eevs ceeeeinans trereannas aaenaaeaan
= cil < A
125.8%
T anas

50
GTACTTCEAA
GIACTGARTG
—TATTGGATA

100
TTGATTTTGT
TTTGIT-TAT
TGIAC—A

150
GATTGCGATCG
GI-TTGGTGT
G-TTTGITAC

200
GATG—TGIA
ATTTGCTGTA
APTTGIGGTA

250
ATRGGTTTCG
GIGGTTACGG
—GGTTATAG

300
TTGGEGEEECEE
TTTGEEGECCC
TTCAGGGECCG

350
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3
s
5

100
10¢
10¢

15t
15
15

20(
20t
20

25
250
25(

30
30(
30

35(
35(
35
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continuacion figura 31

Aislado 13

13-10RZA.DNA
13-15R7AA.DNA

13-10RZA.DNA
13-15RZA.DNA

13-10RZA.DNA
13-15RZA.DNA

13-10RZA.DNA
13-15RZA.DNA

13-10RZA.DNA
13-15RZA. DNA

13-10RZA. DNA
13-15RZA.DNA

13~10RZ&.DNA
13-15RZ4.DHA

10 20 30 40 50

1 BAATATAG-CA TTTATCGTTT GITATTGTCT ACTTGTGGTT TGGTCIGARC

1 AATATAGATA TTGGTTATCA GATGATTAAT TTTTATTTTC ACTTATCRAG
60 70 80 20 100

51 TATGTTG-GT AGT—-GIGAG TATACAARGA TGAATGAGAT AGG-GIGIAT
51 TATTTGGTGT GCTATGTGAC CGARGTAAGT TGTAGRAGAG AGGTAGAGGT
110 120 130 140 150

101 ACGTATTGTA AGATTATTCT ATTCATGITG TA-TTACTGT AATCTTATGT
101 GrAGATTACA TTCTTACTGT ATTTGATTCT TAGTTATGAT ATCTTTATAA
160 170 180 190 200

151 GTGAGTTATT AATGETTCTT GICATAGGEA GGETATETTG TTEGCTA-GIG
151 ATTTGITAT- GGTAGITATT GIGTTCGGCA TCCTAGGTAT ATGGTATCTG
210 220 230 240 250

201 GTATACTGIA TCTGGTAGCT GARATTCCGT TATGATTTIT CGRGARACTC
201 GT-TAAGGTG GITATAGGTT ATATTTTGAT TTGGARATTT CTGERACTTG
260 270 280 280 300

251 TGCETTTTGCGEG AGGGGCGITC AACTTTCAGG GCCAGRAT.. ...ocvvacnn
251 TG-TTTTGGG AGGGGCGITC ARATTTGGGEE CCERARAAT. . ..oceuanns

!24.5%

5t
5l

10(
10(

15(
15¢

20¢
20¢

25(
25(

30¢
30(
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Aislado 14

14-3DZA . DNA
14-7DZA.DNA

14-3DZA.DNA
14-7DZA.DNA.

14-3DZA.DNA
14-7DZA.DNA

14-3DZA.DNA
14-7DZA.DNA

14-3DZA.DNA
14-7DZA.DNA

14-3DZA.DNA
14-7DZA . DNA

14-3DZ4.DHA
14-7DEA. DHA

10 20 30 40 50

1 AATATAGGGG TTGTGCAGG— —-TGATGTTAA TTTTGGATAG TTA-——TTGA

1 AATATACACG ATGGGTAGGA TTTGGATTAG TATTAGATTA TTAATTTIGA
60 70 80 90 100

51 TTGGGTATAT TGATTTGATT GCG-TACATG ATTGARTACG ATAGATGGGG
51 TTGAGTACAT GTTATRAGAGT GIGGCAGACT CTTGTATACT ATTGTTTCTG
110 120 130 140 150

101 -GTATGTGA- TAGTTAGTTT GATATTCTTT TATTTGT-TC TTCAGIAAGA
101 TGCAGCITGRA TAGIGARATAC ATTAATTTAG TETATATCTG TTATATGATA
160 170 180 190 200

151 ATATGITATA ATGTGTTGEC TAGATAARAC GGTTACTCTA GGTTTCAATT
151 GT-TACGATA TTTATTTGAT TATATACCIT TGGGTTAGTC ACTAGTARAR

210 220 230 240 250
201 GITTTGTGIT TGGTAGATAA GETAATTTCT AGAGGTARAA ARTTCAGAAR
201 GITTGGET-TT CGECT—TAA AATAGGGTAT GEAATTT— —-TCGAGGAR
260 270 280 290 300

251 TTTTIGATTIT GGGAGGGGCG TTCAACTTTC BGEGCCCAAT Teveeews..
251 ATTTGATTTT GGGRGGGGLG TTCARATTTG GGACCCGATT T...vou...

{21.9%

105

5(
5(

10t
10t

15(
15¢

20(
20¢

25l
251

30¢
30¢
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continuacion figura 31

16-1DCHI.DNA
15-4DCHI.DNA

120. 2%

Aislado 18

10 20 30 40 50

18-1DCHL. DNA 1 AATATAGCGE TTG--TACTT —GGATTGGAA TTAATGGTTG TGATTTAGIA 50

18-4DCHT.DNA 1 ARTATAG-GT TCGGGTGCTT AGGGTTAGGG GTAGTAACAG —AATTTATTA 5
60 70 80 90 100

18-1DCHI . DNA 5] TTCTGITATG AACTGTA-AG GTATGTATGA TT-AGATA-G TGTGCTGTGA 10(

18-4DCHT. DNA 51 TTGTGA-GCTA CATCGTATAG TTATGATTAG TTTATATARG TGTGTATTCT 10(
110 120 130 140 150

16—1DCHL. DNA 101 ARGAATAGT- GAAGAGAGTG AGTAGAGTT- TCITIGTTIA T-GTTAGTAG 15

18-4DCHT . INA 101 TTGTATGEIT GAAGTGANTA TGTTTAGIGG TATGITCTIA TTGATTCTTC 15¢
160 170 180 190 200

18-1DCHT . DNA 151 ATCATTGITA TACTTTTAGT TATAATATAR TATGAGGGGT TARAGGTTTA 20

18-4DCHT.DNA 151 ACTGAAGATG GAAATTTTCT TATGG-ATAR GA-ATGATAT TCTTGTTGTA 20
210 220 230 240 250

18-1DCHI.DNA 201 AGGTCGGTGT TCIGGATACT TATGGGITAT ARATTTTICG GGRRAGTCTG 25(

18-4DCHI.DNA 201 TTCTTARDAC TGTGTARATA AGTGGGT-AC GGARRATTCG GRARATCCGG 25(
260 270 280 290 300

18-1DCHI. DA 251 GITTTCCMAG GSGCCTTCAR ATTTCGGECC GERATT. ... -ccceees-- 30(

18-4DCHT . DNA 251 TTTTTCCEAG GGEGCGTTCAA ATTTCAGGGC CTARAT. ... -eeeeeecn- 30(
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Aislado 23

23-32DRO.DNA
23-36DRO.INA

23-3ZDRO.DNA
23-36DRC.DNA

23-32DRC.DNA
23-36DRO.DNA

23-32DRO.DNA
23-36DRO.IDNA

23-3ZDRO.DNA
Z23-36DRO.DNA

23-32DRC.DNA
23-36DRO.DNA

23-32DR0O.DHA
23-36DRI. DHA

10 20 30 40 50

1 AATATAGGCT ARAGTCTTATT TCTGRATTIG TCCTATIGTG TATTTATGAR

1 ARTATACAGT GTGGTATAGR TGAGTGTGRG TGTTATTTTG ATTTGATTGA
60 70 80 90 100

51 TGTTAGTARC GRRATGAGTT GATTAGTAGA GITIGTTTGS TAGGATTTGT
51 TAG-AGTGTA GTAATGTTGT GATATACTGT GGTGATARGA ATAGACATGG
110 120 130 140 150

101 TTTIATGTACG TTGAT-TAGA TTTGAATGTA TTA-AGTATA TATGTITGTA
101 ATTA-GTRAG TGAGTATAGH TT--ATTCTG TTATAGTTTG TTTTGITGCT
160 170 180 190 200

151 AGAGGGTATG ATATAGGTAT GETATACSGTG GTTATATTCT GARTTGCTTGA
151 ACTGT-TATA CTGTTCATTC AATTTAGA-G GTATGATARG GTAGTATAGG
210 220 230 240 250

201 TA-ATTTGTT ATA-ATAGCT AGGTCAGARA TTCGGTARAC TITGATTTIG
201 TTTATTTTTG GTACGCTTAT GATCCTGARA ATGCAGRRAA CTCCETTTIG
260 270 280 290 300

251 GGAGGGGCET TCARATTTEG BECCTGCARAK © . \vvrven srvenecnns
251 GGRGGEGCGT TCRAATTTGE GGCCGTRATT wvvvvvecee eevenenses

jza.afs

107

5(
5(

10(
10¢

15(
15

20«
20¢

25(
25(

30(
30¢
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continuacion figura 31

Aislado 27
27-26DRO.DIA
27-27DRO.DNA

277-26DRO.DNA
27-277DRO. DNA

27-26DRO.CNA
27-277DRO.DNA

27-26DRO.INA
27-27DRO.DNA

27-26DR0O.DNA
27-27DR0O.DNA

27-26DRO.INA
27-Z7DRO.INA

27-26DR0.DHA
27-Z7DR0.DHA

10 20 30 40 50

1 BATATAGGAA TTGTTATCGT GIGTTTA—T TTCGATARTT TAGATTTGTA

1 AAC-TATAAG CTGG-ATGGT ATTGTTACTT TTTGTTAGTT AGRATTGEIC
60 70 80 90 100

51 TATIGRGATT TGTTAGAGAT G--AGETT—— AGTGGTGAGT AGTAGATACA
51 TAGTGTAGAT TATGACATGT GCITATCTACA AGCTTTGAAT TCGIGATALG
110 120 130 140 150

101 TIGTTAGTGA GTTATGATAC ATTGATTIGA TAGATAAC-T ACCT-TAART
101 ATAGTATAGA GTTGARTTAC TATGTTTTAG TTTGTTATGT TTGAATGTAT
160 170 180 190 200

151 GI-TATAATG -GIATACGTG GGTGATAGGA TACATGGTAG GITTGT-—-A
151 GTATATAGTT TGTATGGTRA GATTAT-GGG TGGGTIGIGG ATTCETTAAG
210 220 230 240 250

201 GTAGCGTTGCT TCCETTTGIT -ATAGCTTGA GGITATAATT TTGIGGAAAG
201 GTGREATTGCT TGGECTGACA GATATTTGAA GGTTTARAIT TCGTG-ATTT
260 270 280 280 300

251 TTAGGTTTTG GGAGGGGCGT TCAACTTITG GGTCCGEAIT .vvvvenen.
251 CTTGEITTIG GEAGGGGCGT TCAGATTTGG GGCCGCARAA ....ccvww-

AJlS.B%

5(
5

10(
10t

15
15t

20(
20(

25(
25(

30t
30(
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continuacion figura 31

30-24DR0.DHA
30-Z5DR0O. DN&

125.3%

Aislado 30

10 20 30 40 50

30-24DRO. DNA 1 ARCTATAGCA TACT-—AGGC TTGIGTATTA ATAAATTTCA ATTGTGACTA 5

30-25DRO. DNA 1 AA-TATAGGA AGTTTAAAGC TTATGGTTTA ATAG-TTTAT ATCAGATCTT 5
60 70 80 a0 100

30-24DRO.DNA 51 GAATGTGGTG AGGATAGGAT ACAGCACACG AGTATGTTTT AAAATGTCTG 100

30-25DRO. DIA 51 GARATGEITG ATGATTGTG- —AGTGAAST ——TATAACGT CAAGTGGACA 10
110 120 130 140 150

30-24DRO.DNA 101 GTAGATTGIG TGAGTTGATG TATGAAGAGT ATATATGTTA TAGTTTATET 15(

30-25DRO. DNA 101 GTAGATTGTA CAGTTIGGIT TG-ATTTATT TGATTTATTC TGATTTAT-T 15(
160 170 180 190 200

30-24DRO. DA 151 TTATTARGTG TGTGGITGIT GAT-TACTGT GATGIGTGET GTGGTAGTAT 200

30-25DRO. DNA 151 ATATTA--TG TATTATTATG AATATGTTAG GGIGTATTEG TTGETTCIC— 200
210 220 230 240 250

30-24DRO.DIA 201 TTGTTTTGIT ATTGGIGGAT TTTGETACTA AAAATTTCTG GGAATTTTCE 25¢

30-25DRO. DNA 201 --GGTTIGTA AC—-ATARAA TGGTGGETTA GAARMA-CTG CAAATTTGIG 25(
260 270 280 290 300

30-24DRO.TNA 251 TITTGGGAGG GETGTTCAGA TTTTGCGCGS AARAT. ..o wuerenn... 300

30-25DRO. DNA 251 TITTGEGAGG GGCGITCAAA TTTGGEECCC GAAAT. . .v' veveeenn.. 30t
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continuacion figura 31

36-33DCH.DNA
36~35DCH.DNA

Aislado 36

10 20 30 40 50

36-330CH. DNA 1 AATATAG-CA CTGTTGTIGG TTTATGG-AT TTGATAMAGG CGIGG-TGGT 5(

36-35DCH. DA, 1 AATATAGGTA TTCGTGGGTG TAGETGGGAT AAGTTGATGT TGTAGATGGT 5¢
60 70 80 90 100

36-33DCH.MA 51 TATTA—TG ATGTASTGTA CTATTGAGGT TGTGCTGATA GAGAGTGGAT 10(

36-35DCH. DNA: 51 TGGTGRATCG ATGTGTTAAG TTGTTTTA-T TETGGT-ATA GAGTGTTTGA 10t
110 120 130 140 150

36-330CH. DNA, 101 TAGT-TGTAG ATT-TGTG-A TGLTRATTTA TTCAT-GATA CATTAATAGE 15¢

36-35DCH. DNA 101 TATTATGTTG ATTGTGTACG TATTAAGTTT TTCGTTGGTG GATGGAGTGA 151
160 170 180 190 . 200

36-32DCH. DNA 151 TTGITIC—T TA-ACTTATG TATGAGGGTA GGTGTEGTAG ACTAGGTGTA 200

36-35DCH. TNA 151 TAGTATAAGT TATGTTTGTC T-TGAATGTT GGTGTTCTREA G—-AGTTGGA 20t
210 220 230 240 250

36-33DCH.DNA 201 TGGTGTGETA TTGATTAATA CTTGAGGTGA TAARATTTAT GGGGGAAGIT 25(

36-35DCH.DNA 201 TCATAGAATG TIGGTTARG— ——TGGGTTTG GARRATT-GI GGAGG——GTT 25¢
260 270 280 290 309

36-33DCH.DNA 251 GATTTTGECL GGEECETICA BATTTATCEC BGARBAT... .vveven--- 304

36-35DCH. DNA 251 GCTTTTCGER GGEECGTTCA ACTTITGRGE CEGARAT. .. wvevanene- 301
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continuacion figura 31

Aislado 38

10 20 30 40 50

38-31DJU. DNA 1 AATATAACCA GTGTGTGGEC- ~TTAGGETTE GECTT-GOTT ATACATGITA 5

38-32DJU.DNA 1 BATACAGCAT GTAGATGGTA TTTAARGTTG AGTATAGGTT TCATATGTTA 5
60 70 80 90 100

38-31DJU. DA 51 TTG-TATGT- TTGTTGCGIC TGG-ATGTGT TATTCTTACT TATGTAGTTA 100

38-32DJU. DNA 51 GAGGIGIGTA TTGTATTGIG TGATGTATGT TGATCATAGT —ACAGGATAG 10(
110 120 130 140 150

38-31DJU. DA 101 TGTAGTTCAT TATTCATTCA CCACATAGTA TTATATARAT TATATTCATA 150

38-32DJU. DNA 101 TARCGATGAG GAGACTTAAG TTATAGTTGA TTCTGTCTGT AATGTTAGTA 15
150 170 180 190 200

38-31DJU.DNA 151 ATTTTCTTAT AATGTTATGT TATATAGTTT GITCTTTATT ATATATGATE, 20(

38-32DJU. DNA 151 GTTGI-TTAT GIT--TGTAT AAGTTGATGT AG-GTACCET ACTTCTTAGA 20
210 220 230 240 250

38-31DJU. DA 201 TCGGTACGTC TTCTACGEST AAGAGTGGEET TCGARAPATT GCGGAAATTT 250

38-32DJU.DNA 201 TGEGTTACCGG TTATTCTAR- AATTTGGGGT TCAGAAATTC GTGAAACTCT 25(
_ 260 270 280 290 300

38-31DJU.DNA 251 GETTTTGGER. CGCGCETTCA AATTTGECEC CCARARR . .. ovvvnnnnn. 30

38-32DJU. DNA 251 GGTTTTGGEA GGGGCGTTCA AATTTCGGAC CGCARRR. .. o oven.... 300

38-31DJU. DNA

23.8%
38-32DJU.DHA
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continuacion figura 31

Aislado 50

50-2DJUT . DNA
50-3DJUT.DNA

50-2DJUT.DNA
50-3DJUT.DNA

50-2DJUT.DNA
50-3DJUT.DNA

50-ZDJUT.DNA
50-3DJUT.DNA

50-2DJUT .DNA
50-3DJUT . DNA

50—-2DJUT . DNA

50-3DJUT .DNA

50-Z2DJUT.DHA
50-3DJUT. DHA

10 20 30 40 50

1 AATATA——-T ACGITATGCA TCCAACGGTEA GARTTGAGTT ARTGETTGTT

. AATATACAGT GAGTTATGGEA TGGGA-GGTA —AGTTATGTA CITTEATICT
60 10 80 90 100

51 TGGGETATCT- GTAGATAAAG TTCTAGATTG TATGTGTGAG —-GIGLARTGT
51 TATGTTTATT GITTGTTTAG TTGTGITTGE TATCATTGTG TATATAGITT
110 120 130 140 150

101 —-TTATGTG AGG-TGITGT ATATCGTTAG TTAGAGTGTT ACTGAGTGTA
101 GGGITGICTS AGGACGTGAG AAGTGGTTA- TTATAGTGTG ATAGATTATA
160 170 180 190 200

151 TTTGIGITTG ATAGTACAGT AAGTTTGTAG GTATAGTTTG TTATTIGCTG
151 —-GTATTTA AT-—-TTGT AC-TTTATAC TTCTTATCCA TTAATCA-TA
210 220 230 240 250

201 TTCIGGI-TA TAGITATGIG GTATGEICCA ACTTAGGG-— GICAGAAATT
201 TTATAACATA ARTTCTTGTA CIG-GITGGT GGTARRGGTG GITGRAGATT
260 2770 280 280 300

251 TACGEAMATT CTGGTTTTCG GREGGGCGTT CAGATTTTGG CCGERARAT.
251 TCTGSAARTA CCGGTTTTGE GAGGGGCGIT CAACTITTCG GGCCAGRAT.

122.0%

5t
5

10¢
10¢

15(
13(

20¢
20t

25(
25(

30¢
301



continuacion figura 31

Asilado 59
10 20 30 40 50
59-11DJA. DNA 1 AATATAAGGT -AGAT-TGGT AGTTAATGCT TTATTTATTA TTCTGTAT-A 5t
59-17DJA. DA 1 AATATAGACT TCGGTICTGGT GATAGAGTAT AGGTCTAGGA ATTTATATGA 5
60 70 80 90 100
59-11DJA.DNA 51 TATTTGTGAT ATTAGTATGA GACGGATGAG AGAAGTGTTT GTGGAGTTET 10
59-17DJA. DNA 51 TAGTTTTAGT GAGTGTATTA TAGTGATGET ATAGAGGAT- GTGATGTAGT 10(
110 120 130 140 150
59-11DJA.DNA 101 TATCGATT-G TTTGTTTEIT GATTATTATG TT-—-ATTGT ATATGTTATA 15¢
59-17DJA.DNA 101 -ATGAGTTAG AARTGCGAGAT AGAAATTTTG TTTACATTGT TTATGTTAC- 15¢
160 170 180 190 200
59-11DJA. DA 151 CTATTATTTA TETTGICGEG TIGTA-GOTG ~GTGTATGET TECTGTCGTT 20
59-17DJA. DNA 151 CTAATGTTTG TTATCTAAGG TTGAATGGTA TGTATGTTGA TAGTGTGCTG 20
210 220 230 240 250
59-11DJA.DNA 201 ATT-——GGTA CATGGTARAA TTG-GIACGE AAATTCTGEE AAAGTTAGTT 25(
59-17DJA. DNA 201 GI'TTGGAGTA TGTGGIAAGG TTAAGGCTTA AAAATTTCGE AAGCCTCGIT 25(
260 270 280 250 300
52-11DJA . DNA 251 TTGGEAGGGE CGTTCARCTT TIGGGETCAG ATT. cvveer vecoeeenns 30(
59-17DJA.DNA 251 TTGGGAGGEE CGTTCAACTT TTGGEGTCEGA TTT . v cece ameeeeenns 30t
59-11DJA.DNA : .:’25_ -
59-17DJA.DNA st
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continuacion figura 31

Aislado 66

66-22RJA.DNA
66-23RJIA.[NA

66—2ZRJA.DNA
66—23RIA.INA

66—22RJA.TNA
66—-23RJIA. DINA

66—22RJA.DNA
66-23RJIA.INA

66—22RJA.DNA
66—23RJA.DNA

66—Z2ZRJIA.DNA
06—23RJA.INA

66-Z2RJA.DNA
66-23RJA.DNA

10 20 30 40 50

1 AATATARGGEA ATTGTTIATG ATGRITIAG- AGTATTGATT T-GITTGRAAT

1 BATATAGRGC GIGEATTATG ATCCTGRAGAT ARTCGTTGATA TAGTTIGRTT
60 70 80 S0 100

51 ATGT-TIATA GTAG— A GIGTGGCAGA CICITA-TGT ACTAGITIG—
51 ATTTGITATT ATAGTTTTRAA TTGTATTGRA GITGIAGCTT AGRCATATAR
110 120 130 140 150

101 TATGCAGTGT GITGTAGIZA- TAGTTGTAAT TGIGGCGTGT ATATACTITG
101 CECAGANRCAR DTGGTRAGTAG TGRAGNTAGA TTTTGTGAGT —TGIATARRG
160 170 180 180 200

151 ATC-TATGTT ATATATTATT TGITRATTAT GATTGIRTAG GTAGTGGATG
151 ATAGTATGIT ATAGTTIATT CATTA-TTRA GATACTAGIG GAGATRAGTG
210 220 230 240 250

201 GITGIRAGTG RGGTGGARNT GGTGIGCTARA ATTTTGAGRA ACTTGTGITT
201 —TTGCATGIT RAGGITARATGT TGAGCTTGAA ANTGCTTTGG GITIGGITIT
260 270 280 280 300

125.1%

50
50

10t
10(

150
15¢

20t
201

25(
25

30t
301
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continuacion figura 31

63-43DJA.DNA
68-44DJA.DNA

123,

Aislado 68

10 20 30 40 50

68-43DJA.DNA 1 RATATAGGAT TAGTACGGTG A-———GTGAA GGTTATATGT TGTATGTTGA 5(

68—44DJA. DNA 1 BATATARGGG CAGTGGTATA ATATTATTAA GATGGTAT-T AGTATGTTAT 5(
60 70 80 90 100

68-43DJA.DNA 51 TGACAGTTG- -TATATTCA- AGACATAAAG ATGETAGGTE TTTGTTGTAS 100

68-44DJA. DNA 51 AGTTTGTTTC CIGTATIAGT GAATGTAGTT TCAACAAGAG GACGT——TAG 10(
110 120 130 140 150

68-43DJA.DNA 101 TGAATGTIAT AGTTTGTC-G TGTTAAGTTT GTAAGTTGGT GTTABACTGT 15¢(

68—44DJA . DNA 101 TGAAGAGT-T AGTTAGTAAG TGARTGATGT GTTA-TTAAT GTTGATAAGT 15
160 170 180 190 200

68-43DJA.DNA 151 ATTATATTGT TTATTGGTTG GIGT-TAGTT GGGTTEGETCC TATGITIGIC 20(

68—44DJA. DNA. 151 AT-ATTAAGT TTATARATGT TCCTATARCT GTGTGGATGG GTTCTATAGG 20
210 220 230 240 250

68-43DJA.. DNA 201 TGGTATTGCT GTRATTTETG GTATTARLAL TTTCGAGARA CCTCGTTTIG 25(

668—44DJA.DNA 201 TTTTGAIGGT -TARRATGAG GTGC-GGARL TTTCCACABA GCTGATTTIG 25(
260 270 280 290 300

68-43DJA.DNA 251 GGAGGGGCGT TCAACTTTTG GEGCCGGEA Te v vveeees vmeevannns 30(

68-44DJA. DNA 251 GGRGGGECGT TCARATTTG GEGCCECARE T - v eeen emenvennns 30(
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continuacion figura 31

72-3DJUT . DNA

: ""?'2?.6%

Aislado 72
10 20 30 40 50
72-2DJUT.DNA 1 AATATAGGCT TGGGTIATAG GITGGATATA ATGGIGITAT RATGTAGTTT 51
72-3DJUT. DNA. 1 PATATAGTGT GGGCCTATAG GTGITGITGA ATGETGIAGT GA-GT—TIT 51
0 70 80 90 100
72-2DJUT.DNA 51 AGTTATGTCT TIAGTTTGG TATGGIAGTA TTGATGIGIA -GIATGTARAC 100
72-3DJUT.DNA 51 GATTGIATGT GIA——TTATG TGTGTTATAT TTCATATCGR TCIGICCRATG 101
110 120 130 140 150
72-2DJUT . TR 101 ATARAGTTGT —ATACAGTGE TGACCAGTAC ATGATTATAT ACTTAGAGTT 15
72—3DJUT.DNA 101 ACARRCGAAT GAGARAGAGT TGAGTRAGGT TTTGITAGIT TGAGAGIGAT 15(
160 170 180 190 200
12-2DJUT . TR 151 —ATIGIT-& ACAG-TRTAG TT—TAGRRC ATTAATG-AT TACGTTACTG 20¢
72-3DJUE. DN 151 CAATTATTTA ATABRCTATAR TTGITIGAAT ATGIATACAG TGGETTGEIT 20
210 220 230 240 250
72—2DJUT . DNA. 201 GITGCGTTAT TATGGIGEE NTGG-GTATC GGARATTTCT GGRAGTCTCG 251
72-3DJUT . DNA 201 ATTGGGT-GT TGCGGTTARA ATGGTCAGIT GGARAATTET GEZA-TCTAG 251
260 270 280 290 300
72-2DJUT . DNA 251 TTITCGGRAGS GGCGTTCAAC TTTTGEECCE CAART . - o ov cacnanann- 301
72-3DJUT.DNA 251 TTTTGCGAGE GGOGTTCARC TTTTGEEEGC CBART. . vve cevencnnes 300
72-2DJUT.DNA
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2. Determinacion de la variabilidad génica entre las regiones hipervariables
clonadas del minicirculo del ADN cinetoplasto (kDNA} entre aislados de
Trypanosoma cruzi (1. eruziy del mismo departamento.

A continuacién se agraparon por departamento las secuencias de las regiones

hipervariables clonadas del minicirculo del kDNA, de los clones analizados por
secuenciaeion. En el euadro 9 se da una idea general sobre que aislados. son de cada
departamento, mientras que en la figura 32 se muestra las alineaciones de las secuencias
de las regiones hipervariables clonadas del minicirculo del kDNA de los clones y el

diagrama de simititud, organizadas por departamento.

Cuadro 9
Aistados agrupados por departamentos
Zacapa Jutiapa -Chiquimula  Santa Rosa Jalapa
10 4 18 23 59
12 38 36 25 66
13 50 27 68

14 72 30
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Figura 32
Alineacién de secuencias de las regiones hipervariables del minicirculo del ADN
cinetoplasto (kDNA) de los clones, organizadas por departamento, asi como su diagrama
de similitud. Las secuencias se muestran en orientacion 5°-3°.

Jalapa
10 20 30 40 50
S9-11DIA.TNA. 1 BATATARGG- —~TAGA-T-TG GIAGT-TRAT GCTTTATITA TIATT —-GT 5
59-17DIA.DNA 1 AATATAGAC- —TTGGGTCTG GIGAT——AG AGTATAGGTG TAGGA—-AT 5
66-22RIA.DNA 1 DATATARGGA ATTGTTIATG ATGATTTAG- AGTATTGATT T-GITTGAAT 5¢
66-23RJA.DNA 1 RATATAGAGC GTGGATTATG ATGGIGAGAT AATGTTGATA TAGTTIGAIT 5¢
68-43DJA. NA 1 AATATAGED- —TTAG-TACG GIGAG-TGAA GGIT-ATATG TTGI——AT 5
68-44DJA. DNA 1 RATATRAGG- ————GCA GIGETRTAAT ATTATTARGA TGGIATTAGT 5¢
60 70 80 90 100
59-11DJA.DNA 51 GIATETATTT GTGATA-TTA GIATGARACG @IGGGA- —AGTCITIG 10t
59-17DIA.INA 51 TTATATGATA GITTTAGTGA GIGIATTATA GIGATGGIAT AGAGGATGIG 10t
66-22RIA. INA 51 ATGT-TIATA GIEG— A GTGTCGCAGR CTCTTA-TGT ACT-AGTTIG 10t
66-23RJA. DN 51 ATTTGITATT ATAGITTTAA TTGIATTGAA GITGIAGCTT AGA-CATATA 10t
68-43DIA. DNA 51 GITGATGACA GITGTA-TAT TCRAGACATA AAGNTGGTA- —GGTGITIG 10
68-44DIA.DNA 51 ATGTTATAGT TTGITTCCTG TATTAGTGRA —TGIAGITT (PA-CAAGAG 10t
110 120 130 140 150
59-11DJA.DNA 101 TGG-AGTTGT TATCGATTGT TTGIT-TGIT GATTAT-TAT GITATTGIAT 15(
59-17DIA.DNA 101 ATGTAGTATG AGITAG-RAT GCGAGATAGA AATTTTGTTT AG-ATTGITT 15(
66-22RIA. DNA 101 ~TATGCAGTG TGTTGT-AGT -A-TAGITGT RATTGI-—G GCGTGIATAT 15¢
66-23RJA.DNA 101 ACAGAGANCT ARTGGT-AGT -AGTGRAGAT AGATTT-—T GIGAGT-TGT 15¢
68-43DT8.DNA 101 TTGTAGTGAR TGIT-ATAGT TTGTCGIGIT ARGTTIGIAA GITGGIGT-T 15(
68-44DJA. DNA 101 GAGGTTAGTG RAAGAGTTRGT TAGTRAA-—GT GARTGA——T GIGT-TATTA 15¢
160 170 180 190 200
59-11DUA.DNA 151 ATGTTATACT ATTATTIATG TTGPGGGGIT GIAGGIG-GT GIATGGITGC 20
59-17DIA.DNA 151 ATGTTRCCTA ATGTTTGITA TCIAAGETTG AATGGTATGT ATCTTGRTAG 20x
66-22RJA.DNA 151 ACTTTGATC- —TATGTTATA TATTATTTGT —TRATTATGA TTGTATAGGT 201
66-23RJA.NA 151 ATAAAGATR~ GIATGTTATA GITIATTCAT —TA-TTARGA TACTAGTGGA 20
68-43DJA. DNA 151 ARACTGTATT ATATTGITIA TTGGTTGGTG TTAGITG-G- GI-TGGT-GC 20
68-44DIA. DN 151 ATGITGATAA GIRTATTA-A GITTATRBAT GITCCTATAA CTGTGTGEAT 20
210 220 230 240 250
59-11DJA.DNA 201 TGTGGITAT- TCGTAC—AT GGIARRAT-T GGTAC-GGEA ATTCTCGGRA 250
59-17DUA. DA 201 TGTGCTGEIT TCGAGTATGT GGIAAGGTTA AGGGITARAA ATTTCG-GRAA 25
66-22RIA. DI 201 AGTGGATGGT TG TRAGTGA GGTCGARATG GIGIGIARAR TTTTGAGRAA 25(
66-23RTN. DNA 201 GATRAGTG-T TG-CATGTTA GGTTAATGIT GAGGITGAAA ATCCTTTGEG 251
68-43DJA. DA 201 TATGTTTGTG TCGIAT-TGC TGIAATTTCT GGTATTARAR ATTTCGAGAR 251
68—44DTA. INA 201 GGGTTGIATA GG-TTTTGAT GGTTARAATG AGGTGCGERA ATTTCCAGRA 251
260 270 280 290 300
59-11DJA.DNA 251 AGTTAGTTTT GGGAGGGECG TTCAACTTTT GGGGTCAGAT T....-.... 300
59-17DIA. DA 251 GCCTGGITTT GEGAGGEGECE TICARCTTTT GGGTCGGATT T.vwnen... 300
66-22RIA. DNA 251 CTTGIGITTA GGGAGGGGCG TTCARATTTG GGGCGEARRA T.... .. . 30t
66-23RJIA. INA 251 TTTGGTTTIT GGGAGGGECG TICARCTTTC GEGGGCCARA T.nvnenw.. 301
68—-43DIA. DNA 251 ACCPGGITIT GGGAGGGEECG TTCAACTTIT GGGGECCGERA T.'vvw.-... 30
68-44DJA. DNA 251 BGCTGATTTT GGGAGGGEECG TTCRAATTTG GGGOCGCARA T.wwvw.n.- . 300



continuacién figura 32

59-11DJA.DHA
‘F8-43DJk.DNA
59-17DFA.DNA
6622074, DHA
66-23RJA.DNA
63~ 44074 DNA

5. 4%

Hada 3%

23.5%

119
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continuacion figura 32
Zacapa

10-12DZA.DNA
1.0—15DZA.DNA
12-10RAA . DNA
12-11RZA.DNA.
12—-1RZA.DNA
13—-10RZA.DNA
13-15RZA.DNA
14-3DZA.DNA
14-7DZA.DNA

10-12DZA.DNA
10-15D2A. . DNA
12-10RZA . DNA
12-11RZA.DNA
12—-1RZA.DNA
13-10RZA.DNA
13-15RZA..DNA
14—-3DZA.DNA
14-7DEZA .DNA

10-12DZA.DNA
10-15DZA.DNA

12-10RZA . DNA-

12-11RZA.DNA
12—-1RZA.DNA
I13-10RZADNA
13-15R%A. . DA
14—-3ZDa% . DN
14=7DZA. DA

10—-12DZA . DNA
10-15DZA..DNA
12—-10RZA.BINA:
12-11RZA.DNA
12-1RZA.DNA
13-10RZA.DNA
13—15RZA . DNA
14—3DAA.DNA
14-7DZA .DNA

10-12DZAENA
10-15DEA . DNA
12-TORZA.DNA
1Z2-11RZEA-DNA
12~1RZA .DNA
13-1ORZA  DNA
13—15RAA.DNA
14-3DZE . DNA
14—-7DZA . DEA

10-12DZA . DNA
10=15PZA.DNA
12-10RAA. DA
1Z2-1IRZA.-DNA
121 RAA . DNF
13—-EORZA . BNA
13-15RZA . DA
14—-3DZA.DNA
14-7DZA. . DNA

10-12DZA . DNA
10—-15D7AA . DA
1Z—1LORZA . DNA
12-11RZA.DNA
1Z2-1RZADNA
13=-10RZA.DNA
13- 1ORES.DRNA
14—3DEMN . DRA.
14—-FRZA . DNA

RHRHHEEBHERRR

51
51
51
51
51
51
ST
51
51

101
101
101
161
101
101

101
101

151
151
151
151
Is51
151
151
151
151

201
201
201
201
201
201
201
201
201

251
251
251
251
251
251
25%
251
251

301
301
30%
30L
301
301
301
3GE
301

GATerrrvre
AT e ceanns
727 N
ART.wvee--
ARE-ccccoe

20
—TA-A-GTTT
AR-TG-GTT—
GCGGG—ATAT
GTGGG-GT-G
TT—TG-GTT—
TTATG-GTTT
TTGETTATCA
TTETG-——CA.
ATGGGTAGGA

70
T-GETGA-GT
TA-GTTAGAT

TE—GCTGTTT
GT-GTAGGAT
TG-GTAGTCET

30
GATG——TCGT
ACGTGA-BTGE
AATGAATTTG
GGETGGGCTAG
ATTAGTGTGT

TTGTTAC-TG
TEASTEFI—GA
TAGTGAR=TA

180
AA-TCGTT-CT
GETAGTTGER
—TETETTARC
TCATGTTAGT

"IEETSPEEETEE

GIT—-TGTTG-T
TCEEASTETAT
ATETGTTGEGC
CGATATTTAT

20

TEETTTGTA—
AOGERTARGC
—CGETCTAAGCG
CCEIATACT—
GGEIGECTTTGT
TPEETPACCTTGH:
—SET-ITNTAG

ATACGTARTGA.
GGITTGTTAA
ATTATA-TGT
ACTATAATGA
GTTTCGATAG
AGATGARTGA.
AARGTAACGTTG
A——TGATTGA.
ACTC—-TTG
140
TAGAGTATAT
ATCTICT-AAG

CC-AATAANG
AGTGATETRAR
ACGTTGCT-TART"

TGTTETATTA
TATTTGATTIC

TATFCTTTE

CATT-AATT~

150
TAAACGTATTT
TACGAGEEET
TATSTE-TCG
TPCATAATCT
TACTTETIET
CATAGGERAGE

50
GTATA-GT-T
GTATETGTAT
GTACTTGGAA.
GTACTGARATG
GTTATTGGAT
GGTTIGGTICT
TTTTGAGTTA
GGATAGTTAT
TTATTAATTT

100
CATTGACTGA.
TGTARGTAGH
TTGATTTTGT
TTTGTT-TAT
TETA——CARG
GATAGGGTGT
TACARCAGAG
—ATACGATAG
TATACTATTG

150
GCTATG—TCA
TT-ACTGTAT.

AP-TEEATEE—
GIT-TEGGTGT
AT-GTT-TGT
CT—-GTAATCT
TTAGTTATGA-
TF——EGETTGE
~TAGT=CGT=A

=60

TTTGGTTGGA
ACGTTCGATAL
APGTETATT
ATTTGCTGTA
TTATTTGCIGE

rryseTrecrer

10t
1ot
10t
1ac
10¢
1ot
10(
10t
10t

15¢
15¢
15¢
15¢
15¢
15¢
15¢
15t
151

20(
20¢
20¢
20¢(
20¢
20t
20¢
201
20t

25¢
25¢
25t
251
25¢
25¢
25¢
25t
251

30t
30¢
30t
30¢
30¢
30¢
30«
30¢
30¢

35¢
35t
35¢
35¢
35¢
35¢
35¢
35¢
35¢
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10-1SDZE.DHA. ———— o

12~1RZ&.DHE

13-1SRZA.DMA ———— ¢
14-7DZE.DHE  ———— ]

10-13DZ4. DA ——————ton a1
13-10RZA.DNA ~——

12-11RzA. DMA 26,93
14-3DZa.DNA -—-=—-====—‘

23.7%

27.0%

12-Y0RZA. DA

21.9%
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Jutiapa
10 20 30 40 50
238§-31DJU.INA 1 ARATATABCCA ——-—-GIGTGT GGCITAGGGT TGGGCTTGCT TATAGATGTT 5S¢
38-32DJU. A 1 RAATA——CA ————GCATGT AGATGGTATT TARAGTTGAG TATARGCTTTG 5t
4-5DJUT . DA 1 BATATAGT — ————ACCTGT GGTGGTGAGC TGTIGTGTAAT GGTAGATGGT 5(
4—6DJUT . DNA 1 ARTATA-GCA TGGGATTTGG GATTAT-GGT TTTGATTITGG TAATGTGTIGA 5¢
50-2DJUT . INA 1 AATATATACG TTATGCATGC AACGGTAGAR TTGAGTTAAT GGTITGTTTGG 50
50-3DJUT.NA 1 AATATA-GAG TGAGTTATCG A——TGG-GAG GTAAGTTATG TACTTTG—- 5¢
72-2DJUT . INA 1 AATATAGGC- TTGGGT-TAT A—GGTTGGAR T———--ATRAT GGT-GTTATA 5(
72-3DJUT.INA 1 RAATATA-GTG TGGEGGC-TAT AGGTCTTG— TTGA-——-AT GGT-GT-—A 5(
60 70 80 S0 100
38-31DJU.DNA 51 AT-TGT-ATG TTTGITGCGT CTGGATGTGT TATTCTTAG— TTATGTAGTT 10¢
38-32DJU.INA 51 ATATGTTAGA GGTG-TGTAT TGTATTIGTGT GATGTATGT- TGATCATAGT 10t
4-5DJUT . DNA 51 AT-TGTTACA GTAGAT-TGA —-TAGTTGTGT AGGCTTAGA- TTGTATTGTT 10t
4-6DJUT . INA 51 ATGA-TAGTA GTGATGTTGT TAGATCGITT ATGT----TC TAGTGGTAG— 10¢
50-2DJUT . DNA 51 GTAT-GTGTA GATAARGTTG TAGATTGTAT GTGTGAGGTG TAATGTTTAT 10¢
S50-3DJUT . IMNA 51 ATTC-TTATG TT-—-TATTGT TTGTTTAGTT GTGT-———-T- TGGTATCATT 10¢
T2-2DJUT . IRA 51 ATGTAGTTTA GTTATGICTT TAGTTTGAGT ATG-GTAGTA T——TGAT-GT 10t
72-3DJUT . DNA 51 GTGAGTTTTG ATTGTATGTG TA-—TTATGT GTGTTATATT TGATATCGAT 10¢
110 120 130 140 150
38-31DJU.INA 101 ATGT-A-GTT CATTATTCAT TCACCACATA GTATTATATA ARTTATATT- 15¢
38-3Z2DJU.INA 101 ACAG-GATAG TAACGATGAG GAGACTTARG TTATA——GTT GATTCTGTG— 15¢
4-5DJUT. INA 101 ATGA-ATGTA TGITARAC-T GAAACATGAG TTAGARGGTG ARARGTGGTT- 15¢
4-6DJUT.INA 101 EAG-TGTIGTA GTGRAGATTT GTTATTTGTT GITGTATGTA GTT-CIGITA 15¢
50-2DJUT . IRA 101 GTGRGGTGTT GTATATGGTT AGTTAGAGTG TTACTGRAGTG TAT-TTGTG— 15¢
50-3DJUT . INA 101 STG-TRTATA GTTTGGGTT- GTGTGAGGAC GTGAGRAGTG GTTATTATAG 15¢
72-2DJUT . INA 101 STAGTATGTA ACATARAGTT GTATAGAGTG GIGAGCAGTA CAT-GATTA- 15¢
72=-3DJUT.DNA 101 GTG-TGCATG RCAARGGAAT GAG-ARRGAG TTGAGTARGG TTT-TGITAG 15¢
160 170 180 190 200
38-31DJU. IRNA 151 CATAATTTTC —TTATRATGT TATGTTATAT AGTTTGITGT TTAT——TATA 20(
38-32DJU.INA 151 TGTAATGTTA GTAGTTGT-T TATGTT-TGT A-TAAGTTG—- —-AT-GTAGG 20t
4-5DJUT.DNA 151 GATA-CATTT —TARTTGT-T TATGTTG-AT GATTATTTAG TTGT-ATATG 20¢
4—6DJUT . DNA 151 TGTAGTATAA TATATTATTG AGCR-ATGGET AGGAGGTTGA TGITGATAGGE 201
50-2DJUT . TNA 151 TTTGATAG—— TA-——CAGTA AGT-TTGTAG GTATAGTT-— TGT———TATT 20t
50-3DJUT . DNA 151 TGTGATAGAT TATAGTATTT AATTTGTACT TTATAGTTCT TATCCATTAA 20t
72-2DJUT . DNA 151 TATACT——— TA-——GAGTT ATTGTTAAGA GTATAGTT— TAG-ARCATT 20t
72-3DJUT . DNA 151 TTTGAGAG—-- TG-RTGAATT ATT-TAATAA CTATAATTGT TTG-AATATG 20t
210 220 230 240 250
38-21DJU.INA 201 TATGATATCG GTAC-G-TC- TTGTA——-—— CGGGTRARGA~ GIGGG-TTCG 250
38-32DJU.INA 201 TAGGGTAGTT GITA-GATGG TTACCGG-TT ATTCTARAAT TTGGGGTTCA 25¢
4-5DJUT . NA 201 TATAGTATAT ATTT-GATC- TGGTAGT-TC TTGGTARAAT GTGGT-CACG 25¢(
4—-6DJUT . INA 201 TGGTG———— ——ATAAGTTG CTGTA—AGT —-TG—TARRARR TRAGG-GTTG 25¢
S50-2DJUT . DNA 201 TGCTGTTGTG GTTATAGTTA T-——GTGGT— ATGETGCARAG TTAGGGGTCA 25¢
50-3DJUT . DNA 201 TCATATTATA ACATAPATTC TTGTRACTIGGT —-TGGTGGTRAA AGGTG-GTTG 25(
72-2DJUT.INA 201 BAATGATTACG TTACTGGTTG C---GTTATT ATGGTGGAAR T-GGGTATCG 25¢
72-3DJUT.NA 201 TAT-ACAGTG GTT-TGGTTA TTG-GGIGTT GCGGTTAARRR TGGTGAGTTG 25¢
260 270 280 290 300
38-31DJU. DNA 251 AABRAT-TGC GGARAT-TTG GTTTTGGGRAG GGGCGTTCAA ATTTGGGGCC 30¢
38-32DJU.INA 251 GABATT-CGT GRARGT-CTG GITTTGGGRAG GGGCGTTCRA ATTTGGGACC 30t
4-5DJUT.IDNA 251 GAGAA——AT ARGAAT-TTT GTTTTGGERG GGGCETTCAA ATTTGGEGEGEC 30¢
4—-6DJUT.IDNA 251 GAARATTATCT GGARAC-TTG GITTTGGGAG GGSCGTTCAA CTTTTGGEGEC 30¢
50-ZDJUT . INA 251 GARAATT-TAC GGRAATTCTG GTTTTGGGAG GGGOGTTCAG ATTTTGGCCG 30¢
50-3DJUT . DNA 251 RAAGATT-TCT GGARAATACCG GTTTTGGEAG GGGECGTTCAA CTTTTGGEEGEC 30¢
72-2DJUT . DNA 251 GRARTT-TGT GGRAGT-CTG GTTTTGGGRG GGGCGTTCAA CTTTTGGEGCC 30
72-3DJUT . DNA 251 GRABAT-TGT GGRA--TCTA GITTTGGGRG GGGCGTTCAA CTTTTGGGGG 30«
310 320 330 340 350
38-31DJU.INA 301 GARARBA. ... +cccsasass ssrscsnsss seswss T # weEne sieneness s 351
38-32DJU.INA 301 GCARARL . ... tricasnanan SEE PR BN N SRS © SN SEeeTe . 35¢
4-5DJUT. NA 301 GRARAT. ... «nwne S Wn IR 5 RN sEEYE 3 EETe SPRRIATR 35¢
4—-6DJUT . DNA 301 CAGABRT. ... <ucssscsas scereasens sasssnssse msassowes . 35¢
50-2DJUT . INA 301 GRAAAT.... +socececens ceaaas wie s ewae mmaae T e 351
50-3DJUT . DNA 301 CAGAAT. ... -i-casnssns Soe SRR YR lelTeTe SOMBEGE S SR saeseses sie 35¢
72-2DJUT . INA 301 GCARAT.... .csacnnans CiEld SRS U VR EedWE B R B “e 35t
72=-3DJUT.IDNA 301 CCARAT. ... 2overe~ iies S5 BRNEE N SEEhE B EEE BEE FArsEee 35¢
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4-aDJUT. DHA —— g
SO-3DJUT.DHA - ]

50-2D:TUT, DHA ———{ a3 25, 3%
72-2JUT.DHA  — e T og gs
1Z-3DJUT. DHA _ 22.45%
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Chiquimula

18-1DCHI.DNA
18-4DCHL.DINA
~ 36-33DCHINA
_36-350CH. DNA

18-1DCHT.DNA
18—45CHT . DNA
- 36-33DCH.INA-
36-35DCH.DNA

18-1DCHI.DNA
18—4DCHI.DNA
36-33DCH.DNA
36-35DCH.DNA

18-1DCHI.DNA
18-4DCHT.TNA
36-33DCH.DNA
36-35DCH.DNA

18-1DCHT . DNA
18-4DCHT.INA
36-33DCH.INA
36~350CH. DNA

18-1DCHI.DNA
18—4DCHT . DNA
36-330CH.DNA
36-35DCH.DNA

18~4DCHI . DHA
36-35DCH. DNA
18-1DCHI.DHA
I6-33DCH. DHA

10 20 30 40 50
1 BATATAGCGG TTG-TACTTG GATTG-GRAT TARTGGITGT GATTTAGTAT
1 BATATAGGTT CGGGTGCTTA GGGITAGGGG TAGTARACAGH A-TTTATTAT
1 AATATAGCA- CTG-TTGTTG GITIATGGAT T—-TGATARA GGCGTGGTIGG

— .1 DATATAGGTA TTGSTGEGTG TAGGTGGEAT BAGT--TGAT G-TTGTAGAT

€0 T0 80 90 100

51 TGT-GTTATG KAGT-GIZLAG GIATGTATGA PTAGATAGTG TGCTGTGARA

51 TGTGASTAGA TCGTATAGTT ATGATTAGTT TATATARGTG TGTATTCTTT
51 T-T-ATIATG ATGTAGTGTA CTATTGAGGT TGTGCTGATA GAGRAGTGEAT
51 GGETTCGTCAR TCGATGTGTT A-AGTTCTTT TATTGTGGTA TAGAGTGITT

110 120 130 140 150

101 GAATAGT-GA AGAGAGTGAG TAGAGT-TTC —-TTIGIT-T ATGTTAGIAG

101 GTATGETTGA AGTGAATATG TTTAGTGGTA TGTTCTT-AT TGATTGTIG—

101 TAGTTGT-AG ATTT-GTGAT GTTAAT-TTA —TTCATGAT ACATTAATAG

101 G-ATA-TTAT GTTGATTCTG TAC-GTATTA AGTTTTTCGT TGGTGEATGE

160 170 180 190 200

151 ATCATTGTTA —TACTTTTAG TTATAATATA ATATGAGGCG TTAAAGGTTT

151 AGTGRAGRATG GARPATT—— TIGTTATGGA TARGARTGAT ATTGTTGTIG

151 ATTETTTCTT —AACTTATGT ATGACGGTAS GTCIGGTAGA CTAGGTGTAT

151 AGTEATAGTA TAAGTTATGT TTGTCTIGAA TGTIGCTGTT GTAAGRAGTTG

210 220 230 240 250

201 BAGGTGGGTE TTG-TGGATA CTTATGGGTT ATAPATTTTT CGGGARAGTC

201 TATTCTTAAA ACTGTGTARA TAAGTGGGT- ACGGARAATT CGGAARATCC

201 GGTGTGE-TA TTGATTAATA CTTG-AGGTG ATAAAATTTA TGGGGGAAGT

201 GAT-CATRAGA A-TGT-TGGT TRAGTGGGT— TTGGAARATT GTGGAGGGETT

260 270 280 290 300

251 TCGTTTTGGEE AGGGECGTTC ARATTTGGGG CCGGRAATT. .

251 GGTTTTTIGGG AGGGECGTTC ARATTTCAGG GCCTABAT.. cvwevesass

251 TGATTTTGGG AGGGGCGTTIC ARATTTATGG CGGRAAAT.. .veve-s G

251 GGTTTT-GGG BGGEGCGTIC AACTTTTEGE GCGGAPAT.. wovvevv.ns

20, 5%

1 _/)- ’

R

5¢
5t
5¢
5t

10¢
10¢
101
10t

15¢
15¢
15t
15¢

20
20t
20¢
20t

25
25(
25¢
25(

30(
30t
30
30(
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Santa Rosa

23-32DR0. DNEA
23-36DRO.DNA
25-12DRO.DNA
27-26DRO.INA
27-275RO.DNA
30-24DRO. DNA
30-25PRO.TINA

23-32DRO.DNA
23-36DRO. DNA
25-12DR0.DNA
27-26DR0. DA
27-27DRG.DNA
30-24DRO.TNA
30-25DRO.INA

23-32DRC.DNA
23-36DRO.TDNA
25-12DRO.DNA
27-26DRO. DNA
27-27DRO.DNA.
30-24DRO.DNA.
30-25DF0.BNA

23-32DRC.DNA
23-36DRC.DNA
25-12PR0 . THA
2'7-26DRO: DNA
27-27DRO.DNA
30~-Z4DRO.DNA
30-Z5PR0. DiA:

23-32DRO.DNA

23-36DRO.DNA -

251 2DRO.DNA
27-26DR0.DNA
27-27TRO.DNA
30-Z40R0.DHA
30-25BR0.DNA

23-32DRO.DNA
23-36DR0O.DNA
25-12DRO.DNA
27-26DR0. TNA
27-27TDRO.DNA
30-24DRO. DA
30-2 5DRO. DNA

10 20 30° 40 50

1 AA-TATAGGC TARGTCTTAT TTCTEAATTT GIGGIATIGT GTATTT-ATG.

1 AA-TATACA- -GIGTGGTAT ACATGA—— GRGTGAGIGCT TATTTT-EAT

1 AA-TATAGT- -ATTEGTACT: ACCTGE———— GTATT-GTTT GGATTA-GIT.
1 AA-TATAGG- —ARTTGITAT GG-TGIGITT ATTTCGATAA TTTAGETTTG:

1 AACTATANGC TGGATGGEAT TGTT-ACTTT TIGTTAGITA GARTES-GIC
1- BACTATAGCA TA—€TAS GCTTGIGIAT TAATANATTT GRATTGIGAC
1 AA-TATAGG- -ALGFTTARN GCTTAT-——— G-GIT-TAAT ACTTTA-TAT:

60 70 80 90 100

51 -ARTCTTACT AACGAANTCA GTTGATTAGT ACACTTTGIT TGGTAG—GA

51 TIGA—TTGA TAGAGTGTA- GTAATGTT-G TEATATACTG TGGIGATAAG

51 TAGGATTTGA TTTAGATTGT GTARTGITLG AGETAT-CAR CGGTGRRRAG
SITEATRTTGIGA TTTCTIASE ATGAGGTTAS. TEETG—AG TAGTREAITG

51 TACTCTACAT TATGACATGT GTTATGFACA: AECTTTGART ICCTaATREE
51. TAGARTCTGE TGAGEATAGE ATACAGC-AG BAGGEAGTATGT TT-TA-—ARA
5L CAGATCTTGA ARTGETTEAT G-ATTETGAG TGEAGT—TA— TARCGTCARG:
110 120 -130 140 150

101 TTTGTTTTAT GIACGTTGAT TAGATTIGAA TG-TATTA-A GIATATATCT

101 A-———ATAGA CATGGATTAG TAAGTCAGTA TAGATTAT-T CTGEFAT--A ..

101 TIT-TGTGAC AGTGGATTAT ACARTGTATG TIATGTAT-T ATGITATIGE
101 AFPGT-—--T AGTGRAGTTAT GATACATTCA TETGATAGAT A-ACTACGTT
101 ATAGTATAGA GTTGAATTAC TATGITTIAG TI-TGITA-T GITTEAATGT
101 TETGIGETAG ATMCTGIGAG TTGATGTATG ARGAGTATAT ATGTTATAGT
101 T——-G-GAG AGTAENTTGT ACAGTTTG-G TT-TGATT-T ATTTGATTTA

160 170 -180- 190 200
151 TIGIAACARG —-GTATGAT ATAGGTA-TG GTATAGCICG TT—ATAFTC
151 GETTGITTTG TTGCTACTGT TATACTEITC ATTCA-ATTT AGAGGTATGA
151 TT-TGIGTTA TTA-TATART GCTATARATC GITGGIATCG TGGTGIARGS.
151 ABATGTTATA ATGSPATAG GTCCETCATA GEATACATCG TAG-GTTIG-
151 ATGTATATAG TTTGIATEGT AAGATTA-TG. G-GTGGECTTG TCG-ATHEGT

151 "TTATGTTTAT TAAGSTGIGIG GITGITEETT ACTGIGATG- TCTGETGTCE !

151 TTCTGATTTA TTA-TATPEAT G-TATTA-TT ATGAATATGT TACCOTCTAT
210 220 230 240 250
201 TGAATTG-— TTCATRATTT GTTATA-ATA GOTAGGTCA- ~GARAFICGS.
20T TAAGGTAGTA. TAGGTTTATT TTTGGTACES TTATGATCCT GARRATGCAG
201 TAET-GETT~ TASCTTCETT GA-GIAGAAR ATAGGGTTAG AAMMTTCCG-
201 TAGTAGGTTG CT-TCCGTIT GTTATAGETT G—AGGTTAT -ARFITICTS.
201 TAAGGTGAGA TTGTTCGECT GACAGATATT TEAAGGTTT- —ABATTTCGT.
201 TAGTAT~—— TTGTTTTCET ATTCCIGEAT TTTGGTACTA AAANITTCIG
201 FECTTEGTTG TCGCTTTCTA AC-ATAMAT SSFGGGTTAG BABRACT—&-
260 . 270, . 280 290 . 300
251 TARACTTTGA TTTTGGCGAGE GGCGTTCARA. TTTGGACCTG CABAE. - . ...
251 AAAACTCG-G TTTTGEGAGS - GECGITCARA- TTTGEGECCE CARTT. .. . .
251 GRAACTC-TG ATTTGGGAGG GGCGITCARA TTTGEGACCC ARBAT. ... .
251_GRAAGTTAGG TTTTGGGRGE GGCGTICARC TITIGEETCC GGATT. .. ..
251 GATTTCTTGE TTTTGGGARG. GECETTCAGA TTTEEGEC0G CAIRR. .
251 GEARTTTTGE TTTTGCGASS- CETETECACA TTTTGGECEE ARAAT, .. ..
251 GAARTTIGIG TTTTCGERAGE GGCOITCARE TTFGEGEOCC GABAT. . . ..

125

5

|
5

30

- 10t

101
10t
10t
10(

. 100

10(

1
1
150
150
150
150
I50

20¢
20¢
20(
20
20(
20(
20(

25

- 25t
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25(
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30¢
30¢
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30(
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~23—32DR0. DL —}aq b
27-27DR0.DNA  —er——F

35—1‘2?RD,D§TI’; :ﬂiﬁ__
30-25DR0. DHL : ‘ 126.5%
‘%3-35DP0 . INA

30-24DED. DHA -
-27~2EDR0. DHA

28035

23,5

220 1%

3. Determinacion de la variabilidad génica entre las regiones hipervariables
clonadas del minicirculo del ADN cinetoplasto (kDNA) entre aislados de
Trypanosoma cruzi (I. cruzi) de distintos departamentos.

En la figura 32, se mostraron los diagramas de similitud de los diferentes

aislados de cada departamento. De estos diagramas se escogi6 un clon de cada
pareja agrupada por similitud, para hacer el analisis de alineacion multiple, por el método
de Higgins-Sharpe, entre aislados de distintos departamentos. Para determinar si existe
flujo genético entre aislados de 7. cruzi se compard el departamento de Jalapa con cada
uno de los demas departamentos (vid figura 33). La razén por la que se escogit el
departamento de Jalapa, como base, es porque es el unico departamento que colinda con

cada uno de los departementos en estudio.

Por otro lado, se escogid un clon de cada departamento, y la secuencia de la cepa Y
Brazil de T. cruzi, publicada en GenBank; para analizarlas por el método de Higgins-
Sharpe (vid figura 34), y por el método de Lipman-Pearson (vid cuadro 10) utilizando el
“software” DN Asis (Hitachi).
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Figura 33
Alineacion de secuencias de las regiones hipervariables del minicirculo de los clones de

los aisaldos de Jalapa con los clones de los aislados de distintos departamentos
endémicos, asi como su diagrama de similitud.
Las secuencias se muestran en orientacion 5°-3°.

Jalapa-Zacapa

1Q Z0 30 40 50
59—17DJA.DNA 1 ARTATAG-AC TTGGGTGLGG TGATAGAGTA TAGGTGTAG— —GAATTTATA 5S¢
S6—22RJID.. DNA. 1 AATATAAGG— —AATTG—— ——TTTATGAT GA—T-TTAG AGLATTGATT 5¢
S8—43DJA. DNA 1 AATATAGGAT TAGTA —CGG TGACTGAA—G GTTATATGT— TGIATGTTGA 5¢
S8—44DJA . DNA. 1 AATATARGG— —G CAGILGG TATA—ATATT AT —TAARGAT GELATTAGTA 5¢
10—-15DzA . DNA. 1 AATATARCA—~ TAATGETTAG TGAATG GTA GACTTGTATG TGLATTAGAT 5t
12—1O0RZA. DNA. 1 AATATAGTGTI —GCGGGATA TAA-TGARTT TGEGTGTG—GE TAC—TTGGEAR 5¢
1Z2—11RZFA.DNA 1 AATATACGGTT — GIGGGGETG —GG—TGGGCT AGAGTACCTG TAC—T —GRA St
13-10RZA.DNA 1 ARATATAGCAT TTATGETTTG TITATTGETGTA GITGIG—GT— TIGGLCTGAA 5¢
14—-T7TDZA . DNA 1 AATATAGAG— —GATGGGTAG GATTTGGATT AG——TATTAG ATTATTAATT 5t

&0 70 80 20 100
52—=17DJA.DNA 51 TGATAGITTI AG—TGAGITG TATTATACTG AT-GGLATAG AGGATGTGAT 10¢
S6—2ZRJA.. DINA 51 T-GITTGAAT ATGITTATAG TAG-AGIGIG GUAGAC—TCT TATGTACTA— 10t
E8—43DJn.. DNAL 51 TEGACAGTTGT ATATTCAAGA CATARAAGATGE GTAGGTGTTT GTTGTAGTGH io0¢
S8—44DJn.. DMNA. 51 T-GITATAGY TTGTTTCCTG TATTACTCAR TGIAGL-TTC AACAAGAGEA 10¢
101 5DZ. . DINA 51 TEATATAGTT AGATACGATT AATGET——TT GITTAATGIA— AGTAGATANT 101
12—10RAD - DNA. 51 TGATTGIITIT —GATAGAGTG TA —GIT—TA GATTATATGT TTGEATTTTGT 10«
12-11RZA . DNA 51 TGTGGITAT —GATTGGCIG TITIGIT TG GGATAC—TAT AATGATTTGT 10t¢
13-1LORZA.DNA 51 CTATGTTGGT AGTGTGAGTA TACARAGATG ARTGAGATAG GGLGLA—TAC 10¢
14—T7DZA . DNA 51 TTGATTGAGT ACAT-—GITA TAG-AGTGIG GCAGAC—TCT TGTATACTAT l10¢

iio 120 130 140 150
S52—17DJA . DINA 101 GPrAG-TATGH G—T-TAGAAT GC—GAGAT— AGAAATT-TT GI-TTAGATT 15¢
S6—22RJA . DNA. 101 —GTITTGTAT GCAGTGIGIT GTAGTATAGT TGLAATTGCIGE GCGTCTATAT 15¢
S8 —43DJA.. DINA 101 ATGT-TATA— GIT TGELCGT GT-TARGTT— TGTAAGT-TG GIGTTAAACT 15¢
©8—44DJA. DNA. 101 G-GITAGTGA AGAGT-TAGT —-TAGTAAGIG AMNGA—TGLG TTATTAATGT 15¢
10—15DZA . DNA 101 GrAC-TTTGT ATT——GTGI AT-AGAGATG TGILAAGT—TA CIGT——ATT 15¢
1Z2~10RZA . DNA 101 ATAT-TGTA—~ GIGATGITGT TTGAGATACG WTARA————F G—ATTCGATG 15¢
121 1RZA.DINA. 101 TTATCTATAC ATGATAT-GA ATGAGACTTG AGTGATG—TA A-GITIGETG 15¢
13-10RZA . DNA 101 Grar—-TGLAA GAT-TATTGT AT TCATGT— TGIA—T—TA CTETAATCTT ist
14—7DZ58. . DNA. 101l T-GITTGIET GCAGT-TGA—~ ATAGTGARTA CATTAATITA GIGIATATCT 151
150 170 180 120 200
S59—17DJA.DNA 151 Gr-TTATGTT ACCTAATGIT TGIEATCTARA GGIT-GARTG GIATGIATGT 20t
S6—22RJA.. DINA 151 ACTTT——GAT —CTA———— TGITATATAT T-ATTTGI—-T AATTATG—AT 20t
G8—43DJA. DINA 151 GTATTATATT GITIATTGGEY TGGIGIT——A GTTG-GGITG GIGCTA—TGT Z0t
68—44DJA . DNA 151 —TGEATAAGTA. TATTA————— AGIT-TATAD ATGITCCLAT ARCTGIG—— 20t
10—15DZA. DA 151 A—ATGITATC TAGGAGGGCT AGTTGGATAG GAGG—GGTAG TTGGATAGGA 20¢
12—1 ORZA. DNA. 151 GT-GTACGAT G ATGATTC— TTGEIGTTAAC TATGTT—TCG ATCTGTATTA 20¢
12—-11RZA . DNA 151 TCAGTGLAGT GLATACTTAA TCATGITAGT TTCATAATCT ATTTGCTGTA 20t
13—10RZA. DMNA. 151 ATGIGIGAGT TATTAATGGT TGITGTC—A. —~TAG-GGAGG GLATGT—TGT 20¢
14—7DZA. . DNA 151 GTITATATGAT ACTTA———— CGATATTTAT TTGATTATAT AGGTITTG—-GG 20t
210 2z0 230 240 250
59—-17DJA . DNA. 201l TGATAGTG— TGCIGGI-TT GGAGTATGCTG GTAAGGTTAA GGGTTADAAD 25¢(
S6—22RJA. DNA. 201 TGTATAGGTA GITGGATGGTIT GIAAGTGA—G GTCGAAATGGE TGLGTAARART 25(
SL8—43DIA. DNA. 201 TTG—T-GLGEG TATITG——CT GTAATITTGTG GL———————— —ATTARADARAT 251
E8—44DJA . DINA 201 TGEGATGGGTT GTATAGGTIT —TGAT— G GTTARARATGA GGLGCGGAAR. 25t
101 5DZA. DNA. 201 GGGGTAGCTGS GGIGAAT-TA CGGATAAGCT GITAATGITG GCCTGEAARD 25t
121 0ORZA . DMNA. 201 TGTATAAACT ATAMANTATG GIC-TAAGGG GITTAGTATAG GITTGGEADRAA 251
12—-11RZA . DNA 201 T-TATGGITG TGAGRAGGTT GCGGTATACT GTTGGAGAGT GGITACGGEAR 25¢
13—10RZA . DNA 201 TGG-TAGTGG TAT-A—CT GITATCIGGLA. GCLGAAATIC GGEILATGATT 25¢
14—7DZA .DNA 201 TTAGTCACTA GIAARAGTIT G—GITITCG-G CTTAARATAG GGTATCGHAT 25t
20 270 280 290 300
S59—-17DJA. DINA. 251 TITCG-GAAG C—CTGGTTIT GGGAGGGGUG TTCAACTTIT GGGETCGGATT 30«
SE—22RJA.. DNA 251 TTT-GAGAAA CITGIGITIA GGEAGGGGCG TTCARATTTG GGGCGGAADRA 30«
©8—43DJ0.. DNA 251 TT-CGAGAAR CCOTGGTTIT GGGAGGGECGE TTCAACTITT GGGCCCGGAR. 30«
©8—44DJA.. DNA. 251 30¢
10—15DZA . DINA 251 20t
12—10RZA.DINA. 251 30t
12-11RZA.DNA 251 30¢
13—10RZA.DNA 251 30t
14—7DZA . DNA 251 30«
59—17DJA.. DNA 201 351
E6—22RJA.. DNA 301 35¢
E8—43DJA. DNA. 301 35¢
E8—44DJA . DINA 301 35¢
LO—15SDZA .. DNA 301 35¢
12—10RZA. DNA. 301 35¢
12—-11RZA. DNA. 301 35¢
132—10RZA .DNA 301 35¢
14—7DZaA. DNA 301 35¢
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Jalapa-Zacapa

6E-22RJA.DNA
14-7DZ4&. DL

68-4407h. DNA
12-10RZA.DNA
‘12-11RZ4.DHA
68-43074. DNA
13-10RZA.DNA

59-17DJ4.DNA -

1G-15024, DHA

A5 2%

R - =L
.

25.7%

£4.0%

22.5%
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Jalapa-Chiquimula

18-4DCHT .DNA
36-33DCH.DNA
59-17DJA.DNA
66—-22RJA.DNA
68—-43DJA.TNA
68—44DJA.TNA

18—4DCHI .DNA
36—-33DCH.DNA

66—-22RJA.DNA

18—4DCHT .DNA
36-33DCH.DNA
55-17DJA.DNA
66—22RJA.DNA
68—-43DJA . DNA
68—44DJA.INA

18—4DCHI.DNA
36-33DCH.DNA
58-17DJA.DNA
66—22RJA.DNA
68—43DJA.DNA
68—44DJA.TNA

18—-4DCHI.DNA
36-33DCH.DNA
58-17DJA.DNA
66-22RJA.DNA
68—43DJA.DNA
68—44DJA . DNA

18—4DCHI . DNA
36—-33DCH.DNA
59-17DJA.DNA
66-22RJA.DNA
68—-43DJA . DNA
66—44DJA.DNA

51
51
59-17DJA.DNA 51
51 ATRATG-TTTA TAGTAG-AGT
68-43DJA.DNA 51
68—44DJA . DNA 51

101
101
101
101
101
101

151
151
151
151
151
151 AGTATATTAA G-TTTATARL —TGTTC-CTA TARCTGTGTG GAT-——-GGGTT

201
201
201
201
201
201

251
251 AGTTGATTTT GGGAGGGECG TTCARATTTA TGGCGGARRA T.u'www..-
251 GCCTGETTTT GGGRGGGECG TTCARCTTTT GGGTCGGATT T.www...-
251 CTTGTGTTTA GGGAGGGECG TTCARATTTG GGGCGGRRAAA T....e....
251 ACCTGGTITT GGGAGGGGCG TTCARCTTTIT GGGECCEERA T. .o ... ...
251 GCTG-ATTTT GGGAGGGGCE TICAMATTIG GGGCCGCAMA T.........

10 20 30 40 50

1 AATATAGGTT CGGGTGCTTA GGGTTAG——G GGTAGTAACA GAATTTATTA
1 PATATAGCAC TGTTGTTGGT
1 AATATAGACT TGGGIGTGGT

TTATGGATTT GATARAGGCG TGETGGTT-A

60 70 80 90 100
TTGTGAG-TA GATCGTATA- GTTATGATTA GTTTATATAA GTGTGTATIC
TTATGATGTA GTGTACTATT GAGGT—TGT GCTGATA-GA GAGTGGATTA
TGATAGT-TT TAGTGAGTGT ATTATAGTGA TGGTATA-GA CGATGTIGATG
GTGGCA-GAC TCTTATGTAC TAGTTTGTAT
TGACAGT-TG TA-TATTCAR GACATABAGA TGGTA-——-G GIGTTIGITG
GITIG-TTTC CTGIATTAGT G-AATG-TAG TTTCA-ACAA GASGAGGTTA

110 120 130 140 150
TTTGTATG-G TTGRAGTGAA TATGTTTAGT GGIATGTTCT TATTGATT —
GTTG-TAGAT TTGTGATGTT —ARTTTATTC ATGATACATT ARTAGATTCT
TA-GTATGAG TTAGRATG—— CGAGATAGAA ATTTTGTTTA GATTGTTIAT
GC-A-GIGTG TTGTAGTATA -GITGTAATT GTGGCGTGTA TATACTTTGA
TA-GTGAATG TTATAGTT— TGTCGTGTIA AGTTTGT—A AGTTG——GT
GT-G-BAGAG TTAGTTAGTA -AGTG-AATG ATGTGTTATT AATGTTGATA

160 170 180 190 200
GTTGAGTGRA GATGGAAATT TTGTTA-TCE ATAACANTCA TATTCTTCTT
TICTTAACTT A-TGTATGAG -GGT-AGGTG TGGTAGACTA GGT—GTATG
GTTACCTAAT GTT-TGTTAT CTAAGGTTGA ATGGTATGTA TGTTGATRCT
TCTATGTTAT A-TAT-TATT -TGTTRAATTA TGATTGTATA GGT-—AG—T
GTTARACTGT ATTATATIGT TTATTGGTTG GTGTTAGTTG GGTIGGTGCT.

210 220 230 240 250
GIATTC-TTA RARCTGTGTA ARTAMGTG-G GTACGGARAA TT-CGGARRA
GIGTGGTATT GATTAATACT —————TGAG GTGATARAAT TTATGGGGGA

GTIGCTGGTTT GGAGTATGTG GTARGGTTAR GGGTTRAABAA TT-TCG-GAR
GGATGGTTGT AAGTGAGGTG GAAA—-TGGT GIGTA-AAAT TT-TGAGRAZR
ATGTTTGTGT GGTAT-TGCT GTAATTTGTG GTATTEAARA TT-TCGAGAR
GTATAGGTTT TGAT--GGTT ARAA—TGAG GTGCCGARAT TT-CCAGARR

260 270 280 290 300
TCCGGTTITT GGGASGGGCG TTCARATTTC AGGGCCTARA T.vvwww...

GA-TRAGA—G TATAGGTGTA GGAATTTATA .
1 ARTATAAGG- -BATTGTTTA TGATGATTTA GA—GTATTG ATTIGTTTGA
1 RATATAGGAT TAG-TRACGGT GAGTGAR——G GTTATATGTT GIATGTTG-A
1 RAATATAAGGG CAGTGGTATA ATATTATTAA GATGGTATTA GTATGTTATA

129

3t
St
5(
5t
5t
5(

1.0¢
10
101
10¢
10¢
101

15¢
15
15(
130
15¢
15¢

20
200
20
201
20
20

25
25(
25
25(
25(
25¢

30t
30
30
30¢
301
30t
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Jalapa-Chiquimula

59-17DJ4. DHA
£3-43D74. DNA
i8-4DCHI. DA
66-22RI4. DNA
65-34b34. DEA
36-33DCH.DNA
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Jalapa-Jutiapa
10 20 30 a0 50
38-31DJU.DNA 1 AATATAACCA GIG--TG-TG GCTTAGGGTT GGGCT——TGC TTATA-GATG 5¢
38-32DJU. DNA 1 BATACAGCAT GTAGATGGTA TTTARAGTTG AGTATAGSTT TGATATGTTA 5¢
4-6DJUT . DNA 1 PATATAGC-A TGGEATTT-- GGGATTA——T GGTTTTGATT TGEGTAATGTG 5t
50—2DJUT. DNA 1 AATATATACG TTA-—TG-CA TGCAACGGTA GAATTG-AGT TAATG-GITG 5(
59-17DJA.DNA 1 AATATAGA-C TTGGGIGT-— GGTGATA--G ACTATAGGTG TAGGAATITTA 5¢
66—22RJA. DNA 1 AATATAAGGA AT-—-TG—TT TATGATGATT TAGA—G—TAT TGAT———TTG 51
68—43DJA. DNA 1 PATATAGG-A TTAGTACG—— GIGAGTG--A AGGTT——ATA TGTTG-TATG 5¢
68—44DJA. DNA. 1 PATATAAGGS CAG--TGGTA TAATATTATT AAGATGGTAT TAGTA-———TG 5¢
72-3DJUT. DNA. 1 AATATAGT-G TGGGGCTATA GGTGTTG——-T TGAAT-GGTG TAGTGA-GTT 5¢
60 70 80 90 100
38—31DJU.DNA 51 TTATTGTATG TT-TGITGC- GTCTGGATGT GTTATIC-TT A-GTTAT-GT 10¢
38-32DJU. DNA. 51 GAGGTGTIGTA TTIGTATTGTG TGATGTATGT TGATCATAGT ACAGGATAGT 10¢
4-6DJUT . DNA. 51 TGAATGATAG TAGTGATGIT GTTAGATCGT TTATGTTCTA GIGGCTAGGAG 10¢
50-2DJUT. DNA 51 TTTGGGTATG TG-TAGATAA AGTTGTAGAT TGTATGT-GT GAGGTGTAAT 10¢
59-17DJA.DNA 51 T--ATGATAG TTITTAGTGAG TGTATTATAG TGATGGTATA GAGG-ATGTG 10t
66-22RJA.DNA 51 TTTGAATATG TT-TATAGIA GAGTGTGG—— CAGACTC-TT ATGTACTAGT 10¢(
68—43DJA.DNA 51 TTGATGACAG TTGT-ATATT —--CAAGACAT ARA—————— G ATGGTBGGTG 10¢
68—44DJA . DNA, 51 TTATAGTTIG TT-TCCTGTA —-TTAGTGAA TGTAGIT-TC AACAAGAGGA 10¢
72-3DJUT. DNA 51 TTGATTGTAT GTGTATTATG TGTGTTATAT T-—-TGATAT- —CGATGTGTG 10¢
110 120 130 140 150
38-31DJU.DNA 101 AGTTATGTAG TTCATTATTC ATTCACCACA TAGTATTATA TAAATTATAT 15¢
38-32DJU.DNA 101 AACGATGAGG AGACTTAAGT TATAGTTGAT T-CTGIG-TG TAATGT-TAG 15¢
4-6DJUT . DNA. 101 TGTGTAGTGA AGATTTGI-— TATTTGITGT TGTA-TGTAG TTCTGTTATG 15¢
50-2DJUT . DNA 101 GITTATGTGA GGTGTIGTA- TATGGTTAGT TAGAGTGTTA CTGAGTGTAT 15¢
59-17DJA.DNA. 101 -ATGTAGTA— TGAGTTAG—— AATGCGAGAT AGAAATTTTG TTTAGATTGT 15¢
66—22RJA. DNA 101 TTGTATGCAG TGIGTTGTAG TATAGTT-GT AATTGTGGCG —TGTATATAC 15¢
68—43DJA . DNA 101 TTTGTIGTAG TGAAT-GT-— TATAGTTIGT CGTG-T-TAA GTTTGTAAGT 15¢
68—44DJA . DNA. 101 GGTTA-GIGA AGAGTTAGTT AGTAAGTGARA TGATGIGTTA TTA———ATGT 15¢
72-3DJUT . DNA 101l CATGACARAG GAATGAGA-— AAGAGTTGAG TAAGGTTTIG -TTAGTTTGA 15¢
160 170 180 190 200
38-31DJVU. DNA 151 TCATAATTT- TCTTATAATG T-TATGITA- TA-TAGTTTG TTGTTTATTA 20¢
38—-32DJU.DNA 151 TAGTTGTTTA TGIT-———TG TATAAGITGA TG-TAG———— —— GTAGGGTA 20(
4—-6DJUT . DNA. 151 TAGTATAATA TATTATTGAG CAATGGTAGG AGGTTGATGT TGATAGG——T 201
50-2DJUT . DNA 151 TTGIGTTIGA TAGTACAGTA AGTTIGTAGG TA-TAGITTG TTATTTGCTG 20t
59—17DJA.DNA 151 TTATGTTACC TRATGIT-—— TGTTATCTAA GGTIGAATGG TATGTATGTT 20t
66—22RJA . DNA. 151 TT-TGATCTA TGTTATATAT TATTTGITAA T--TA——TGA TTGTATAG-G 20¢
68—43DJA. DNA 151 TGGTGTTARA CTGTATT-—-A TATTGTTTAT TGGTTGGTGT TAGTTGGGTT 20(
68—44DJA . DNA 151 TGATAA———— ——GIATATTA AGITTATAAR TG-TT-CCTA TAACTGTGIG 20t
72-3DJUT . DNA. 151 GAGTGATGAA T—TATTTAA TAACTATAAT TGTTTGA——-A TATGTATAC— 20¢
210 220 230 240 250
38-31DJU.DNA 201 TATATGATAT CGGTACGTCT TGTACGGGTA AGAGTGEGT— TCGAAARATT 25¢
38-32DJU. DNA. 201 GTTGTTA-GA TGGT-TACCG GTTATTCTAA ARTTTGGGGET TCAGAAATTC 25(
4—-6DJUT .DNA 201 GGIGATAAGT TGCTGTAA—— ——-GTTGT-A ARA—ATAGGG TTGGAAATTA 25¢
50-2DJUT . DNA 201 TT-GIGGTTA TAGT-TATGT GGTATGGIGC AAGTTAGGGG TCAGAAATTT 25¢
59-17DJA.DNA 201 GATAGTGTGC TGGITTGGAG TATGTGGT-A AGGTTAAGGG TTAAAAATT— 251
66—22RJA. DNA 201 TA-GIGG——A TGGT-TGTA- AGIGAGGTGGE ARAT--GGTG TGTAAAATTT 25¢
68—43DJA . DNA 201 GETGCTATGT TIGIGIGETA T-TGCTGT-A ATTIGTGGTA TTARRAATT— 25¢
68—44DJA . DNA. 201 GATG-GGTTG TA-TAGGTIT TG-ATGGTTA ABATGAGGTG —CGGAAATTT 25¢
72—3DJUT . DNA. 201 AGTGGITIGG TTATTGGGTG T-TGCGGTTA AAATGGTGAG TTGGAAA——A 25¢
260 270 280 290 300
38-31DJU.DNA 251 GCGGAARATTT G-GTTTITGGG AGCGGGCGTTC AAATTIGGGG CCGARAAA. . 30¢(
38-32DJU. DNA. 251 GTGARAGTCT G-GTITTTGGG AGGGGCGITC AAATTTGGGA CCGCAARA. - 30¢
4—6DJUT . DNA 251 TCTGGAAACT TGGTITTTGGG AGGGGCGITC AACTTTTGGG GCCAGAAT. . 30t
50-2DJUT . DNA. 251 ACGGARATTC TGGTTTTGGG AGGGGCGTTC AGATTTTGEC CGGAARAT. . 30¢(
59-17DJA.- DNA. 251 TC-GGAAGCC TGGTTTTGES AGGGGCGTTC AACTTTTGGE TCGGATTT. - 30¢
66—22RJA . DNA. 251 TGAGAAACTT GIGTTTAGGG AGGGGCGTIC AAATTIGGGE CGGAAARAT. . 30¢
68—43DJA . DNA 251 TCGAGRAARCC TGETTTTGGE AGGGGCGITC AACTTTTGGG GCCGGAAT. . 30¢(
68—44DJA.DNA 251 CCAGARAGCT G-ATTTTGGG AGGGGCGITC ARATTTGGGG CCGCARAT. - 301
72~3DJUT. DNA 251 TIGTGGAATC TAGTTTIGGG AGGGGCGTTC AACTTTIGGE GGCCABDAT. . 30¢(
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66-220L. DUE —— 1 26, D% .

35~ 3 LD I DHE 25 4% )
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Jalapa-Santa Rosa

23-36DRO.DNA
25-12DRO.DNA
27-26DRO.DNA
27-27DRO.DNA.
30-24DRO.DNA.
59-17DJA.DNA
66-22RJA.. DNA
68—43DJA.DNA
68—44DJA . DNA

23—-36DRO.DNA
25—-12DRO.DNA
27—-26DRO.DNA
27-27DRO.DNA
30—-24DRO.DNA
59-17DJA.DNA
66—-22RJA . DNA
68—43DJA . DNA
68—44DJA . DNA

23-36DRC.DNA
25-12DRO.DNA
27-26DRO.DNA
27-27DRO.DNA
30-24DRO.DNA
S59-17DJA.DNA
66—22RJA.DNA
68-43DJA..DNA
68—44DJA.. DNA

23—-36DRO.DNA
25-12DRO.DNA
27-26DRO.DNA
27-27DRO.DNA
20-24DRO.DNA
59-17DJA.DNA
66—22RJA.. DNA
68-43DJA..DNA
68-44DJA . DNA

23-36DRO.DNA
25-12DRO.DNA.
27-26DRO.DNA
27-27DRO.DNA.
30-24DRO.DNA
58-17DJA.DNA
66—22RJA.. DNA
€8—-43DJA.DNA
668—44DJA.DNA

23-36DRO.DNA
25-12DRO.DNA
277-26DRC . DNA
27—-27DRC.DNA
30-24DRO.DNA
59-17DJA.- DNA
66-22RJA.DNA
68-43DJA. DNA
68—44DJA. DNA

FHREHBHEPRRR

51
51
51
51
51
51
51
5%
51

101
101
101
101
101
101
101
101
101

151
151
i B
153
15T
151
151
151
15T

201
201
201
201
201
201
201
201
201

251
251
251
251
251
251
251
251
251

10
AA-TATACAG
AR—TATAGTA
AR-TATAGGA
AACTATARGC
AACTATAGCHA
AR-TATAGAC
AR-TATARGG
AR—TATAGGA
AR-TATAAGG

80
TTGATTGATA
TTGATT——TA
ATA————TFG
AGTGTAGATT
TAGAATGTGG
ATGATAGTTT
TIGAATATGT
ATGACAGTTG
GITATAGTTT

110
~ATAG——ACA
—TTTGTGACA
GATTGITAGT
TAGTATAGAG
TG——GTAGAT
TAGTATGAGT
TGCAGTGTGT
TAGTGAATGT
-GGT-TAGTG

160
TTTGTTTTGT
TTTGTGTTAT
TARATGTTAT
TETATGTATA
TTTATGTTTA
TACCTAATGT
ICTATGTT——~
TAARACTGTAT
TGTTGATAAG

210

ATAARGGTAGT
AGCGTAGTGET
GTAGGTTGCT
TLAAGGTGAG
GTAG-TATTT
GTGTGCTGGET
GIGGATGGTT
CTATGTTTGT
GATGGGTTGT

260
GARRRCTCGG
GGAARCTCTG
GARAGTTAGG
GATTTCTTGG
GGAATTTTGG
—GAAGCCTGGE
GAAACTTGTG
AGARNCCTGG
AGAAAGCTGA

AATGGTATAG
TAGTTTGTAT
TTAAGTGTGT
T-TGTTATCT
——ATATAT-T
TATATTGTTT
TATATTAMGT

220
ATAGGTTTAT
TTAGGTT-GC
TC——CGTT--
ATTGTTGGGC
GTTTIGTTAT
TITGGAGTA——
GTAAR-~GTGA—
GTGGTAT——~
ATAGGTTT——

270
TTTTGGGAGG
ATTTGGGAGG
TTTTGGGAGG
TTTTGGGAGH
TTTTGGGAGG
TTTTGGGAGG
TTTAGGGAGG
TITTGGGAGE
TTTTGGGAGG

30
GA-TGAGTGT
CC-TGAGTAT
GIGTGTTTAT
TTGTTACTTT
GCTTGTGTAT
GTGA-TAGAG
TTATGATGAT
GTGAGTGAAG
T————AATAT

80
ATGT-T-~GT
ATGT-TA-GA
AGAGATGAGG
TTATGTACAA
ATACAGCAGA
TATTATAGTG
GIGTGGCAGA
AGACATARAGG
TTAG-TG—-AA

130

TAAGTGAGTA:-

TACATTGATT
TATGT——-TT
TTGATGTATG

GTTGTAATTG
CGIGITARGT
TTAGTARGTG

180
TATACTGTT—
TATA——AAT-

GGTAAGATTA
GGTTGTTGAT
ARGGTTGA~A

ATTGEGTTG—G
T-TA-TAAR—

230
TTTTGGTACG
TTGAGTAGAR.
TGTTATAGGT
TGACAG—ATA
TGGTGG—AT
TCTGGIARGE
-GGTGG——AA
TGCTGTAATT
TGATGCGTTAA

280
GGCGTTCAAA
GGCGTTCARA
GGCGTTICAAC
GGCGTTCAGA
GGTGTTCAGA.
GGCGTTCAAC
GGCGTTCAAN
GGCGTTCAAC
GGCGTTCAAA

40
GAGT——-GTT
TGTTTGGATT
TTCGATARTT
TTGTTAGTTA
TAATAAATTT
TATAGGTGTA
TTAGAGTATT
GITATATGTT

20
GATATACTGT
GGTAT-CBAAC
TTAGTGGTGA
GCTTTGAATT
GGAGTATGIT
ATGGTATAGA
CTCTTATGTA
ATGGTA—G
TGTA-GTTTC

140
TAGATTAT-T
TTATGTAT-T
TGAT-—AGAT
TAGTTTGT-T
AAGAGTATAT
TTGTTTAGAT
TGGECGTGTAT
TTGT——ARGT
——ARTGA-T

190
CATTCAATTT
CGTT-GGTAT
GGATACATGG
TCGGTGGGTT
TACTGTGATG
TGGTA——TG
TATGAT--TG
TGTTA———GT
TGTTCC-TAT

240
CTTATGATCC
AATAGGGTTA
TGAGG——TTA
TTTGARGGTT
TTTGGTACTA
TTAAGGGTTA

50
ATTTT-—-GAT
AGTTTAGGEAT
TAGAT-TTGT
GAATTGGTCT
GAATTGTGAC
GGAAT—-TTAT
GATTTGT———
GIATTAGTAT

100
GETGATAAGA.
GGTGAAAAGT
GTAGTAGATA
CGTGATAGGA
TTAARATGTG
GGATGTGATG
CTAGTTTGTA
GIGTTTGTTG
AACADGAGGA

150
CIGTTAT-AG
ATGTTATTGA
—AACT—-ACGT
ATGTT-TGAA
ATGTTAT-AG
—TGTTTATGT
ATACTTT-GA
—TG———-GITGT
GIGTTATTAA

200
AGAGGT-ATG
GETGGT—-GTA
TAGGTTTGTA
GTGGAT-TGG
TGETGET-GTG
TATGTTGATA
TATAG——GTA
TGGGTIGGTG
AACTGT-GTG

250

AT-GGTGIGT
TGTGGTATTA
AATGAGGTGC

290
TTTGGGGCCG
TTTGGEACCC
TTTTGGGTCC
TTTGEGGCCE
TITTGCGECGE
TTTTGGGTCG
TTTCGGGCGG
TTTTGGGGCC
TTTGGGGCCG

133

=g
5¢
5(
5€
5¢
5¢
5¢
5¢
5(

10¢
10¢
10¢
10C
10(
10¢
10(
10¢(
10(C

15(
15¢
15¢
i5¢
15¢
15¢
15(
15¢
A:5¢

20(
20¢
20¢
20¢
20¢
20(
20¢
20(
20(

25¢
250
25(
25¢
25¢
25¢
25(
25(
25(

30¢
30¢
30(
30¢
30¢
30¢
30¢
30(
30¢



134

continuacion figura 33

Jalapa-Santa Rosa

58-17DJA.
6§~43DJA.
57-26DR1.
DA
56-22RT4,
.DNA
25-12DR0.
£8-4A0T4A.
27-27DRO.

J0-24DF0

23-35DR0

bHA
DRL
TNA

DHA
DA

DNA
DHA

e
: 25.50%

128.8%
e

I e P

25 .0

24 .35
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Figura 34
Alineacion de secuencias, por el método de Higgins-Sharpe, de las regiones
hipervariables del minicirculo de un clon de cada departamento con la secuencia de la
cepa Y de Brazil, asi como su diagrama de similitud.
Las secuencias se muestran en orientacién 5°-3”.

10 20 30 40 50
10-15DZA. DNA 1 ARTATAARC-— —-ATAATGGT TAGIGAATGG TAGACTTGIA TGTGTATTAG 5(
18-1DCHI.DNA 1 AATATAGCGG TTGTACTTGG ATTGGARTTA ATGGTTGIGA TTTAGTATTG 5(
27-27DRO.TNA 1 AAC-TATAAG CTGGA-TGGT ATTG—-TTA CTTTTIGITA GTTAGAATTG 5
38-31DJU.DNA 1 AATATAACCA GTGIGT——GG CTTAGGGTTG —-GGCT—TG CTTATAGATG 5(
66-23RJA. DNA 1 RATATAGA-— —~GCG-TGGA TTATGA-TGG TGAGATAATG TTGATAT-AG 5(
Y860.DNA 1 AGGGATTATG GTGGGT--AT GATAGAAT-- —-GG-T—AG RATATAGTTA 5
60 70 80 90 100
10-15DZA.TNA 51 ATTGAT-ATA GTTAGATACG ATTARTGGTT TGTTAATGTA AGTAGAT——A 10¢
18-1DCHI.DNA 51 ——-TGTTATG ARGTGTRAGG TATGT-A-TC ATTAGATAGT GTGCT-GTGA 10(
27-270RO. DNA 51 GICTAGTGTA GATTATGACA TGTGITA-TG TACAAGCTIT GAATTCGTGA 10
38-31DJU.DNA 51 TTATTGTATG —TTTGTTGCG TCTGG-A-TG TGTTATTCIT AGTTATGTAG 10¢
66-23RJA.DNA 51 TTTGATTATT TGITATTATA GITTTAATTG TATTGAAGIT -GTAGCTTAG 10(
Y860.DNA 51 GI-TGATATG -ATTATAATA TGIG----TA CAGRACTGIG ATGRATGTAG 10¢
. 110 120 130 140 150
10-15DZA.INA 101 ATGTACTTTG TATTGTGTAT A-GAGAT-GT GTAAGITACT GTATTAATGT 15(
18-1DCHI.DNA 101 ARGPATAGTG RRGRGAGTGA GTAGAGTTIC TTTGITTATG TTAGTAG-AT 15(
27-27DRO. DNA 101 TRAGGATAGTA TAGAGTTGAR TTACTATGIT TTAGTTTGTT ATGTTTG-AA 15t
38-31DJU.INA 101 TTATGTAGTT CATTATTCAT TCACCACAT- —-AGT—-ATT ATA-TAAR-AT 15¢
66-23RJA.INA 101 ACATATAACA GAGPACAAAT G-GTAGTAGT GRAGATAGAT TTTGTGA-GT 15¢
Y860.DNA 101 TGGAGTTACT TAATGARAGT GTATC-—-T- ——GAA—-GIT -TG-TGA-AT 15¢
160 170 180 190 200
10-15DZA.DNA 151 TATCTAGGAG GGGIA-GITG -GATAGGAGG GGTAGTTGGA TAGGRGGEGT 20(
18-1DCHI.DNA 151 CAT-TGT-TA TACTTT-TAG TTATAATATA ATATGAGGG— -GTTARAGGT 20t
27-27DRO.DNA 151 TGTATGTATA TAGTTT-GTA TGGTARGATT ATGGCTGGGT TGTGGATTGG 200
38-31DJU.DNA 151 TATATTCATA AT-TTTCITA TAATGITATG TTATATAGIT TGTTGTTTAT 20(
66-23RJA.DNA 151 TGTATAMAGA TAGTATGITA TAGITTATTC ATTATTARGA TACTAGTGG— 20(
Y860.DNA 151 TGTATTATTA AAGTTTGTTA TAATTGTTIG A-ATAAAGET -GTTGIG-GT 20(
210 220 230 - 240 250
10-15DZA. DNA 201 ——-AGCTGGG TGARTTACGG ATAAGCTGI- —-TAATGTTG~ GCCTGGARAA 25(
18-1DCHI. DNA 201 TTAAGGTGGG —-TGITG—— ———--TGEA- —-TACTTATGG GTTATARATT 250
27-27DRO. DNA 201 TTARGGTGAG ATTGITG—-G GCTGACAGA— —~TATTTGAAG GTT-TARATT 25(
38-31DJU.DNA 201 TATATATGAT ATCGGTA-CG TCITGTACGSG GTARGAGTCG GTTCGARRRA 25
66-23RJA. DNA 201 —-PGATARG TG--TTGCAT GITAG--GT— —TAATGTTGA GGTTGARAAT 25(
Y860.DNA 201 GGCATGTGGG TTTGTTGICG ACCAGTGGAT ACATTA-TGA GGGTGEARA- 25(
260 270 280 290 300
10-15DZA. INA 251 RTTTGGATAA —-CTATGTTTT GGGAGGGGCG TTCAACTTIT GGGGCTCGGA .30
18-1DCHI.IDNA 251 TTTCGGGAAA GTICTGGTTTT GGGAGGGGECG TTCARATTTG GGGCCGGRAT 30
27-270RO.TNA 251 —-TOGTGATT TCITGGTTTT GGGAGGGGECG TTCAGATTTG GGGCOGCARA 30¢
38-31DJU.DNA 251 TTGCGGRART -T-TGGTTTT GGGAGGGECG TTCABATTTG GGECCGARAR 30(
66-23RJA.LNA 251 GCTTTGG-GT -TTGGTTTTT GGGAGGGGCG TTCAACTTTC GEGGGCCARA 30(
Y860.DNA 251 TTTCGAPART GT-TGGTTTT GGGAGGEGGCG TTCARATTTG GGCCCGRARA 30¢
310 320 330 340 350
10-15DZA.TNA UL, st Sl o e emssE | SR eSS 35¢€
18-1DCHI.DNA B0l P =k i5 500 Wlom s s iy i s 35¢
27-27CRO.CNA 30L A TR AVENE e ERE . R et e e 35(
38-31DJU.INA FOL MG S e SRR s EAREETEE SRR Eds 35(
66-23RJA. DNA SO o il R R AR T 35(
Y860.DNA 301 ATCATGCATC TC..v.u.. D D S R P 351
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continuaeiénrﬁg%ra 34

YBrazil-Chiquimula-Sta. Rosa-Jutiapa-Jalapa-Zaeapa

18-1DGHT . DHA- e
33,+31mm —-——J 8 P _
Ta60, DEA p : [1N0s

10-I5SDZR.DHE —— 55 gs
56~ 23R DBA s

Neta: la secuencia analizada de la copa Y Brazil es-una secuenecia-pareial; ya-que eomprend&d&l&wﬁ'm de
860 pb hasta 1130 pb. Y860 = es ¢l nombre designado en éstc anilisis para determinar la cepa Y Brazil.

Cuadro 10
Analisis de porcentaje de similitud de la region hipervariable del minicirculo de
Trypanosoma cruzi (1. cruzi) de-la-cepa Y-Brazil conla de los-clones secuenc]iados

No. Aistado-clon-especie-depto  Match %  Sobre (pb)
1 10-12DZA 58.1 279
2 23-32DRO , 58.6 280
3 25-12DRO 591 - 281
4 13-15RZA 56.7 289
5 38-32DJU 58.3 283
6 68-43DJA 60.5 - 271
7 38-31DJU 582 251
8 68-44DJA 62.2 - 275
% 12-10RZA 56.6- 279
10 50-2D3UT 59.6 - 270
11 66-22RTA 61.4 272
12 18-1DCHI 60.8 - - 268
13 18-4DCHI- 59.7 203
14 27-27DRO 59.9 - 287
15 23-36DRO- 56.3 279
16 36-33DCH 60.9 - 281
17 30-25DRO- 59:8 276
18 27-26DRO 62.1 - 282
19 14-TDZA- 62.7 202
20 66-23RJA 57.4 -272
21 30-24DRO- 58:1-- 284
22 4-5DIUT 584 - 286
23" 36=35DbCH- 598 261
24 59-11DJA 60.7 - 272

25 72-2DJUT - ST.3 281




continuacion cuadro 10

No.__ Aislado-clon-especie-depto Maich % Sobre (pb)

26 59-17DJA 59.5 289
27 12-11RZA 578 287
28 12-1RZA 58.8 284
29 13-10RZA 574 282
30 4-6DJUT 57.4 284
31 14-3DZA 56.3 286
32 10-15DZA 52.0 273
33 72-3DIUT 60.1 288
34 50-3DJUT 55.8 285

Nota: D = 7. dimidiata, R = Rhodnius prolixus, Chi = Chiiintuia, Ro = Sta. Rosa, Za = zacapa. Ja =
Ialapa, Ju= Jutiapa.

Ademas, las secuencias de las regiones hipervariables del minicirculo de 7. cruzi fueron
comparadas con un fragmento de secuencia de 49 pb de la region variable del minicirculo
(No. acceso en GenBank™ U43566) (vid figura 35). Este fragmento de 49 pb, seglin
Ochs, er al., 1996 puede servir como templado para la transcripcion de un ARN guia para
editar el ARN del segmento de la subunidad 6 de la ATPasa en los maxicirculos de 7.
cruzi. Este segmento de secuencia fue obtenido de la regidn variable del minicirculo de
T. cruzi. No obstante, se concluyd que ninguna de las secuencias amplificadas de la
region hipervariable del minicirculo de 7. cruzi presenta similitud alguna con éste
fragmento de 49 pb en cualquiera de las orientaciones del fragmento (5°-3” 0 3°-5°). Este
analisis se realiz6 utilizando lo parametros preestablecidos en el “software” de DNAsis

para encontrar similitudes por el método de Lipman-Pearson.

Figura 35
Fragmento de secuencia de 49 pb de la region variable del minicirculo que puede servir
como templado para ARN guia de la subunidad 6
de la ATPasa en Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
(Ochs, ef al., 1996)

i0 20 30 40

3' uuagaagauu guggaugaga uaaauagaga cacagcauaa daguagaca 5’ ARN guia
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Otro analisis hecho a las secuencias de las regiones hipervariables del minicirculo de T
cruzi, fue la traduccion de la secuencia de un clon, escogido al azar. Esta secuencia se
analizo en las orientaciones 5°-3” y viceversa para encontrar cuadros abiertos de lectura,

por ¢l método de Fickett, con el fin de identificar regiones que pueden codificar alguna

proteina (vease figuras 36, 37, 38, 39, y 40; y cuadros 11, 12, 13, y 14).

Traduccidon de {a region variable del minicirculo de Trypanosoma cruzi (T, cruzi)

Figura 36

del clon 3 del aislado 14 en orientacion 3°-5° y 5°-3°

10 20 30 40 50 60
UUAACCCGGG ACUUUCAACU UGCGGGGAGG GUUUUAGUUU UAAAGACUUA ARAARUGGAG
70 g0 90 100 110 120
AUGUUUAAUG GAAUAGAUGG UUUGUGUUUU GUUAAGUUUG GAUGUCAUUG GCAARAUAGA
130 1406 150 160 170 180
UCGEUUGUGU AAUAUUGUAU AAGAAUGAGU UGUUGUUUAU UUUCUUAUAG UUUGAUUGAU
190 200 210 220 230 240
AGUGUAUGGG GGUAGAUAGC AUAAGUUAGU ACAUGCGUUA GUUUAGUUAU AUGGGUUAGU
250 260 270 280 290 300
UAUUGAUAGG UUUUAAUUGU AGUGGACGUG UUGGGGAUAU AR 57
5
10 20 30 40 50 60
AAUAUAGGGGE UUGUGCAGGU GAUGUUAAUU UUGGAUAGUU AUUGAUUGGG UAUAUUGAUU
70 50 g0 100 110 120
UGAUUGCGUA CAUGAUUGAA UACGAUAGAU GGGGGUAUGU GAUAGUUAGU UUGAUAUUCU
130 140 150 160 170 180
UUUAUUUGUU GUUGAGUARG AAUAUGUUAU AAUGUGUUGG CUAGAUAAAA CGGUUACUGU
180 200 210 220 230 240
AGGUUUGAAU UGUUUUGUGU UUGGUAGAUA AGGUAAUUUG UAGAGGUAAA AARUUCAGAA
250 260 270 280 290 300
AUUUUGAUUU UGGGAGGGGC GUUCAACUUU CAGGGCCCAA UU 3



Cuadro 11
Cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacion 3°-5°
utilizando el codigo genético universal

Cuadro empieza (pb) | Termina (pb) | Masa Molecular

de lectura Daltons
t 1 49 1830.11
5 130 291831
61 130 2658.01
145 193 1811.02

2 2 2 18.02
68 74 278.32
77 140 2316.79
3 3 66 218529
117 102 548.67

207 186 707.76

213 219 305.39

23] 237 206.26

Figura 37

Diagramas de los cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacidén 3°-5°
utilizando el codigo genético universal

Cuadro de lectura 1

NIGVVQVMLILDSY*LGILI*LRT*LNTIDGGM**L.V*YSFICC*VRICYNVLAR*NG
Y CRFELFCVW*IR*FVEVKNSEILILGGAFNFQGPI :

Cuadro de lectura 2

I* GLCR*C*FWIVIDWVY*FDCVHD*IR*MGVCDS*FDILLFVVE*EY VIMCWLDK
TVTVGLNCFVFGR*GNL*R*KIQKF*FWEGRSTFRAQ

Cuadro de lectura 3

YRGCAGDVNFG*LLIGYIDLIAYMIEYDRWGYVIVSLIFFYLLLSKNML*CVG*IK
RLL*V*IVLCLVDKVICRGKKFRNFDFGRGVQLSGPN

Nota: las abreviaciones de los aminodcidos estin descritas en la seccion de anexos. el * denota codon de
terminacion.
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Cuadro 12
Cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacién 5°-3°
utilizando el cddigo genético universal

Cuadro empieza (pb) | Termina (pb) | Masa Molecular

de lectura Daltons
I 1 43 1563.80

22 43 8353.98

97 100 14921

2 2 5 131.17

89 107 610.68

152 209 2189.55

3 3 36 1158.21
72 i50 3227.74

144 150 262.36

Figura 38
Diagramas de cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacién 5°-3°
utilizando el codigo genético universal

Cuadro de lectura 1

NIGVVQVMLILDS Y # e M * % ¥eemcmmen e e

Cuadro de lectura 2

T e e K ANMGVCD S -mmmmem #ee-MCWLDK TVTVGLNCFVFGR*---*-

*

Cuadro de lectura 3

Nota: las abreviaciones de los aminoacidos estdn descritas en la seccién de anexos, €l * denota ceddn de
terminacion. Las regiones marcadas denotan cuadros de lectura posibles que sugieren una codificacion
para algana proteina o algiin ARN guia.
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Cuadro 13
Cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacién 3°-5°
utilizando el cddigo genético mitocondrial de protozoos

Cuadro de | empieza (pb) | Termina (pb) Masa Molecular

lectura Daltons
1 1 49 1830.11
55 130 2918.31
61 130 2658.01
145 193 1811.02

2 2 2 18.02
68 74 278.32
77 140 2316.79
3 3 66 2185.29
102 117 548.67

186 207 707.76

213 219 305.39

231 237 206.26

Figura 39

Diagramas de cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacion 3°-5
utilizando el codigo genético mitocondrial de protozoos

Cuadro de lectura 1

LTRDFQLAGRVLVLKT* MEN{FNG]DGLCF VKFGCHWQNRSVV*-———
MSCCLFSYSLIDSVWG*--* -

Cuadro de lectura 2

Heme ¥ ME*MVCVLLSLDVIGKIDRLCNIV*+nvvona- S I——

W_H

Cuadro de lectura 3

Nota: las abreviaciones de los aminodcidos estdn descritas en la seccién de anexos. el * denota codén de
terninacién. Las regiones marcadas denotan cuadros abiertos de lectura posibles que sugieren ung
codificacion para alguna proteina o algiin ARN guia.



Cuadro 14
Cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia
traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacién 5’3’
utilizando el codigo genético mitocondrial de protozoos

Diagramas de cuadros abiertos de lectura encontrados para la secuencia

Cuadro de | empieza (pb) | Termina (pb) Masa Molecular

lectura Daltons
| 2 5 131.17
89 107 610.68

152 209 218955

2 3 36 1158.21
72 150 322774

144 150 262.36

3 4 103 3876.45
22 103 3280.73

97 103 335.41

Figura 40

traducida del clon 3 del aislado 14 en orientacion 5°-3°
utilizando el codigo genético mitocondrial de protozoos

Cuadro de lectura 1

| *MGVCDS*oommaaeen *-MCWLDKTVTVGLNCFVEGR*---*-
Cuadro de lectura 2
YRGCAGDVNFG*-eammeen MIEYDRWGYVIVSLIFFYLLLSKNMI *on¥ e %

Nota: las abreviaciones de los aminodcidos estan descritas en la seccion de anexos. el * denota codén de
terminacion. Las regiones marcadas denotan cuadros de lectura posibles que sugieren una codificacion
para alguna proteina o algiin ARN gnia.
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La posibilidad de varios cuadros abiertos de lectura en la regién de 70-220pb del clon 3
del aislado 14, orientacion 5°-3’; sugiri6 el analisis de alineacion de secuencias de ésa
region, por el método de Higgins-Sharpe, entre un clon de cada departamento y la cepa

Y-Brazil (vid figura 41).

Figura 41
Alineacion de la region entre 70-220 pb de las regiones hipervariables del minicirculo
entre un clon de cada departamento con la secuencia de la cepa Y de Brazil, asi como su
diagrama de similitud, por el método de Higgins-Sharpe.
Las secuencias se muestran en orientacioén 5°-3°,

10 20 30 40 50
10PAR.DNA 1 ---ATGGTTT GTTAATGTAA GTA-GATAAT GTACTTTGTA TTGTGTATAG
18PAR.DNA 1 TGTATGATTA GATAGTGTGC T-GTGARAGA ATAGTGAAGA GAGTGAGTAG
27PAR, DNA 1 T-TATGTACA AGCTTTGAAT TCGTGATAGG ATAGTATAGA GTTGRAATTAC
38PAR. DNA 1 —-TGTGTT—- ATTCTTAGTT ATGTAGTTAT GTAGTTCATT ATTCATTCAC
66PAR ., DNA 1 ATTGTATTGA AGT--TGTA- GCTTAGACAT ATAAC--AGA GAACAAATGG
YSUPAR, DNA 1 ACTGTGATGA A----TGTA- GTGGAGTTAC TTAATG-AAA GTGTATCTGA

60 70 80 90 100
10PAR.DNA 51 AGATGTGTAA GTTACTGTAT TAATGT--TA TCTAGGAGGG GT-AGTTG-G
18PAR,.DNA 51 AGTTTCTTTG TTTATGTTAG TAGATC-AT- TGT-TATACT TTTAGTTATA
27PAR, DNA 51 TATGTTTTAG TTTGTTATGT TTGAAT-GTA TGTATATAGT TTGTATGGTA
38PAR.DNA 51 CAC--==-——- ATAGTATTAT ATAAATTATA TTCATAATTT TCTTATAATG
66PAR, DNA 51 TAGTAGTGAA GATAGATTTT GTGAGTTGTA TAAAGATAGT ATG—-TTATA
YSUPAR.DNA 51 AGTTTGTIGAA T-TGTATTAT TAAAGTT-TG TTATAATTGT TTGAATAARG

110 T20 130 140 150
10PAR.DNA 101 ATAGGAGGGG TAGTTGGATA GGAGGGGTAG CTGGG--TGA ATTACGG-AT
18PAR.DNA 101 ATATAATATG AGGG--GTTA AAGGTTTAAGC GTGGG--TG- -TTGTGG-AT
27PAR.DNA 101 AGATTATGGG TGGGTTGTGG ATTGGTTAAG GTGAG-——A- -TTGTTG-G-
38PAR.DNA 101 TTATGTTATA TAGTTTGTTG TTTATTATAT ATGATATCGG TACGTCTTGT
66PAR, DNA 101 GTTTATTCAT TAT-TAAGAT ACTAGTGGAG ATARG--TGT TGCATGTTAG
YSUPAR.DNA 101 GTGTTGTGGT GGCATGTGGG TTTGTTGTCG ACCAG--TGG —-ATACATTAT

160 170 180 190 200
10PAR.DNA 157, ABRCCTEATRR. Thh . var s ressesem SO w0k s WIS 06 e s enug
18PAR.DNA TSIERERRIETCEET TR vum ssw  wiies sk oo ek sred P e 5950% 5as 5uE
27PAR.DNA 151 GUTGACAGAT ==, ittt st s tr e arsann et ens snaansenes
38PAR.DNA 1510 ACGGRETARGA. BT . s v vie sio s o aies sibia sias  sis e as sin s sin  ssa nis wae s
66PAR, DNA L5L GREAATETTE Aoww can ind  Gves add Sk A SwE s 005 sl @ 85 & s5e o
YSUPAR.DNA 151 GAGGGTGGAR AT . . i i vt i tarmonasae srmmnarans saaenansas

66PAR. DNA e g
YSUPAR.DNA — —— 1
LA
27PAR.DNA 16, 8% 13.7%
10PAR. DNA
38PAR.DNA

Nota: la denotacion par significa que es una parte de la secuencia de esos clones. La numeracién que
aparece descrita en la alineacion de secuencias corresponde al No. de aislado. Las muestras analizadas
fueron las siguientes y estan dadas por No. aislado-No. clon-departemento: 10-15Za, 18-1Chi, 27-27Sta.
Rosa, 38-31Ju, 66-23]a.
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Analizando todos los resultados en conjunto, sobre la variabilidad génica entre las
regiones hipervariables secuenciadas, se identifico que las secuencias de los clones

analizados, junto con la secuencia de la cepa Y Brasil presentan dos regiones casi

conservadas:

» Extremo 5. Aprox. 10 pb (pesible relacién con origen de replicacion): Al
inicio del extremo 5’ de las secuencias se identificé una regioén casi
conservada de aproximadamente [0 pb, lo cual sugiere que podria estar
relacionada con la secuencia universal del minicirculo, UMS. Esta secuencia
universal es un dodecdmero compuesto de la siguiente forma:
GGGGTTGGTGTA (Gharaibeh, ef al., 2000). La region marcada constituye
parte del iniciador S36 utilizado en este estudio para amplificar la region
hipervariable del minicirculo. Por lo que se propone que esos 10 nucleotidos

podrian ayudar a estabilizar el origen de replicacion.

» Extremo 3’. Aprox. 25 pb (posible relacién con replicacion del
minicirculo o con la transeripcién de gARN para Ia edicién de transcritos
mitocondriales): En el extremo 3’ de las secuencias analizadas se identifico
una region casi conservada de aproximadamenie 25 pb. Esto sugiere dos
hipétesis:

i) que el exiremo 3° podria estar relacionado con la replicacion del
minicirculo: unién con la topoisomerasa II, para catalizar la
concatenacion.

ii) Que el extremo 3’ esté relacionado con la transcripcion de ARN guia para
la edicion de transcritos mitocondriales; es decir, que edite la parte final o
inicial del ARNm proveniente del maxicirculo para la transcripcion del

ARN gufa, que podria continuar en la regién conservada.
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Por medio del algoritmo de Higgins-Sharpe, se encontrd que la similitud entre las
secuencias. de los clones junto con la cepa Y Brazil es de 20-35% aproximadamente;
mientras que el algoritmo de Lipman-Pearson indica que existe aproximadamente 60% de
similitud. Esta diferencia de similitud se debe a que el algoritmo de Lipman-Pearson no
es tan estricto como el de Higgins-Sharpe, ya que no incluye penalizaciones por espacio
sino que establece un parametro de corte minimo de similitud. No obstante, estos
resultados sugieren que la region hipervariable del minicirculo del kinetolplasto es
altamente variable entre clones de un mismo aislado de 7. eruzi, entre aislados de un

mismo departamento, y entre aislados de distintos departamentos.

Como complemento al analisis sobre las regiones hipervariables del minicirculo de 7.
cruzi, se tradujo el clon 3 del aislado 14 en orientacion 5°-3” y viceversa para identificar
posibles cuadros abiertos de lectura, utilizando el codigo genético universal y el codigo
gen€tico mitocondrial de protozoos. Con base en este andlisis, se encontréd que hay varios
posibles cuadros abiertos de lectura en las regiones hipervariables comprendidas entre los
70pb — 220pb, sugiriendo que esta region podria ser transcrita para codificar alguna

proteina o algun ARN guia, para editar ARN mensajeros del maxicirculo.

Con el programa de alineaciones “BILAST” del Centro Nacional de Informacion de
Biotecnologia “National Center for Biotechnology Information” (NCBI), se compararon
los clones secuenciados con secuencias de protozoos publicadas en GenBank. Entre los
resultados obtenidos, no se encontrd alineacion alguna relacionada con ARN guias, sino
que solo con secuencias reportadas de muestras clinicas de corazén chagasico. Por otra
parte, se alinearon, con el método de Lipman-Pearson, los clones secuenciados con
secuencias de ARN guias de 7. cruzi provenientes de la base de datos de Goringer
(http://biosun. bio.tu-damstadt.de/goringer/ gRNA/gRNA htm), y se encontrd que algunos
clones tienen una similitud de hasta el 70% aproximadamente, con las secuencias de
ARNg publicadas (datos no mostrados). Sin embargo, se sugiere un estudio mas

profundo sobre la funcidn de las secuencias de los clones.
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Por GOltimo, con el marcador molecular de la region hipervariable del minicirculo no se
pudo sugerir agrupacion alguna de los aislados de 7. cruzi entre los departamentos de

Zacapa, Santa Rosa, Chiquimula, y Jutiapa.
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VI. CONCLUSIONES

La region conservada del ADN cinetoplasto del minicirculo se mantiene entre
distintos aislados de Trypanosoma cruzi, ya que se logrd amplificar, clonar vy
secuenciar la region hipervariable, utilizando iniciadores que se encuentran en la

regidn conservada del minicirculo.

Los resultados de RFLP con la enzima Rsal sugieren que los aislados de

{rypanosoma cruzi son altamente variables para dicho sitio de restriccion.

La busqueda de los sitios de restriccidn para las enzimas Rsal, Taql, Alul,
Sau3Al, Hinfl, y Haelll en las secuencias sugiere también una alta variabilidad

entre aislados.

El analisis de alineacion multiple de secuencias sugiere una similitud entre el
20% y 35%.

El analisis de la cepa Y Brasil con los clones secuenciados sugiere que hay 60%

similitud.

La presencia de varios posibles cuadros de lectura abiertos para la region
hipervariable del minicirculo utilizando el codigo genético universal y el codigo
genetico mitocondrial de protozoos sugiere que la region variable puede ser

transcrita.
Los resultados obtenidos con RFLP y con el anilisis de secuencias sugieren que

no hay recombinacién dentro y entre los minicirculos de Zrypanosoma cruzi

apoyando entonces, la teoria sobre la estructura clonal del parasito.

147
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8. La region variable del ADN cinetoplaso del minicirculo no es un buen marcador

para determinar la variabilidad de los aislados de 7rnyparnosoma cruzi.



VII. RECOMENDACIONES

Una de las limitaciones de este estudio fue que no se clonaron los aislados de
Tiypanosoma cruzi, por lo que no se pudo hacer una diferenciacion entre cepas. Para
futuros trabajos de investigacion sobre Irypanosoma cruzi se recomienda clonarlos, sea
por dilucién seriada o por microscopia, dado que aumentaria el poder robusto obtenido en

dichos estudios.

En cuanto a la determinacién de variabilidad genética de Trypanosoma cruzi, se podria
realizar un estudio complementario de analisis de frecuencias alélicas del parésito,
mediante el uso de microsatélites como marcadores moleculares. La ventaja de este
estudio seria determinar el flujo de cepas de Tryparnosoma cruzi y posible correlacién con
los vectores de donde fueron extraidos. La poblacion de estudio podria comprender no
solo los departamentos endémicos, analizados en este estudio, sino que también los
departamentos de Alta y Baja Verapaz, Chiquimula, El Progreso, Quiché, Escuintla,
Guatemala, Huehuetenango, Petén, San Marcos e Izabal La razén de incluir estos
departamentos es que también presentan seropositividad, aunque no esta bien
documentado. Al mismo tiempo, seria interesante extender la poblacidn de estudio a lo
largo de Latinoamérica. El anélisis de secuencias microsatélites se podria realizar con la
tecnologia fluorescente “GeneScan™, ya que los resultados obtenidos con este analisis son
bastante precisos. Ademas, la técnica puede ser automatizada en un secuenciador de

capilaridad, obteniendo resultados en pocos dias.

Por otro lado, con las regiones hipervariables del minicirculo del cinetoplasto de aislados
de Trypanosoma cruzi secuenciadas se podrian realizar sondas marcadas con
fluorescencia, para detectar por hibridizacion in situ tejidos chagasicos y, posiblemente,

encontrar una correlacion clinica.

149




150

Para determinar los linajes de las cepas de Trypanosoma cruzi que estan circulando en
Guatemala se podrian utilizar dos marcadores moleculares: el miniexon y secuencias de
ARN ribosomal, tal como se describe en un estudio realizado en aislados de
Trypanosoma cruzi de Brazil propuesto por Fernandez, ef al. (1998). Este estudio se
podria correlacionar con el de flujo genético del parasito utilizando microsatélites como

marcador molecular, descrito anteriormente.

Por ultimo, paralelamente se esta haciendo un andlisis de flujo genético de los vectores
donde fueron extraidos dichos aislados, utilizando también como marcador molecular
microsatélites, se podria hacer una correlacion entre dicho estudio, entre el estudio de
linajes por miniexon, y el estudio de flujo genético de Irmpanosoma cruzi por
microsatélites, para determinar st hay alguna relaciéon entre los vectores de cada
departemento con los grupos de Trypanosoma crizi presentes en el drea endémica, con el
objetivo final de analizar el control de transmision de la Enfermedad de Chagas en

Guatemala.
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IX. APENDICES
Glosario

Acido desoxirribonucleico (ADN). Fs la molécula de herencia que contiene
informacion genética codificada en 6rden especifico de sus nucleétidos

constituyentes. (Hartwell, ef al., 2000)

Acido ribonucleico (ARN). Acido nucleico que contiene un azucar ribosa; se
encuentra en el nicleo y citoplasma, y tiene importancia primordial en la sintesis de

proteinas. (Hartwell, ef al., 2000)

Adenina “adenine” (A). Una purina (base nitrogenada) que es componente de los
acido nucleicos, un miembro del par de base A-T (adenina-timina). (Hartwell, ef af.,

2000)

ADN cinetoplasto (kDNA). Es ¢l ADN mitocondrial. Red de moléculas
concatenadas con una estructura discoide, y esta compuesta por dos poblaciones

discernibles de ADN circular: maxicirculos y minicirculos. (Sturm, ef al., 1989)
ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD). Procedimiento designado para
detectar cambios de una base en loci polimérficos a través del genoma. (Hartwell, ef

al., 2000)

Aislado. Es un conjunto de cepas de Trypanosoma cruzi obtenido de un individuo;

en este ¢caso de un triatomino.
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Alelo. Cualquiera de un grupo de formas alternantes de un gen que pueden

encontrarse en un punto dado {/ocnus) sobre un cromosoma. (Villee, 1996)

Aminoicido. Moléculas que sirven para construir proteinas (Hartwell, ez al.,
2000). Compuesto organico que posee un grupo amino (-NHz) y un grupo
carboxilo (-COOH), los aminoacidos pueden unirse para formar cadenas de

péptidos en la molécula de proteina. (Villee, 1996)

ARN guia (gRNA). Templado de ARN que sirve como guia para editar transcritos
de mRNA por medio de la adicion o delecion de uridinas. (Hartwell, ez al., 2000)

ARN mensajero (mRNA). Tipo peculiar de acido ribonucleico que es sintetizado
en el nacleo y pasa a los ribosomas del citoplasma; se combina con ARN en los
ribosomas y brinda una plantilla para la sintesis de una enzima o de alguna otra

proteina especifica. (Villee, 1996)

Canibalismo. Cuando una chinche chupa sangre directamente de una chinche

recien alimentada. (Schofield, 1994)

Cebador. Cadena corta, preexistente de polinucledtidos a la cual puede ser
agregada ADN nuevo por medio del a accion de la ADN polimerasa. (Hartwell, ef
al., 2000)

Citosina “cytosine” (C). Una pirimidina (base nitrogenada) que es componente de
los 4cido nucleicos, un miembro del par de base G-C {guanina-citosina). (Hartwell,

et al., 2000)



Competente. Se refiere al cultivo de bacterias que ha sido tratado para aumentar su
abilidad de adquiric nuevas moléculas de ADN (Brown, 1998).  Células
clectrocompetentes se refiere al cultivo de bacteria tratadas con cambios de
temperatura para modificar la pared celular de las bacterias de modo que aumenten

su abilidad de adquirir nuevas moléculas de ADN.

Cepas. Seg(n el modelo histotropico clonal propuesto por Macedo, ef al., {1998)
las cepas de Trypanosoma cruzi representan un conjunto de clones (tambien
llamada poblacion multiclonal) que pueden formar relaciones simbioticas pero

deben competir ferozmente por los recursos disponibles.

Clon de Trypanosoma cruzi o clon. Parasito de Trypanosoma cruzi que posee
propiedades biologicas y tropismo especifico por un tejido humano. Estas
propiedades y tropismos pueden variar entre cada parasito. Los clones se dividen
por fision binaria, y son estables. Evolucionan sélo por mutaciones, y la

recombiancion ocurre raramente.

Clon recombinante. Poblacion de células idénticas, generalmente aquellas que

contienen moléculas recombinantes de ADN idénticas (Brown, 1998).

Cloneta. Cepas que parecen como idénticas para un grupo dado de marcadores

genéticos en una especie clonal. (Laurent, ef al., 1997)

Codominancia. Expresion de fenotipo heterocigoto teniendo como resultado un

decendiente que se asemeja a ambos padres. (Hartwell, ez al., 2000)

Codén. Serie de tres nucleotidos adyacentes que codifican un aminogcido. (Villee,
1999)
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Coprofagia. Cuando la chinche ingiere deyecciones infectadas de otra chinche.

(Schoficld, 1994)

Cuadros abiertos de lectura (ORF). Secuencias de aminoacidos identificadas
como genes que codifican para proteinas cuyas funciones aun no han sido descritas.
Los ORF se caracterizan por largos fragmentos de codones en el mismo cuadro de
lectura y que no estén interrumpidos por codones de terminacion. (Hartwell, ef al.,
2000)

Delecion. Cuando un bloque de uno o mds pares de nucledtidos se pierden en una

molécula de ADN. (Hartwell, er al., 2000)

Diploide. Que tiene mimero doble de cromosomas que un gameto; que posee dos

series de cromosomas. (Villee, 1999)

Electroforesis. Método de separacion de moléculas (como fragmentos de ADN o
proteinas) de una mezcla similar de moléculas. Corriente eléctrica es aplicada a un
medio que contiene la mezcla y cada una de las moléculas viajé a través del medio a
velocidad distinta, dependiendo del tamafio, y de su carga ¢léctrica. La separacion

se basa en estas diferencias.
Electroporador. Aparato que sirve para electroporar células electrocompetentes.
Electroporar. Proveer una descarga eléctrica en células para inducir la formacion

transitoria de poros en la membrana celular por donde las moléculas de ADN

pueden entrar a la célula. (Brown, 1998)



Enzimas de restriccion o endonucleasas de restriccion. Proteinas que reconocen
secuencias de nucledtidos especificas y cortas y cortan el ADN en esos sitios.

(Hartwell, ez al., 2000)

Eppendorf.  Tubo pequefio de polipropileno donde se coloclan pequefios
volimenes de alguna solucion y guardarla o utlizarla para hacer alguna reaccion.

La capacidad volumétrica de éstos tubos varia desde 200uL hasta 1.7 mL.

Erlenmeyer. Frasco de vidrio resistente a altas temperatura (de hasta 130 1b de

presion) en forma de cono.

Enlace peptidico. Enlace covalente que une aminoacidos durante la sintesis de

proteinas. (Hartwell, et al., 2000)

Esquizodemo. Nombre propuesto para el patron de restriccion caracteristico de

una cepa (Macedo, el. al., 1998)

Fragmento de okasaki., Hebra de ADN sintetizada discontinuamente como

fragmentos pequefios de 1000 bases. (Hartwell, ef al., 2000)

Gel. Matriz. de polimero que forma poros por los que pueden pasar diferentes
clases de moléculas, como ADN o proteinas. El tamaiio del poro depende del
polimero que se esté utilizando y de la concentracion del mismo. Entre mayor
concentracién de polimero més pequefio es el poro. Los polimeros mas
comunmente utilizados son la agarosa y la poliacrilamida; pero se podria utilizar

también acetato de celulosa.
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Gene. Unidad biolégica de informacién 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, er al., 2000)

Guanina “guanine” (G). Una purina (base nitrogenada) que es componente de los
acido nucleicos, un miembro del par de base G-C (guanina-citosina). (Hartwell, e

al., 2000)

Haploide. Que tiene una sola serie de cromosomas, como se observa normalmente

en un gameto maduro. (Villee, 1999)

Hebra templado “template strand”. Una hebra de ARN que sirve como patron
para el mRNA y es complentario al ARN codificado por el ADN y al mRNA.
(Hartwell, ef al., 2000)

Locus (loci en plural). Punto peculiar en el cromosoma. (Hartwell, et a/., 2000)

Marcadores o estindares de masa molecular. Mezcla de pequefios fragmentos
de ADN de doble hebra de un tamafio v peso conocido que sirven como referencia
para determinar la masa molecular una mezcla de moléculas de ADN o mezcla de

moléculas de proteinas desconocida.

Marcador molecular. Segmento de ADN que se encuentra en un lugar especifico
en el genoma de un organismo, y tiene propiedades inherentes que hace que sea
facilmente reconocido cuando se utilizan herramientas tecnologicas tal como

electroforesis. (Hartwell, e al., 2000)



Microsatélite. Secuencia de ADN repetitiva (uno a seis nucledtidos) uno tras otro

“tandem repeats”. (Hartwell, ez al., 2000)

Minicirculo. ADN circular, uno de los componenetes del ADN cinetoplasto, que
codifica ARN guias que editan los transcritos de los maxicirculos para formar

cuadros abiertos de lectura. (Sturm, er a/, 1989)

Mutacién. Alteracion permantente y transmisible en la secuencia de nucleétidos de
un cromosoma, usualmente en un sélo gen que conlleva a un cambio o pérdida de

su funcion normal. (Hartwell, ez af., 2000)
Nifurtimox. Nombre comercial Lampit (Bayer). (Goble, 1992)

“Northern blot”. Técnica de hibridacion para detectar la presencia de mRNA en
una mezcla de macromoléculas. Los mRNA son detectados con ADN

complementario. (Lodish, et al., 1995)

Nucledtido. Subunidad de ADN o ARN que consiste de una base nitrogenada (en
ADN adenina, guanina, citocina, timina; y en ARN adenina, guanina, uridinas o
citocinas), una molécula de fosfato, y una molécula de azucar. Miles de micledtidos

son unidos para formar moléculad de ADN o ARN. (Hartwell, ef a/., 2000)

Oligo. Cadenas cortas de ADN que sirven como plantilla para iniciar la sintesis de

una nueva hebra de ADN. (Hartwell, et al., 2000)

par de bases (bp). Dos bases nitrogenadas unidas por enlaces débiles. (Iartwell, et
al., 2000)
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Péptidos. Polimero pequefio que usualmente contiene 30 o menos aminoacidos

unidos por enalces peptidicos. (Lodish, et al., 1995)

Plaquear. Dispersion de bacterias sobre todo el medio sélido de crecimiento, en

condiciones estériles.

Polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restiriccién (RFLP). Variacion
en el tamafio de fragmento de ADN, entre individuos, obtenidos por cortar con
enzimas de restriccion. El RFLP es causado por mutaciones en el sitio de corte de

las enzimas. (Hartwell, et a/., 2000)

Proteina. Grandes polimeros compuestos de cientos a miles de subunidades de

aminpacidos unidos entre si en un 6rden especifico.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Es un método rapido para replicar

segmentos de ADN en una mezcla compleja utilizande cebadores como punto de

inicio. (Hartwell, ez al., 2000)

Secuenciacion. Determinacion del orden de nucledtidos en una molécula de ADN

o ARN o ¢l 6rden de aminoacidos en una proteina. (Hartwell, ef al., 2000)

Secuenciador automatico. Aparato que determina automaticamente una
secuencia.de nucledtidos marcados por medio de la utilizacion de electroforesis

capilar y deteccion fluorescente o deteccion quimioluminiscente.

Sitios de restriccidén. Secuencia corta y especifica compuesta de cuatro a ocho

nucleodtidos reconocida por enzimas de restriccion. (Hartwell, ef al., 2000)



“Southern blot”. Técnica de hibridacion para detectar secuencias de ADN

especificas. (Lodish, et al 1995)

spp. Término cientifico que denota varias especies.

Timina “thymine” (T). Una pirimidina (base nitrogenada) que es componente de
los acido nucleicos, un miembro del par de base A-T (adenina-timina). (Hartwell, ef

al., 2000)

Transmisioén transovarica. Transmisién desde la madre hasta la cria. (Schofield,
1994)

Uridinas “uracil” (U). Base nitrogenada que se encuentra normalmente en el ARN
pero no el ADN; la uridina es capaz de formar pares de base con adenina. (Hartwell,

et al., 2000)

Zoonosis. Enfermedad parasitica de animales salvajes que es transmitida por

especies silvestres hacia otros animales. (Monteiro, et al., 2001)
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B.

Estructura clonal de Trypanosoma cruzi

Clon &4

Clon BB

Clon CC

Clon DE

ClonEE

Clon FF

ClonZZ

Figura 42
Modelo Histotropico clonal de la Enfermedad de Chagas
{Macedo, y Peiia, 1998)
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Estimacion de la masa molecular de bandas desconocidas obtenidas por RFLP

1. Curvas de calibracion con marcador molecular 25pb: logis masa molecular (pb)
comparado con la distancia recorrida (cm).
2. Ecuacidn obtenida:
Y=mX +b
Donde, Y = logio masa molecular (pb)
X = distancia recorrida (cm)
m = pendiente

b = intercepto en el eje Y

)

Con la distancia recorrida de la banda desconocida, A. se encontrd “Y”. Al

resultado se le hizo lo siguiente:

Y = log masa molecular A (pb)

10Y = |los masa molecular A (pb)

10" = masa molecular A (pb)

4. Lo mismo se hizo para la curva de calibracion con marcador molecular (100 +
25)phb.

5. Sereportd la media de la masa molecular de la banda desconocida, A, calculada

por ambas curvas de calibracion.
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D. Factor de correccién, F, para la masa molecular de las bandas desconocidas

1. Definicion del factor de correccion

F = (masa molecular de control interno teérico) — (masa molecular del control
interno experimental)

Donde, F = factor de correccion (pb)
masa molecular del control interno teérico = 143 pb

masa molecular del control interno experimental = calculado con las
curvas de calibracion a

partir de los
fragmentos obtenidos
por RFLP’s (pb)

2. Correccion de masa molecular de bandas obtenidos por RFLP’s

(Masa molecular de bandas obtenidas) + (Factor de correccion) = Banda
corregida
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Identificacion de posibles esquizodemos

La identificacion de posibles esquizodemos se baso en la razon de masas
moleculares y en los patrones de restriccion observados. Si la razén era parecida y
coincidia con el patron de restriccion observado en las geles se asumia un posible

esquizodemo.

Razén de masas moleculares = Masa molecular corregida de banda en estudio (pb)

Masa molecular del control interno (pb)

Donde, la masa molecular del control interno era siempre constante, 143 pb.
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F.  Distancias migradas de los estandares moleculares de 25 pb y de (100 +25) pb

utilizados para el analsis de esquizodemos de los distintos aislados de Trypanosoma

CFNZI.

Cuadro 15

Distancias migradas del estandar molecular de 25 pb (Promega)
en las geles corridas para los aislados 4-25 de Tlcruzi (cm & 0.05)

MM* # Aislado
4 10 12 13 14 18 23 25
300 3.21 2.45 3.50 2.55 3,20 2.40 315 2.55
275 3.41 2.55 3.70 2.70 3.40 2.60 3.30 270
250 3.61 2.75 3.90 2.90 3.55 2,75 3.50 2.85
225 3.81 295 415 3.10 3.75 2,95 3.75 3.05
200 4.05 3.15 4.35 3.30 4.10 315 4.00 3.25
175 4.37 3.3 4.60 3.50 4.40 3.40 4.25 3.45
150 472 3.6 4.90 3.75 4.70 3.65 455 3.70
125 5.05 39 5.30 4.10 5.10 3.95 4.90 4.05
100 5.52 43 5.75 4.50 5.60 435 440
MM#* = masa molecular en pb
Cuadro 16 :
Distancias migradas del estandar molecular de 25 pb (Promega)
en las geles corridas para los aislados 27-68 de T.cruzi (cm £ 0.05)
MM* # Aislado
27 30 36 38 50 59 66 68
300 2.50 3.20 3.40 2.95 3.500 3.45 2,70 2.60
275 2.70 3.30 3.50 3.05 3.65 3.65 2.85 2.70
250 2.85 3.60 3.70 3.20 3.95 3.85 3.05 295
225 3.05 3.85 3.95 3.40 4.15 4.10 3.25 3.10
200 3.30 4.10 4.20 3.60 4.35 4.35 3.45 3.35
175 3.55 4.40 4.45 3.80 4.70 4.60 3.66 3.55
150 3.80 4.70 4.70 4.10 5.00 4.85 3.95 3.80
125 4,20 5.10 5.05 4.40 5.40 5.30 4.30 415
100 4.60 5.55 4.90 5.80 5.75 4.65 4.55

MM* = masa molecular en pb




Cuadro 17

Distancias migradas del estandar molecular de 25 pb (Promega)
en la gel corrida para el aislado 72 de T.cruzi (cm = 0.05)

Distancias migradas del estandar molecular de (100 + 25) pb (Promega)

MM~ 72 (cm % 0.05)
300 2.50
275 2.65
250 2.80
225 3.00
200 3.15
175 3.35
150 3.65
125 3.95

100

Cuadro 18

en las geles corridas para los aislados 4-25 de 7.cruzi (cm % 0.05)
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Mhi* # Aislado

4 10 12 13 14 18 23 25
300 3.22 2.45 3.50 255 3.20 235 3.10 2.55
2751 3.40 2.60 3.70 2.75 33 2.55 3.25 2.70
250 3.61 2.75 3.90 2.95 3.50 2.70 3.45 2.85
225 3.81 2.95 410 3.10 3.75 2.90 3.65 3.00
200 | 4.05 3.15 435 3.35 4.05 3.10 3.95 3.20
175 435 3.35 4.60 3.55 435 335 420 3.45
150 472 3.65 4.90 3.80 465 3.60 450 3.65
125| 5.05 395 | 525 410 5.05 300 | 485 400
100 5.50 435 5.75 450 555 430 435

MM* = masa molecular en pb
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Cuadro 19
Distancias migradas del estandar molecular de (100 + 25) pb (Promega)
en las geles corridas para los aislados 27-68 de T.cruzi (cm £ 0.05)

MM * # Aislado
27 30 36 38 50 59 66 68
300 2.50 320 3.40 290 3.50 3.40 270 2.55
275 2.65 3.3 3,50 3.00 3,70 3.60 2.85 2.70
250 2.80 3.55 3.70 3.15 3.95 3.80 3.00 2.90
225 3.00 3.80 3.90 3.30 415 4.05 3.20 3.10
200 3.25 405 415 3.55 435 430 3.45 330
175 3,50 4.35 440 3.80 4,70 4,55 3.65 3.50
150 3.75 4.60 470 4,10 495 4 80 3.95 3.75
125 415 5.05 5.05 4,40 5,30 5.25 425 410
100 455 5.60 4,85 5.80 5.70 4.60 450
MM* = masa molecular en pb
Cuadro 20

Distancias migrada del estandar molecular de (100 + 25) pb (Promega)
en la gel corrida para el aislado 72 de T.cruzi (cm £ 0.05)

MM # 72 (cm + 0.05)
300 2.50
275 2.65
250 2.80
225 3.00
200 3.15
175 3.35
150 3.65
125 3.95




G.  Ejemplo de analsis de la migracién en cm + 0.05 cm de los éstandares internos de
25pb y 100pb + 25 pb.

Migracion de los marcadores de masa molecular de la electroforesis corrida en una
misma gel para los clones del aislado 4

MM* | estindar de 25 pb | estandar (100 + 25) pb | Desviacion Estandar
300 2.60 2.55 0.04
275 2.70 270 0.00
250 2.95 2.90 0.04
225 3.10 3.10 0.00
200 3.35 3.30 0.04
175 3.55 3.50 0.04
150 3.80 3.75 0.04
125 4.15 4.10 0.04
100 4.55 4.50 0.04

MM* = Masa molecular
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H. Migracion media en cm % 0.05 de los marcadores de masa molecular de 25pb y
100pb + 25pb tomando en cuenta todas las geles de acrilamida analizadas.

Cuadro 22

Migracion media de los marcadores de masa molecular

de 25pb y (100 + 25)pb en 17 geles

MM* 25 bp 100pb + 25 pb
Media Desviacion Estandar Media Desviacion Estandar
300 2.93 0.41 2.92 0.42
275 3.08 0.42 3.07 0.42
250 3.28 0.44 3.26 0.44
225 3.49 0.46 3.46 0.46
200 3.72 0.48 3.69 0.48
175 3.96 0.51 3.94 0.51
150 4.24 0.53 422 0.52
125 4.60 0.56 4.57 0.54
100 502 0.60 499 0.61

MM* = Masa molecular
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Abreviaturas de aminoacidos

Cuadro 23
Abreviaturas de aminoacidos utilizando el codigo de una letra

Aminoacidos codigo
Alanina
Arginina

Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Acido glutamico
Glutamina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Ieucina
Lysina
Metionina

Fenilalanina
Prolina

Serina
Treonina
Triptéfano
Tirosina
Valina
cualquier aminoacido

Ni< < |El3|knivm| 2R IC =T ol lmolglz =i
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