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PREFACIO

Fue durante la década de los afos treinta que se reporté en Guatemala por
primera vez la existencia de 7rypanosoma cruzi, el protozoo causante de la enfermedad
de Chagas. Desde entonces, ha cobrado mas vidas de las que oficialmente se reportan
por falta de conocimiento, control e investigacion. El objetivo de este proyecto de
investigacion es que sea una herramienta epidemiologica que exhorte al apoyo de ¢sta
y otras enfermedades crénicas en nuestro pais. Esta dedicada a los hombres, mujeres y
nifios a quienes puedo ayudar con mi servicio para que mejore su calidad de vida, a
través de la ciencia; a los entregados y estudiosos personajes que buscan
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RESUMEN

Esta investigacién consiste en la identificacion y caracterizacion de locus de
microsatélites polimorficos para poblaciones de Triatoma dimidiata, uno de los vectores
de 1a enfermedad de Chagas para Centroamérica. Se diseflaron 17 nuevas secuencias
de cebadores para amplificar las regiones de microsatélites (TDAK) y se optimizaron
las condiciones de reaccion en cadena de la polimerasa, comparando la efectividad de
aditivos para la enzima Taq polimerasa y determinando el comportamiento de las
bandas de desliz o “stutter bands” al emplear este aditivo. Al mismo tiempo, se
tamizaron 3 locus publicados anteriormente, los TDMS4, TDMS11 y TDMS22
(Anderson, ef al, 2002) en poblaciones naturales de Guatemala y Mexico. Los
productos de PCR se corrieron en electroforesis capilar por presentar ventajas de alta
repetibilidad, alta sensibilidad y baja incertidumbre, respecto a geles de poliacrilamida
(PAGE). Se compararon estas dos metodologias y se determino cual es la mas
ventajosa. Se ensay6 una nueva metodologia para el marcaje de cebadores. Schuelke
(2002) recomienda emplear los cebadores universales, que pueden ser usados tanto en
PAGE, como en electroforesis capilar. Los resultados muestran que este tipo de
marcaje funciona sin problemas, igual que sin marcaje o marcaje por pares de

cebadores, reduciendo los costos de anélisis significativamente.

Para el andlisis de genética de poblaciones, para cada locus se calculo el indice
de fijacion total (Fst), flujo genético (Nm), se determino si las poblaciones estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg, se determiné el grado de polimorfismo de cada locus, el

alelo predominante y frecuencia alélica.

Se cred una plataforma electronica para manipular los datos generados a partir
de la electroforesis capilar, para reducir errores por copia y tiempo de analisis manual,
Se cre6 una base de datos en Microsoft ® Access Hamada EpiTD que permitira

continuar haciendo anélisis y registros de resultados en un futuro.

xiii




I INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas pone en riesgo a 120 millones de personas en América.
En Guatemala, el agente causante 7rypanosoma cruzi es transmitido a humanos y otros
reservorios a través de las chinches: Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata. Se han
propuesto varias metodologias para controlar la enfermedad, sin embargo, la fumigacion
con insecticidas residuales es la que ha dado resultados satisfactorios, sobre todo para R.
prolixus. Por otro lado, T. dimidiata ha demostrado que reinfesta las regiones
previamente tratadas dificultando el control y la wigilancia entomologica. Se ha
propuesto que el origen de este foco de reinfestacion se localiza fuera de los domicilios,

pero aim no se tiene informacion al respecto.

Se considera que los microsatélites son adecuados para localizar el foco de
reinfestacion de 7. dimidiata.  Estos son marcadores moleculares que proveen
informacién acerca de fluyjo genético, estructuras poblacionales y diferencias
poblaciones. Asi, con la informacion que estos provean, podria modificarse o redisefiarse
los métodos de comtrol del vector. Se trabajé con chinches de Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa, Zacapa y México, por ser regiones
endémicas de esta enfermedad. Se les extrajo el Acido desoxiribonucleico o “DNA” (por
sus siglas en inglés) y con este se identificaron los microsatélites por la metodologia de
enriquecimiento. Se clonaron al vector pGEM-T® Easy, de donde fueron secuenciados.
Con las secuencias de los microsatélites y de las regiones laterales, se disefiaron
cebadores que mas tarde fueron utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa
“pCR”, (por sus siglas en inglés), para amplificar estas regiones. Lo deseable es que
estos foci demuestren un nivel de polimorfismo que contribuya a determinar s existen

subpoblaciones o vinculos entre poblaciones, en estas regiones endémicas.




IL ANTECEDENTES

A. Enfermedad de Chagas

1. Generalidades. La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana,
es una infeccion parasitaria causada por el protozoo Trypanosoma cruzi (Nakagawa, ef
al, 2003). Se transmitc a humanos cuando insectos hematofagos de la  familia
Reduviidae infectados pican y depositan sus heces en heridas cutaneas o mucosas (WHO,
2000). La infeccion también puede ocurrir por transfusion sanguinea (WHO, 2004),
transplante de 6rganos infectados (Miles, ef al., 2003), de forma congénita (WHO, 2004)
y aunque son pocos los casos reportados, por contaminacién de alimentos (Miles, ef al.,
2003). Se trata de upa enfermedad incurable, asintomética en la fase aguda,
manifestandose como fiebre, conjuntivitis unilateral o chacras tripanosomales (Roberts,
1986). Las complicaciones de esta enfermedad pueden ser miocarditis, fallos al
miocardio, ataque cardiaco, transtornos en el sistema nervioso central, embolia pulmonar,
disfunciones autondmicas del eséfago y colon, resultando en megaesofago y megacolon
de forma irreversible (Roberts, 1986). Si se detecta a tiempo, puede darse tratamiento,
siendo los medicamentos de eleccién nifurtimox o benzonidazol (WHO, 2004).

Fue descrita por primera vez en 1909, por el médico brasilefio Carlos Chagas,
quien reportd detalles sobre el parisito, el vector y hospederos que interactuaban en un
ciclo infectivo, que dio lugar a proponer metodologias de control (Umezawa, et al.,
2000). Actualmente estéd distribuida en 18 paises, en dos zonas ecoldgicas diferentes:
Cono Sur; Norte de Sudamérica, México y Centroamérica(WHO, 2004). Los vectores se
han adaptado a vivir en el interior y alrededores de las casas y son importantes para la
transmision de 7. cruzi (Nagakawa, ef al., 2003).

Algunos autores la categorizan como una enfermedad social, que depende de las
condiciones de vida, que influyen directamente sobre las medidas de control aplicables,
pobreza y précticas higienicas. Se ve asociada con enfermedades como tuberculosis,
diarrea, malnutricion y otras infecciones como el SIDA (Pinto, 2002). Sin embargo, la




transmisién de la enfermedad puede ser efectivamente interrumpida controlando a las

chinches dentro vy fuera de las 4reas de descanso de las casas (WHO, 1997).

2. Epidemiologia. En América, estén en riesgo de contraer la enfermedad
120 millones de personas. Debido a esta enfermedad, estdn registrados entre 16 y 18
millones de casos, habiendo cada afio aproximadamente 300,000 nuevos casos y 21,000
muertes (WHO, 2004).
Figura 1
Distribucion de 1a enfermedad de Chagas en el Mundo
(WHQO, 2004)

Enfermedad de Chagas

I_! Paises endémicos

En Guatemala, se estima que 4 millones de personas se encuentran en ri€sgo;
730,000 estan actuaimente infectadas y 30,000 personas se infectan anualmente siendo
las poblaciones del Este las que estdn en mayor riesgo de transmisiéon. Se reporta que 7.
dimidiata esta distribuido en 21 de 22 departamentos, mientras que R. prolixus esta sélo
en 5 (Nakagawa, ef al., 2003).




3. Ciclo infeccioso. La picadura de las chinches, para succionar sangre, es
relativamente indolora y la mayoria de las personas no se despierta, si ocurre mientras
duermen (WHO, 1997). Es frecuente obscrvar que el vector defeque la piel, durante o
posterior a la picadura. De esta manera, el protozoo gue naturalmente se encuentra en las
heces en forma de tripomatigote metaciclico, flagelado, entra en el huésped mamifero
cuando se rasca la piel o restriega las mucosas (Macedo, 2002). Las infecciones humanas
son conocidas (WHO, 1997) y se han confirmado en Costa Rica casos de la enfermedad
en perros. El mecanismo de infeccion para estos animales ocurre cuando atrapan en sus
ocicos, mastican o ingieren chinches infectadas como reflejo cazador (Montenegro, ef al,
2002). Aunque los perros son muy afectados, no son los tnicos animales de los que las
chinches se alimentan. M4s adelante se discutiran las preferencias alimentarias de la
chinche.

Una vez el pardsito T cruzi ingres6 al sistema del huésped, su periodo de
incubacién es de 1-2 semanas posterior a la infeccién (Macedo, 2002; Ojeda y Murguia,
1998), los tripomastigotes penefran células locales y se diferencian a amastigotes
(Macedo, 2002) a través de intermediario epi y promastigotes que no se replican en la
sangre (Kollien and Schaub, 2000), que tienen forma redonda replicativa intracelular y
sin flagelo (Macedo, 2002). Algunos amastigotes sc diferencian de nuevo a
tripomastigotes, provocando lisis cetular. Cuando la célula muere, los amastigotes y
{ripomastigotes son liberados e infectan nuevas células, reingresan al torrente sanguineo o
colonizan tejido muscular o neuronal como mallas de amastigotes (Macedo, 2002).

Los insectos Reduviidae son infectados cuando el insecto se alimenta de sangre
que contiene tripomastigotes, mas tarde se diferencian a epimastigotes en el intestino del
insecto, dando Iigar a formas replicativas intravectoriales, flageladas, que se dividen por
reproduccion asexual. Alcanzan el recto, se diferencian a tripomastigotes metaciclicos
infectivos y se completa el ciclo de vida (Macedo, 2002; Kollien and Schaub, 2000), ver
Ja figura 2 “Ciclo infeccioso de la enfermedad de Chagas”.




Figura 2
Ciclo infeccioso de la enfermedad de Chagas (WHO, 2004)

1. Chinche se alimenta de sangre infectada.
2. Formas replicativas intravectoriales. 3. Diferenciacion en el recto y
deposicion de heces infectadas a nuevo hospedero.4. Ademds del
humano, otros hospederos pueden ser: monos, armadillos, tacuacines,

perros, gatos, gallinas, entre oiros.

La transmisién del parasito puede llevarse a cabo entre reservorios de animales
silvestres e insectos sin involucrar a seres humanos. Los humanos pueden verse
infectados cuando entran al ambiente natural donde animales silvestres mfectados 'y
vectores interactiian (WHO, 1997). Se han reportado casos de triatominos domésticos que
ocurren como resultado de chinches adultas de dreas selvaticas atraidas por las luces de
viviendas (Miles, et al, 2003). Cuando las areas naturales son dominadas por humanos,
los animales que funcionan como reservorios mueren o son forzados a salir, aumentando
el potencial de transmitir el parasito a animales domésticos y personas. Ademas, la
construccién de casas y refugios de animales alrededor de las casas provee alternativas

para que las chinches descansen y se escondan (WHO, 1997).

La enfermedad se clasifica en fases: aguda, intermedia y cronica (Miles, ef al.,

2003). La fase aguda inicia 7-9 dias luego de que el parasito penetre a su hospedero,




denomindndose: periodo de incubacién. En este periodo, el parasito sufre un proceso
intensivo de multiplicacion tisular e invade el torrente sanguineo y érganos (Pinto, 2002).
Ademas, se observan leves dolores que se desarrollan en el punto de exposicion a las
heces de la chinche, que posteriormente dan lugar a conjuntivitis, signo de Romaiia,
también llamado edema unilateral o chagoma cutaneo (Miles, ef al, 2003); picazon
severa, inflamaciéon y en casos de grandes poblaciones de chinches, pueden causar

anemia por pérdida continua de sangre (WHO, 1997).

Figura 3

Sintomas de infeccion de la enfermedad de Chagas
(WHO, 2003)

a. Signo de Romana . b. Irritacién en el sitio
de picadura de Ila
chinche .

El signo de Romaiia ocurre aproximadamente en un 50% de las personas
infectadas y aunque la mayoria de pacientes sobreviven, puede ser fatal en nifios (WHO,
1997). Se conoce de fases reactivadas agudas en pacientes inmunocomprometidos y se
ha llegado a asociar la enfermedad de Chagas con casos de meningoencefalitis,
especialmente en pacientes congénitos de Chagas o con enfermedades asociadas al
sistema inmune. Es comin que, por las caracteristicas asintomaticas de esta fase, no se
reconozca la enfermedad y dure hasta afios (Miles, ef al.,, 2003). Existen otros sintomas

que no son especificos para la infeccion de Chagas. Estos sintomas pueden incluir:




fatiga, fiebre, hepatomegalia, basomegalia, nodulos linfiticos inflamados; a veces,
urticaria, pérdida de apetito, diarrea y vomitos. Los nifios muy pequefios, con
enfermedad de Chagas aguda, pueden presentar inflamacion del cerebro ¢ incluso, hasta
causar la muerte. Generalmente, los sinfomas duran de cuatro a ocho semanas antes de

desaparecer, reciban o no tratamiento (CDC, 2003).

La forma intermedia se inicia de 8-10 semanas posterior a la exposicion del
parasito (CDC, 2003) sin presentar sintomas de la enfermedad, pero del 2% al 5% de
estos pacientes pueden convertirse en formas cardiacas y digestivas, sin explicacion hasta

el momento (Umezawa, ef al., 2000).

La fase crénica se subdivide en fases: indeterminada, cardiaca y digestiva, de
acuerdo a caracteristicas clinicas (CDC, 2003). De acuerdo a reportes de la
Organizacion Mundial de la Salud, se estima que el 27% de los pacientes infectados
desarrollan problemas cardiacos que pueden causar la muerte, 6% desarrollan
anormalidades en el sistema digestivo y 3% muesiran dafio en el sistema nervioso central

y periférico como complicaciones cronicas (WHO, 1997).

La fase crénica se manifiesta en nifios de hasta 2 afios en los que se ha
demostrado la presencia de anticuerpos anti-T.cruzi en el suero (OPS, 1998). Se estima
que ocurre entre diez a veinte afios posterior a la infeccion, siendo los sintomas cardiacos
més frecuentes: cardiomegalia, ritmo y gasto cardiaco alterado, fallo cardiaco y ataque
cardiaco. Puede ocurrir crecimiento de partes del tracto digestivo, constipacién severa,
problemas para tragar y megacolon, aunque no todos los pacientes desarrollan estos

sintomas (CDC, 2003), ver Figura 4.

La infeccién congénita se puede presentar en el recién nacido, con
manifestaciones clinicas o no. En lactantes mayores de siete meses de edad hay serologia
reactiva independiente de la madre. Para que una infeccion se catalogue como infeccion
congénita debe cumpir con los siguientes requisitos: madre serolégicamente reactiva, no

haber recibido transfusiones y no haber permanecido en un area endémica (OPS, 1998).




Figura 4
Radiografias de complicaciones de la enfermedad de Chagas
(WHO, 2004)

a, Miocarditis b. Megacolon

No existe vacuna ni respuesta inmune eficiente ya que el parasito logra persistir.
Cuando los macrofagos ingieren linfocitos apoptéticos que han ingerido al parasito no lo
destruyen, sino permiten al pardsito sobrevivir. Se ha demostrado que la reaccién del
hospedero es mediada por citoquinas de células Thl, macréfagos y células T-CD8, a
pesar de que en humanos, estos mecanismos sean tan pobremente definidos. A la larga,
estas mismas respuestas inmunes son las responsables por la inmunopatologia, porque la
fraccion glicolipidica de las pwicinas de tripomastigotes son las moléculas
proinflamatorias microbianas mas potentes. Ademas, se mvestiga a la enzima
transialidasa por la importancia que tiene como posible inhibidor de la sobrevivencia
intracelular del parasito. Esta es encargada de transferir acido sidlico de las moléculas
sialiladas del hospedero, a las mucinas de la superficie celular del pardsito (Umezawa, er
al., 2000).




4, Diagnostico. Para demostrar la presencia del T. cruzi puede realizarse
analisis microsc6pico, durante la fase aguda, de sangre fresca sin coagular en busca de
parasitos méviles, tincién de Giemsa de gota gruesa para visualizar el parésito (CDC,
2003); por concentracion de tripanosomas (Miles, et al,, 2000), ELISA por reaccion de
anticuerpos 1gG (Umezawa, ef al., 2000) e IgM contra T. cruzi del suero (OPS, 1998} del
paciente, hemocultivo, inmunofluorescencia o ensayos de hemaglutinacién. Pueden darse
resultados falso positivos, especialmente con pacientes de Leishmaniasis, pero puede
evitarse usando protefnas recombinantes, mucinas purificadas y ensayos de Western Blot
usando antigenos de T. cruzi (Umezawa, ef al., 2000). Estos reactivos también son Gtiles
para el diagnostico de rutina, ya que cada paciente chagésico puede presentar diferente
reactividad ante los antigenos del parasito (OPS/OMS, 1998). Independientemente del
mecanismo de transmisién, todos los pacientes en la fase aguda deben ser tratados, ya que
es posible curar hasta el 100% de estos casos (OPS, 1998). Mientras que durante la fase
crénica, es raro que se identifiquen parasitos, aunque la deteccion es favorecida
empleando metodologias moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa o
“PCR” por sus siglas en inglés (Umezawa, ef al., 2000). El agente puede ser aislado por:
inoculacion de ratones; cultivo en medio especializado; xenodiagnéstico, donde los
vectores no infectados son alimentados con sangre de un paciente y cuatro semanas mas
tarde se examina el intestino de la chinche en busca de parasitos (CDC, 2003). Es
importante mencionar, que aunque seria deseable realizar examenes parasitoldgicos
rutinarios antes y después de los tratamientos, no siempre es posible por la cantidad y
laboriosidad de trabajo ademds de la baja sensibilidad de estos andlisis (OPS y OMS,
1998).

5. Prevencién y vigilancia. La higiene en los hogares es el mejor método
para la proteccion individual, asi como €l aseo y mejoramiento de la vivienda. La mejora
de la vivienda significa que el piso de las viviendas no sean de tierra, rajaduras, ni capas
de materiales en donde las chinches puedan esconderse, aprovechando para ello los
materiales disponibles en cada comunidad (WHO, 1997). De bhecho, modelos
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matematicos han demostrado que la enfermedad podra ser controlada cuando se logre la
eliminacién sistemdtica del vector, se mejore la vivienda y se sostenga un programa de
control transfusional de la enfermedad (Pinto, 2002).

El uso de insecticidas para el control de la chinche es el método mas practico y de
relativa accesibilidad. El costo de programas de fumigacién puede aumentar segin el
tipo de insecticida utilizado, salarios de téenicos, vidticos y transporte de equipo al campo
(Acevedo, et al., 2000). Se rocian las paredes y techos de las casas de 4reas endémicas
con insecticidas residuales de larga duracion. Estos esfuerzos, en conjunto con el
mejoramiento de viviendas prevee reducir o elminar sitios de proliferacién de chinches,
va que se ha observado que el control de las chinches es un mecanismo factible para
prevenir infecciones, aunque siempre deben tomarse medidas para prevenir
reinfestaciones en sitios donde se ha logrado erradicar al vector (WHO, 1997). Siesto no
se logra, significa que se encontrardn chinches vivas en estas areas anteriormente
rociadas, las que se denominan poblaciones residuales, suponiendo que escaparon a la
aplicacién del insecticida (Dujardin, et of., 2002) o inmigran de poblaciones adyacentes,
peridomésticas o silvestres (Anderson, ef al, 2002). En caso se observen colonias
después de aproximadamente tres afios, con el apoyo de programas de vigilancia
entomologica, a este fendémeno se le denomina reinvasion y se propone la existencia de
focos vecinos no identificados de donde resurgen chinches de forma activa o pasiva
(Dujardin, et al., 2002). Se han reportado casos de tasas de reinfestacion de casi el 20%
en aldeas, un afio después del rociamicnto con insecticidas (Anderson et al., 2002). En
otros lugares como Yucatén, se ha demosirado que la reinfestacion ocurre 4-6 meses
pasado el rociamiento y que al aumentar las poblaciones de chinches, también aumentan
las tasas de infeccion de T. cruzi. En Belice, se observd un comportamiento similar.
Ademis, los insectos selvaticos se dispersan durante la estacion seca, congregandose en

sitios adecuados como refugio para la época lluviosa (Dumonteil, ef al., 2002).

En Bolivia, por ejemplo, Triafoma infestans se disperso del habitat selvatico por
rocas habitadas por Cavia, a través de la region de transmision de 7. cruzi doméstico de

paises del cono Sur (Gaunt y Miles, 2000). Ahora se ha detectado que las reinfestaciones
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se atribuyen fundamentalmente a la presencia de focos residuales en los peridomicilios;
ademas, se observé que la localidad que recibié tratamiento de insecticidas desde hacia
30 afios y con mads frecuencia que las demsds localidades, es donde existia mayor
diversidad genética (Segura, ef al., 2002). En pafses con altos indices de infestacion de
Triatoma dimidiata, como Guatemala, se ha observado que pueden alcanzar altos niveles
de dispersion, lo que se debe a la facilidad que tienen los adultos para colonizar casas por
el hecho de ser voladores (Dumonteil, ef al., 2002).

En el control, se esta dando mas importancia a la implementacién de programas
autosostenibles que a los tratamientos con insecticida, debido al costo y sus indeseables
desventajas; ademas se promueve la participacion de las comunidades descentralizando
las actividades de control.  Se proyecta la implementacion de laboratorios de control
epidemiologico en paises endémicos. Estos facilitardn la recoleccion de muestras de
sangre en ¢l campo, aseguraran criterios estandar de diagndstico y mantendran la
vigilancia y la prevencién. Las fases a desarrollar son: preparatoria, de ataque y de
vigilancia. Durante la preparacion, el personal involucrado es entrenado para ejecutar las
medidas de control. Durante ¢l ataque, todas las casas donde se han detectado focos de
infestacion son rociadas; y en la vigilancia, se estd alerta para que la infestacién se
encuentre siempre controlada (WHO, 1997).

Para ¢l control de las chinches se han realizado ensayos con diferentes tipos de
insecticidas. Se ha observado que €l DDT es un insecticida que no es lo suficientemente
efectivo contra los triatominos. Insecticidas mas caros como digldrin, hexacloruro de
benceno y propoxur también han sido empleados, pero la actividad residual en paredes
de adobe no dura mas de tres mesecs. Por lo tanto, los insecticidas de eleccion son
principalmente sintéticos como piretroides, dentro de los cuales pueden mencionarse:
cipermetrin, ciflutrin, deltametrin, permetrin, lamdacihalotrin y fenpropatrin. A pesar de
que existen otros mds caros, estos tienden a tener actividad residual mas larga y se
aplican en dosis mas bajas. Existen otras presentaciones utilizadas como los polvos
rehidratables, concentrados en suspensién y formulas de liberacion lenta con base de
litex o acetato de polivinilo (WHO, 1997). La enfermedad de Chagas podria ser casi
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totalmente erradicada por medio del control epidemiologico de los vectores, pero después
de tratamiento, se espera cierta reincidencia. Esta enfermedad es zoonética y esto
implica que muchos animales salvajes actian como reservorios y otras especies de
triatominos que transmiten el parasito, especialmente en areas silvestres (Kollien and
Schaub, 2000).

Como medidas alternativas de control de la enfermedad se reportan compuestos
que actdan contra el 7. cruzi en ¢l vector, Por ejemplo, andlogos de hormonas juveniles,
productos de algunas plantas como neolignanos y bacterias simbiéticas (Kollien and
Schaub, 2000). Sin embargo, hace falta encontrar la combinacién adecuada de estos
factores y las proporciones adecuadas. Se ha observado que agentes inhibidores del
desarrollo del parasito no funcionan correctamente si se administran de forma aislada,
smo que deben administrarse con sangre. En general, es importante elucidar el
mecanismo de accion de estos métodos alternativos de conirol, de modo que se

propongan nuevas estrategias de ataque para el vector (Kollien and Schaub, 2000).

Nitrofurano y nitroimidazol son los medicamentos de eleccion para el tratamiento
de la infeccion, pero deben considerarse los efectos secundarios que puedan provocar y
las limitaciones que puedan presentar en funcién de variacion de cepas del parésito,
segin posiciébn geografica. Otras preparaciones son toxicas causando nduseas, vémitos,
hipoplasia de médula Gsea, dermatitis y polineuritis (Umezawa, ef al., 2000). Cualquiera
que sea el tratamiento que se clija, este se concentrard en: (1) erradicar al parasito; (2)
evitar la aparicién o progresion de lesiones viscerales; y (3) en interrumpir la cadena de
transmisién. El tratamiento se basa en la demostracion de Ia relacion entre el parésito y
la inflamacién a nivel de miocardio, en la regresion experimental de la fibrosis
miocardica con el tratamiento especifico y en la demostracién de que el tratamiento
puede reducir la aparicion o la evolucion de lesiones cardiacas evaluadas por
electrocardiograma. No se recomienda el tratamiento durante el embarazo, lactancia,
insuficiencia hepdtica, renal, lesiones graves asociadas con la enfermedad de Chagas, ni
en casos de hipersensibilidad a los medicamentos (OPS, 1998).
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B. Agente infeccioso

Dentro del género Irypanosoma se encuentran en Guatemala: T. cruzi y T.
rangeli. El primero, se desarrolla en el tracto intestinal del vector y es el causante de la
enfermedad de Chagas. EI segundo no es patogénico para humanos y hospederos
vertebrados, sin embargo se desarrolla e invade la hemolinfa y glandulas salivales del
vector. Los primeros reportes de presencia de 7. cruzi y 1. rangeli en humanos
guatemaltecos fueron realizadas en 1932 y 1934, respectivamente (De Ledn, 1949;
Blanco, 1943; Reichnow, 1933).

Figura 5

Dos estadios de 7T’ cruzi

a. Epimastigotes en tincion (Beard, et al., 2003) b. Tripomastigote metaciclico en frote sanguineo y
tincion (WHO, 2004).

1. Clasificacion taxonomica. 7. cruzi se ubica sistematicamente de la

siguiente forma (INGEBI, 2001):

Superreino Eukaryota

Reino Protista

Phylum Sarcomastigophora
Sub-phylum Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Sub-orden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Schizotrypanum

Especie Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)
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2. Caracteristicas morfolégicas generales.  Existen 18 formas

diferentes incluyendo las fases intermediarias (Fig. 6):

Figura 6
Formas de 7. cruzi encontradas en el intestino delgado y el recto de Triatoma infestans
(Kollien and Schaub, 2000)
(a) (b) (c) N (@

:7'(:4@
f( R (ﬁ

Dibujos de camara licida de las formas del desarrollo de Trypanosoma cruzi
encontradas en el intestino delgado y el recto de Triatoma infestans.
Amastigotes (a-c) y esferomastigotes (d-f) con kinetoplasto redondo (a,d) o
plano (b,e= o fases de division (c,f); fases intermedias de esferomastigotes y
epimastigotes, formas de anilio (g) o forma enrolladiza (h); epimastigotes,
largos (1) o formas cortas (}) o fases de division (k); formas intermedias entre
esferomastigotes (oepimastigotes) y tripomastigotes con extremo posterior
redondo y kinetoplasto lateral (1) o al lado posterior del micleo (m); formas
mntermedias entre epimastigotes y tripomastigotes, incluyendo divisiones
dispares (resultando en tripomastigote y epimastigote) (n) y fases alargadas
largas (0) o cortas (p); tripomastigotes con kinetoplasto subterminal, de
formacion larga (q) o corta (r). Escala= 10um.
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3. Desarrollo de T. cruzi en Triatominos. La colonizacién ocurre en
diferentes regiones del tracto gastrointestinal, dadas las diferentes condiciones de epitelio
y superficie. En la seccion del entodermo, las paredes poseen microvellos cubiertos de
capas de membranas extracelulares, que luego de largos periodos de ayuno, desaparecen,
Luego de una comida con sangre, muchos parasitos se desprenden de la microvellosidad.
La capacidad de los Tripanosomatidos para adherirse a las diferentes regiones, s¢ debe a
modificaciones en el flagelo y/o cuerpo celular. Mientras estan en el intestino delgado, la
mayoria de epimastigotes se localizan entre el contenido del tracto gastrointestinal y las
capas de membranas celulares, donde existe un contacto intimo con las
microvellosidades, mientras que en el recto, los flagelos se adhieren a la cuticula rectal,
de un material stmilar al de los desmosomas. Aqui es donde se encuentra el sitio favorito
para colonizacion, incluso cuando la chinche ha estado en largos periodos de ayuno
(Kollien and Schaub, 2000).

En R. prolixus existen aglutininas de interés en el estdmago y un importante factor
hemolitico que lisa las membranas de los eritrocitos y que puede afectar también al T,
cruzi. Entre 1 y 4 semanas después de realizada la infeccion, la densidad poblacional del
parasito aumenta en el intestino delgado, pero se multiplican mas en el recto, alcanzando
10° parasitos/individuo (Kollien and Schaub, 2000).

C. Vectores en Guatemala

Son varias las chinches responsables de la enfermedad de Chagas para América
Central y del Sur. Sin embargo, los que se presentan como los mas importantes son; 7.
dimidiata, T. infestans, T. brasiliensis, 1. sordida, T. nitida, Panstrongylus megistus,
Rhodnius prolixus (Pinto, 2002). Se trata de chinches que evolucionaron entre el
Cretaceo tardio o temprano en el Cenozoico (Paleoceno, Foceno) a chupadoras
hematéfagas, desarrollando anti-trombinas y mordeduras menos dolorosas (Gaunt y
Miles, 2000).




16

Los Triatéminos son insectos que se clasifican de la siguiente forma: Triatomini,
Rhodniini, Cavernicolini, Bolboderini y Alberproseniini. Estas familias comprenden 14
géneros que a su vez incluyen unas 111 especies aceptadas (Zeledén, 1981). En
Guatemala existen principalmente tres especies domiciliares de triatominos vectores de la
enfermedad de Chagas: R. prolixus, T. dimidiata y T. nitida (Nagakawa, ef al., 2003). En
Sudamérica, no son encontrados a mas de 3,000 m.s.n.m. (Pinto, 2002), mientras en
Guatemala, se encuentran desde 50-1580m.s.n.m., siendo los 801-1000 m.s.n.m. la altura
a la que mas prevalecen (Tabaru, ef al., 1999). R. prolixus es el vector més eficiente para
la transmision de 7. cruzi, aparentemente es exclusivamente intradoméstico en
Centroamérica y puede ser casi totalmente eliminado por medidas de control con
insecticidas. 7. nitida, en cambio, aunque se encuentra en Guatemala, presenta una tasa
de infestacion tan baja que no representa una amenaza significativa para la transmisién de
Chagas (Nakagawa, ef al., 2003). T. dimidiata se ha reportado en ecotopos selvaticos y se
ha observado que pueden dispersarse en ecotopos peridomésticos e intradomésticos
(Nagakawa, ef al., 2003), siendo el vinculo natural el tacuazin, Didelphis marsupialis
(Montenegro, ef al., 2002), y otros roedores creando una asociacion entre vector, parasito,

hospederos selvaticos y héabitat terrestre (Gaunt y Miles, 2000).

Figura 7

Vectores adultos

Triatoma infestans

a. T. dimidiata b. R. prolixus (WHO, 2004) c. T. infestans (WHO, 2004)
(WHO, 2003)

Cabe mencionar que la tasa de transmision de la enfermedad no depende del

vector per se, sino de la densidad del vector por area, fuente de alimento predilecta,
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susceptibilidad a las cepas de parasitos, longevidad, capacidad de defecar inmediatamente
posterior a la ingesta de alimento, facilidad para que el parasito penetre la piel del
mamifero, edad y condiciones inmunes del mamifero e irritabilidad durante la mordedura
del vector (Pinto, 2002).

1. Rhodnius prolixus

a. Clasificacion taxondmica

Superreino  Eucariota

Reino Metazoa

Filo Artrépoda

Clase Insecta

Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Género Rhodnius

Especie Rhodnius prolixus

(www.ncbi.nlm nih. gov/Taxonomy/Browser/wwtax.cgi?id=13249)

b. Importancia en la enfermedad de Chagas. R. prolixus es un
buen transmisor de la enfermedad de Chagas en Guatemala, ya que estd bien domiciliado
y morfolégicamente el parésito ha presentado cierta preferencia por este vector. Sin
embargo, presenta la ventaja de que después de rociar con insecticidas un area, no se

encuentra rastro.
2. Triatoma dimidiata

a. Nombres vulgares. En Guatemala se le llama chinchorra,
chinche picuda, chinche de vaca, chinche de monte, chinchupa y telepate. En México el
nombre vulgar es chinchona; en El Salvador es chinche cuerudo, talaje (a las ninfas) y
telepate; Ecuador las conoce como chinchorro, chupasangre o chinche de caballo. En
otros paises de latinoamérica se les conoce con el nombre de babeiros, vinchucas, pitos
(Zeledon, 1981).
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b. Clasificacion taxonomica. El vector de la enfermedad de

Chagas T. dimidiata corresponde a la siguiente clasificacién taxonémica:

Superreino Eucariota

Reino Metazoa

Filo Artrépoda

Clase Insecta

Orden Hemiptera

Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Género Triatoma

Especie Triatoma dimidiata

{(www.ncbi.nlm nih gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=72491)

c. Distribucion geografica. La mayor parte de las especies de
{riatdminos estén confinadas al continente americano (Regiones Neartica y Neotropical).
Las pocas especies que existen afuera de nuestro continente pertenecen a la Region
Oriental v al borde de la Regién Australiana. Desde 1914 se conoce de la presencia de T.
dimidiata en México, Honduras, Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica,
Panam4, Venezuela, Ecuador y Pert (Zeledon, 1981).

En Guatemala parece tener predileccion por ambientes secos en los departamentos
orientales, pero también se le encuentra en zonas hamedas, como regiones de Alta y Baja
Verapaz. A 300m representa un 2% de las poblaciones de triatominos domésticos, a
900m constituye el 77% y a 1200m es practicamente €l 100%; en relacion a R. prolixus.
Dentro de los muchos habitat selvaticos, pueden mencionarse palmeras, agujeros en
troncos de arboles, epifitas en 4rboles, madrigueras, agujeros en rocas y otros refugios
animales (Miles, et al., 2003).

d. Biologia. La descripcién de la biologia de la chinche la
realizé Zeledon (1981):

<« Se estima que el ciclo de vida de T. dimidiata en la naturaleza es de un afio y

medio, pero pueden sobrevivir entre 5 meses y 3 afios. El huevo madura a los 24-30 dias,
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pero puede variar segln las condiciones ambientales. Ecologicamente, adultos y ninfas

ocupan hébitats similares con hébitos de alimentacion parecidos. > El desarrollo de la

ninfa es una funcién de temperatura y tiempo en el Cuadro 1.

Cuadro 1
Tiempo de maduracién de los huevos de ' dimidiata dependiendo de la temperatura
ambiente {Adaptado de Zeledon, 1981)

Temperatura (°C) Dias
20 75
25 43
30 25
32 18
34 17
35 No eclosion

«El ciclo completo de huevo a adulto a 70% de humedad relativa puede ser de 276 a

339 dias a 26-30°C. Los adultos pueden diferenciarse de las ninfas porque presentan
alas, esculeto, conectivos y drganos genitales. Una hembra puede depositar durante su
vida un promedio de 684 huevos, con un promedio diario entre 10 y 31 segin las
condiciones de temperatura y frecuencia de comidas. Cuando las hembras han copulado,
los espermatozoides pueden almacenarse en las espermatecas incluso por mas de un affo
pudiendo éstas volar hacia casas atraidas por la luz y depositar huevos fértiles para la
formacion de una nueva colonia. Las hembras virgenes y alimentadas una vez son
capaces de poner huevos estériles. Las que no han sido alimentadas pueden depositar
huevos fértiles o infértiles dependiendo de que hayan tenido una cdpula previa. En
general, la infeccion de adultos con 1. cruzi parece no afectar la oviposicion, fertilidad y
longevidad. Para copular, los adultos hacen un ruido con el surco estridulatorio. Los
machos danzan alrededor de las hembras alimentadas antes de copularlas. En varios
intentos al dia, pueden copular hasta a 4 hembras en 3 dias. Entre 16°C y 30°C la copula

puede variar entre 12.5 y 19.0 minutos.>> (Zeleddn, 1981).
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Figura 8
. Ciclos de transmision de T, cruzi
(Campbell, 2004)
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«Que las chinches se alimenten bien bajo condiciones controladas es dificil de lograr,

especialmente con las ninfas de primero y segundo estadio, resultando en alta mortalidad

entre ellas. Una comida sangufnea que produzca una buena distencion del abdomen es

suficiente en cualquier estadio ninfal para llevar al insecto a la ecdisis>>. (Zeledodn,

1981).

€. Caracteristicas  morfologicas. Los  hemipteros  se
caracterizan por presentar un pico con un labio segmentado en forma de canoa, cuyos
bordes tienden a juntarse por encima, excepto en la base en donde se encuentra el labro, y
que aloja a las demis piezas bucales que son finas y delgadas (estiletes) y constituyen dos
maxilas y dos mandfbulas. El rostro es largo en los hemipteros fitofagos y corto en los
depredadores (entomofagos) y hematofagos, no alcanzando en este Gltimo caso el primer
par de coxas. Son de pico recto y en reposo descansa debajo de la cabeza. Al picar, el

rostro se dobla a Ia altura de la articulacion de los segmentos 2° y 3°, por una porcion
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membranosa. Las mandibulas ayudan a perforar la epidermis y las maxilas penetran en
busca de un vaso capilar. El rostro posee tres segmentos cuyas relaciones relativas y de
longitud total son importantes en taxonomias terminando casi siempre en el proesterno,
en un espacio con pequefias estrias transversales llamado surco estridulatorio (Zeledon,
1981).

A cada lado de la cabeza y a una distancia variable de los ojos, se encuentra una
antena de cuatro segmentos que es Util para reconocer rapidamente algunos géneros. A
Triatoma le nacen a la mitad, entre los ojos y el apice de la cabeza; a Rhodnius le inician
cerca del extremo anterior. El segundo segmento antenal posce pelos finos y largos, que
se insertan en depresiones redondas, llamados tricobotrios cuya distribucion parece ser

caracteristica en diversas especies (Zeledon, 1981).

<l pronoto posee un l6bulo anterior y otro posterior, que pueden llevar espinas
o tubérculos de interés taxonomico. El mesonoto esta formado por un esculeto. El
abdomen en los adultos tiene sicte segmentos visibles; el primero esta escondido y los
{iltimos tres son parte de la genitalia en ambos sexos. El conectivo o parte lateral del
abdomen muestra generalmente manchas de variados colores y formas en las diversas
especies. Los adultos son alados aunque hay una especie en la que, con excepcion de
algunos machos, son micrépteros; las alas anteriores son verdaderos hemgélitros con una
porcion dura {(corio) y otra membranosa (membrana); las posteriores son delgadas,

membranosas y se doblan debajo de las primeras. El aspecto de la genitalia masculina se

considera de valor taxonomico>> (Zeledon, 1981).

En ellas el térax posee sus tres porciones mas o menos nitidas y el abdomen
muestra 10 segmentos, aunque los ultimos son muy reducidos. Las caracteristicas del
torax dorsal permiten reconocer cualquiera de los cinco estadios ninfales y el aspecto de
los Gltimos segmentos abddominales de la ninfa de 5° estadio permite determinar el
futuro sexo del aduito (Zeledoén, 1981).
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De las mas de 100 especies de triatominos en el Nuevo Mundo, las mas
importantes son las del ciclo selvatico de la enfermedad, porque solo algunas especies
infestan casas y son importantes vectores para el ciclo doméstico. De estos, R. profixus,

T. infestans y T. dimidiata son los méas importantes (Kollien and Schaub, 2000).

El color general es oscuro de alquitran o negro con el conectivo y el corio que
varia de un amarillo pélido al anaranjado, con una pilosidad corta e insconspicua. La
cabeza es rugosa dorsalmente, cerca de dos veces més larga que el ancho a la altura de los
ojos y aproximadamente del largo del pronoto. Los ojos vistos lateralmente alcanzan el
borde de abajo, pero no el de arriba, de la cabeza. Los ocelos son grandes, situados a una
distancia equivalente a aquella entre su borde anterior y el margen posterior de los ojos.
Los tubérculos anteniferos son subcilindricos, alargados, situados ligeramente posteriores
al ceniro de la regién anteocular; el primer segmento antenal alcanza el nivel del dpice
del clipeo; el segundo segmento posee muchas cerdas fuertes ligeramente mayores que el
didmetro del segmento y con numerosos pelos delicados, cortos y erectos. El rostro es
delgado, el primer segmento alcanza el nivel del apice del tubérculo antenifero; el
segundo alcanza el nivel del borde posterior de la cabeza. Casi todas las cerdas del rostro
son cortas, pero ligermanete mas largas, y menos numerosas en ¢l dpice del segundo y
tercer segmentos. El cuello es oscuro, con porciones laterales amarillentas. El pronoto es
uniformemente oscuro o negro; el 1obulo anterior posee un tubérculo discal y uno lateral
més pequefio a cada lado que no son puntiagudos ni elevados; los dngulos anterolaterales
estan dirigidos anterolateralmente; son cortos, subconicos, en algunos especimenes
amarillentos en el 4pice. El esculeto es rugoso, con el area central no deprimida; el
proceso apical es tan largo como el cuerpo del escutelo, subcilindrico y ligeramente
doblado hacia abajo en el dpice. Las patas son oscuras uniformemente; los fémures
anteriores y medios poseen denticulos subapicales pequefios. Las tibias anteriores y
medias del macho tienen fosas esponjosas, que estan ausentes en la hembra. El abdomen
es convexo ventralmente, con diminutas estrias transversales y pilosidad corta. Los

espirdculos estin proximos, aunque no adyacentes, a la sutura conectiva. El color del
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vientre varia desde oscuro de alquitrin hasta negro excepto en un arca de extensién
variable adyacente a la sutura conectiva. Los segmentos del conectivo poseen manchas
color de alquitran o negras en la parte media o tercio anterior, que ocupan la mitad o todo

su ancho; de color amarillo pélido o anaranjado en todo el resto (Zeledon, 1981).

El tamario de los adultos varia entre las formas obtenidas en la naturaleza, que en
general son mayores que aquellas nacidas en el laboratorio. El macho es de 24.5-32.0
mm y la bembra de 24.5-35.0mm; el ancho del pronoto del macho mide 5.5-7.0mm y el
de la hembra de 6.5-9.0mm; el ancho del abdomen del macho mide 9.0-13.0mm y el de la
hembra 9.5-13.0mm. La disminucién de tamafio en el laboratorio, en generaciones
progresivas, ha sido observado en otras especies y no tiene upa explicacion clara. Se
creen que estas diferencias podrian explicarse por la mayor dificultad que tiencn las
ninfas de alimentarse en forma completa en la naturaleza, lo cual las obliga a llevar a
cabo numerosas comidas parciales, que no permiten una ecdisis o muda, en el mismo
estadio con distensiones subsecuentes del tegumento. Estas diferencias de tamafio son
notables muchas veces entre los correspondientes estadios ninfales de T. dimidiata
nacidos en ¢l laboratorio; ademés, se ha observado variabilidad cromética en adultos,

especialmente en lo que se refiere a las manchas de las alas anteriores (Zeledon, 1981).

El huevo es de color blanco céreo y lustroso; varia durante el desarrollo
embrionario a blanco sucio, melén palido a salmén rojizo con dos manchitas oscuras que
corresponden a los ojos de la ninfa. Esta, en el momento de salir levanta el epérculo,
como tapa de reloj y una vez afuera se sacude y estira. Al principio es de color rosa
palido, luego se torna rojo coral y finalmente adquiere uvn color mas oscuro. La
estructura de los segmentos genitales permite separar el futuro sexo en las ninfas, segin
la existencia de dos espermatecas y el aspecto histolégico; la glandula accesoria es muy
dificil de ver por ser muy reducida, lo cual explicarfa porque los huevos de esta especie
no se adhieren al sustrato. Miden 1820x1120 micrometros, con un didmetro para el

opérculo de 680 micrometros (Zeledon, 1981).
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Figura 9
Aparato digestivo de triatominos
(Zeled6n, 1981)
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En el aparato digestivo de los triatéminos, tal como se muestra en la figura 9, el
canal chupador continia con la faringe; luego hay un esofago corto y un estémago
distendible (promesenter6n) en donde la sangre se acumula para su digestion. Este se
continda con una porcién mas delgada y larga (postmesenteron o intestino medio) que
trac los productos principales de la digestion y que va a terminar en el saco rectal a la
misma altura en que se abren las cuatro ampollas de los tubos de Malpighi que descargan
la orina directamente en ese saco, que constituye por si s6lo el intestino posterior. En esa
seccién se encuentra una glindula especial, que tapiza la porcion inicial del saco, llamada
glandula rectal (Zeledén, 1981).
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f. Alimentacion, preferencias alimentarias y ayuno. Cada uno
de los cinco estadios de ninfas y los adultos se alimentan de sangre. El alimento o
almacenan en el promesenterén, manteniendo la sangre casi intacta, ya que la accion de
anticoagulantes de las glandulas salivales y del estdmago la mantienen sin digerir.
Durante una comida, se liberan hormonas diuréticas, agua y iones que son transportados
por la pared del estémago, la hemolinfa s¢ dirige a los tibules de Malpighi, y mas tarde
se dirige al recto (Kollien and Schaub, 2000).

La alimentacion del vector tiene un efecto importante sobre los parasitos que
puedan encontrarse en el tracto gastrointestinal. La sangre puede causar efectos dafiinos
en la poblacién total de pardsitos, disminuyéndola >50% luego de 4 horas de haberse
alimentado. Esto, porque los pardsitos se encuentran con componentes nuevos de la
saliva y enzimas digestivas, a los que no estaban expuestos anteriormente. Siendo las
principales diferencias: temperatura, osmolalidad y disponibilidad de alimento. La orina
depositada frecuentemente contiene Jas poblaciones de tripomastigotes metaciclicos.
Luego de algunas horas, la proporcion de epimastigotes a tripomastigotes aumenta,
indicando la induccion de metaciclogénesis por la orina (Kollien and Schaub, 2000).

E] periodo para atacar a una victima varia en cada estadio y tiende a ser mas
prolongado en las primeras ninfas. En esta especie hay una tendencia a que la comida se
vea interrumpida con cierta frecuencia, de modo que se prolonga el tiempe de contacto
con la victima. Sin embargo, se ha reportado que la hembra puede completar su
alimentacién en un tiempo menor a Jos 10 minutos. La alimentacion de cada estadio
ninfal y adultos varia, siendo las cantidades mdximas de sangre ingeridas por una ninfa
del 5° estadio, un macho y una hembra de 421.3, 290.4 y 425.2mg, respectivamente. Las
cantidades variaron al alimentarse de Didelphis marsupialis (tacuazin) en un rango de
611.9 a 656.0mg; vy de 496.4 a 518.5mg al alimentarse de gallina. En general, las
hembras se alimentan mas ficilmente y son mas voraces que los machos (Zeledén,
1981).
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Es frecuente que los adultos de 7' dimidiata traidos del campo se rehlsen a
alimentarse de animales de laboratorio, presentando una alta mortalidad. Usualmente, se
ha observado que es més ficil alimentar a las ninfas del 2° estadio. El conejo, el
armadillo y el pizote (Nasua narica) resultaron ser los madas atractivos para la
alimentacion, mientras que las ratas, ratones y por Ultimo, el hombre: fueron los menos

atractivos (Zeledon, 1981).

T. dimidiata muesira una cierta preferencia por huéspedes durmiendo y se ha
observado que la victima mas comin es el hombre, posiblemente debido a la mayor
biomasa que ofrece dentro de una habitacidn. Sin embargo, se han reportado
experimentos con antisueros preparados contra la sangre de diversos animales
estableciéndose un importante hecho epidemiologico: existe una conexion clara entre el
ciclo silvestre de T. cruzi, entte T. dimidiata y el zorro; asi como T. dimidiata y el
hombre o sus animales domésticos o sinantropicos. FEn Ecuador, la sangre mas
frecuentemente encontrada en los insectos, tanto en las casas como en los peridomicilios,

ha sido de rata y en segundo lugar, el hombre (Zeledén, 1981).

Las ninfas pequefias son capaces de alimentarse de otras mayores o de adultos
canibalfsticamente. En la naturaleza con frecuencia se observan ninfas de primero y
segundo estadios Henas de un liquido claro que es evidentemente hemolinfa de otras
compaficras (Zeled6n, 1981).

Estos insectos tienen una gran capacidad de resistirse al alimento y el fenémeno
es conocido y ha sido estudiado en algunos paises en varias especies. FEsta capacidad
generalmente aumenta con el estadio ninfal, especilamente después de efectuar una
comida sanguinea. Los adultos resisten menos que las ninfas de quinto estadio y ambos
sexos se comportan en forma similar. En general, las ninfas que mAas resisten son
aquellas que toman una cantidad de sangre importante, pero no suficiente para llevarlas a
una ecdisis. El maximo de resistencia se produjo en una ninfa de quinto estadio que durd
viva en ayunas 10 meses y medio después de su Gltima comida de sangre. A pesar de

tener varias observaciones importantes sobre el comportamiento del ayuno, debe tomarse
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en cuenta que la temperatura y la humedad relativa son factores determinantes (Zeledon,
1981).

Es usual que una alimentacion sea suficiente para que se desarrolle al siguiente
estadio larval, que ocurre dentro de 6 a 30 dias. Despues de cambio de exubia, sélo
pequefios residuos de sangre se encuentran presentes en el estémago, que al ser digenidos,
inician un periodo de ayuno, que puede durar méds de 12 meses dependiendo de la
especie, ninfa y condiciones climaticas (Kollien and Schaub, 2000).

La alimentacion induce grandes cambios en el insecto, especialmente en el recto.
Un pH ligeramente acido del contenido rectal cambia a alcalino en la orina,
aproximadamente 24 horas luego de alimentarse. Con esto, aumenta la osmolalidad
ligeramente de las heces respecto de la orina (320 a 410mosmol kg-1) y luego cambia
drasticamente en el contenido rectal amarillento hacia los siguientes dias (hasta
1000mosmol kg-1). Mientras iones como sulfato y fosfato predominan en el contenido
rectal, la orina es principalmente amortignada con una solucién de cloruro de sodio y de
carbonato. Las concentraciones de proteina libre y de aminodcidos enlazados son
reducidas significativamente en la orina. En las segunda y tercer gotas de orina,
protefnas/péptidos ricos en glicina, glutamato o leucina y tirosina son excretados (Kollien
and Schaub, 2000).

g Patrones de defecacion. Es muy importante la habitidad
que posee 7. dimidiaia para defecar durante o inmediatamente después de una comida
sanguinea, especialmente para la transmision de la enfermedad de Chagas. Se reporta
que los estadios ninfales o el estadio adulto puede defecar antes de terminar la comida, lo
que parece estar relacionado con las frecuentes interrupciones y consecuente aumento en
la duraci6n de su periodo de comida, sobre todo cuando se compara con el de Triatoma
infestans y R. prolixus. Los machos y las ninfas en 5° estadio son los mds tardados en
defecar. Ademds, T. dimidiata produce menor ntimero de defecaciones, en un periodo de
tiempo determinado, que las otras dos especies, y el nimero de ejemplares que defecan

en ese mismo tiempo también tiende a ser menor. Comparado a R. prolixus y T. nitida,
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se observo que 7. dimidiata podria ser menos eficiente en la transmision de 7. cruzi quiza

con la excepcion de las ninfas de 5° estadio y de las hembras, pero que esto se puede

compensar por una relacion mas prolongada con la victima (Zeledon, 1981).

Figura 10

Chinche defecando brevemente después de picar a una victima

(WHO, 2004)

El residuo color café que es excretado es el que contiene la carga de parasitos que

ingresan al sistema de la victima, por la picadura al rascarse o frotarse.

Inicialmente el contenido rectal es excretado, seguidos de gotas de orina clara y
gotas de orina amarillenta con cada vez més esferas de 4cido urico. La sangre
concentrada en el estomago, serd levemente cambiada por enzimas que actian sobre
carbohidratos y hemolisinas. Luego, pasara en pequefias cantidades a la parte posterior
digestiva y de absorcion en el intestino delgado. Mientras, los que se alimentan de
sangre, usan tripsina para digerir proteinas, los triatominos usan catepsinas y requieren de

acidificacion del contenido intestinal (Kollien and Schaub, 2000).
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h. Habitat y relacion con el domicilio. En cuanto al
comportamiento de estos vectores, las chinches se encuentran en 4reas boscosas como en
areas secas de las Américas. El adulto y las fases inmaduras viven en nidos y
madrigueras de aves, murciélagos, ardillas, tacuazines y armadillos, entre otros animales,
y durante la noche se alimentan de ellos. En algunos casos, las chinches se han adaptado
a vivir en las cercanias de casas donde se alimentan de humanos y animales domésticos,
incluyendo pollos, ganado, cabras, gatos y perros. Frecuentemente, durante el dia, estas
chinches descansan cerca de su fuente de sangre (WHO, 1997). En Guatemala, en el
territorio del Petén, se han encontrado en cuevas de murciélagos, plantaciones de café,
potreros de pastoreo vacunos y troncos de arboles vigjos. Los troncos presentan una
situacion de importancia epidemiologica porque el campesino los corta para obtener lefia
e introduce al vector sin percibirlo en la corteza de los troncos o pedazos (Zeledon,
1981).

T. dimidiata ha sido capturada en casas y se asume que ha llegado atraida por la
luz, particularmente las adultas, que por tener alas desarrolladas, poseen la facilidad de
volar, Es mas frecuente encontrarlas en casas con techo de palma, adobe, piedra,
bajareque, paredes de cafia, paredes agrietadas, mostrando preferencia por camas de
tablas, varillas, petates y cajones acumulados bajo las carmas o rincones del cuarto,
generalmente en paries bajas a una altura menor a un metro. Y no debe olvidarse que el
porcentaje de casas infestadas, asi como el nimero de insectos encontrados, esti en

relacién directa con las condiciones sanitarias de la casa. (Zeledén, 1981).

Las poblaciones de insectos que se encuentran dentro de la casa y la periferia,
parecen indicar que existe un intercambio de individuos, que sugiere un desplazamiento
constante de los insectos hacia adentro y/o hacia afuera del domicilio. La presencia de
sangre humana en el contenido estomacal de los insectos incluyendo los estadios ninfales
que han sido capturados en diversas partes de la casa, asi parecen demostrarlo. Se ha
observado una tendencia a permanecer cerca de una victima en un mismo lugar, esto
sucede por ejemplo en un gallinero proximo a la casa, estableciendo verdaderas colonias
del insecto asociado con roedores o marsuapiales que anidan entre la lefia. En algunas

localidades es frecuente encontrar numerosos ejemplares de 7. dimidiata en el entrepiso.
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Esto sucede en casas levantadas sobre bases a 50 centimetros o menos, que dejan
un espacio abierto entre €l suelo y el piso, adecuado para el refugio de diversos animales
domésticos o sinantropicos. En estos entrepisos se forman colonias del insecto que en la
noche atraviesan los resquicios o hendijas del piso, generalmente de madera y se

alimentan de las personas dormidas, regresando luego a su refugio (Zeledén, 1981).

Los adultos con frecuencia depositan o dejan caer sus huevecillos en el suelo de
las casas, principalmente debajo de las camas, permitiendo que las ninfas nazcan en este
medio en donde ejercen su instinto protector que las bace pasar inadvertidas a sus
enemigos desde pequefias. Se tiene la curiosa observacion de que las ninfas de esta
especie ejercen una fuerte tendencia a cubrirse com cualquier tipo de particulas
disponibles, con ayuda de sus patas trascras. El sustrato en ¢l que se encuentran es
rascado y se Jo echan encima por movimientos de los tarsos y patas traseras en angulo. Es
muy posible que este instinto haya actuado a través del tiempo como un carécter selectivo
en la evolucion de este insecto que escapa asi de sus enemigos y es la forma en la que se
establece una relacién directa entre las casas que tiemen piso de tierra y la presencia del

insecto en zonas endémicas (Zeledon, 1981).

Se comprobd que la “zarigiieya” juega un papel epidemiolégico significativo al
menos en tres de cuatro zonas encuestadas, no s6lo por su abundancia sino, por su
tendencia a convertirse en un animal sinantrépico. Este marsupial liga el ciclo silvestre
del T cruzi con el ciclo doméstico y ambos ciclos tienen al T. dimidiata como un vector
comin {Zeledon, 2002).

El control ecologico propuesto consiste en hacerle dificil la colonizacion del
domicilio y del peridomicilio al insecto, modificando el ambiente para no producir nidos
o refugios tanto para el insecto, como para aquelios animales de los que se alimenta. En
algunas situaciones, podria pensarse en un control integrado (quimico, fisico y
ecologico), en aquellos casos en que la poblaciones en el interior de las casas asi lo
justifiquen. No obstante, se debe pensar que las medidas deberan ser permanentes y de

carécter sostenido, evitando, por diferentes razones y hasta donde ello sea posible, €l uso
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de insecticidas. Para lograr esto, la educacion y la participacién comunitaria activa no

s6lo son fundamentales sino que deben jugar un papel primordial (Zeledon, 2002).

Diagrama de las principales vias de transmision de T. cruzi
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Figura 11

(Adaptado de WHO, 2004)
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Organizacién del genoma. No se encontré informacion

respecto a la organizacion del genoma de 7. dimidiata. Sin embargo, se encuentra en

proceso una iniciativa AMSUD para la secuenciacion del genoma de diferentes especies

de Triatominos, incluyendo R. prolixus, T. dimidiata y T. infestans que contribuira con

importante informacion para las estrategias de control de estos vectores en Centro y

Sudamérica. (http:/www.dbbm fiocruz.br/triatomine/meeting. php3)

Sc sabe que las células de la mayoria de cucariotes contienen DNA nuclear

heredado de forma biparental, mientras los organelos se heredan de forma uniparental.

Esta diferencia en transmisién y patrones de evolucién causan genealogias gencticas en el

DNA de organelos y nicleos, reflejando diferentes aspectos de historia y biologia de

poblaciones de insectos (Sunnucks, 2000).
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J- Organizacion del genoma mitocondrial. El DNA
mitocondrial es util para diferenciar entre especies similares y entre diferentes
poblaciones de la misma especie, de diferentes regiones geograficas, pero no tiene la
sensibilidad para detectar diferencias sutiles que existen frecuentemente entre
poblaciones que han divergido recientemente, mientras que los microsatélites, por
ejemplo, demuestran alta variacion en el mimero de repeticiones vistas en individuos de

diferentes poblaciones y son Utiles para genética de poblaciones (Anderson, et al., 2002).

El genoma mitocondrial es de 17,019 pares de bases (bp, por sus siglas en inglés
“base pairs”) y es mds grande que todos los genomas mitocondriales de insectos,
exceptuando Drosophila melanogaster. Las diferencias en tamafio se deben en su
mayoria a espaciadores intergénicos y el tamafio de la regién de control, que

supuestamente contiene un origen de replicacion (Dotson and Beard, 2001).

La organizacion del genoma mitocondrial puede llegar a relacionarse con la
organizacion, estructura y posible funcién de los genes en otros insectos. Se reportan 13
genes codificadores de proteinas, 22 de tRNA, se identificaron 2 unidades ribosomales en
comparacién con las secuencias de Anopheles gambiae, Drosophila yakuba y Locusta
migratoria. La orientacién y el orden de los genes es idéntico al de los : D. yakuba, D.
melanogaster, Ceratitis capitata, Cochliomyia hominivorax, a los crustaceos Daphnia
pulex y Penaeus monodon. Elhecho de que insectos tan divergentes compartan el mismo
orden genético, sugicre que este arreglo puede ser ancestral para insectos y crusticeos;
mientras las translocaciones observadas en otros insectos sean derivadas (Dotson and
Beard, 2001).

T. dimidiata presenta s6lo siete secuencias intergénicas, la mayoria de 1 a 5 bp de
largo v de hecho varias de estas secuencias se entrecruzan y como la region de control de
metazoos, posee una region de unidades repetitivas aleatorias (8 TRUs por sus siglas en
inglés “Tandem Repeat Units”) que contribuyen a un total de 1,128bp de Ia longitud del
genoma (Dotson and Beard, 2001).




Las secuencias que codifican proteinas de 7. dimidiata son menos ricas en A+T
(68.9%) que el resto del genoma mitocondrial y se observan codones con A o T en la

tercera posicion, de forma mas prevalente (Dotson and Beard, 2001).

D. Marcadores para el estudio de variabilidad poblacional y reinfestacion

1. Marcadores fenotipicos. Los marcadores fenotipicos son aquellos cuya
variacion observada en Ja poblacion de interés se debe completamente a un solo factor
mendeliano (Georges and Coppieters, 2000a). Es posible que los marcadores fenotipicos
no sean neutros. Por ejemplo, la cobertura antenal de microreceptores quimicos y
mecénicos, recientemente usados para analisis morfologicos para determinar la estructura
poblacional. Estos marcadores estan influenciados por el medio ambiente, en particular
con el desarrolio del insecto del huevo a adulto. La desventaja de este cardcter medible,
es que cambia rapido y su variacion no depende solo del medio ambiente, sino del control
genético. Bajo condiciones ambientales de estrés, de deriva genética o de aislamiento
fisico entre dos poblaciones, el rasgo métrico es el primero en cambiar (Dujardin ef al,
2002).

En cuanto a las poblaciones de T. dimidiata en Guatemala, se observo correlacion
entre la variacion métrica de la forma de la cabeza y la distribucion geografica. Las
poblaciones se separaron en tres grupos: norte, intermedio y sur (mas evidente en

hembras) (Bustamante ef al, 2004).

2 Marcadores moleculares. Los marcadores moleculares son identificadores
de DNA, por ejemplo las caracteristicas de las secuencias de DNA mitocondrial y de
microsatélites. Han resultado ser muy Utiles para analizar variaciones genéticas entre

varios taxa de organismos, incltyendo los triatominos (Anderson, et al., 2002).

Entre los diferentes marcadores moleculares pueden mencionarse: RFLPs

(“Restriction Fragment Length Polymorphism™), ~RAPDs (“Randomly Amplified
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Polymorphic DNA”) y microsatélites; pero ninguno es perfecto. Por ejemplo, para los
polimorfismos en las secuencias de DNA mitocondrial, a pesar de ser utiles para
distinguir diferencias entre especies similares y poblaciones de la misma especie en
diferentes puntos geograficos, no es suficientemente sensible para detectar diferencias
sutiles que existen frecuentemente entre poblaciones que divergieron recientemente
(Anderson, et af.,, 2002). Para otros marcadores, es dificil la comparacion de bandas
entre diferentes geles. Las isoenzimas permiten estimar relaciones entre colonias de
insectos, pero se encuentran relativamente pocas variaciones dentro de cada colonia. Lo
ideal serfa que el marcador genético fuera fécil de usar, de alia variacion, que distinga
loci con alelos codominantes que puedan ser identificados con claridad. Por cierto, estas

caracteristicas han sido demostradas para los microsatélites (Queller, ef al., 1993).

La informacion que proveersn los marcadores moleculares sera sobre
distribuciones espaciales de alelos, que pueden usarse para estudiar flujo local de genes,
por ejemplo la distancia de dispersion de polen, la historia de poblaciones migratorias a
gran escala (Queller, et af, 1993) o si existen diferentes subpo.blaciones que puedan
diferir en competencia por el vector o sensibilidad a los insecticidas (Dorn, ez al.,2003).
Asi, el analisis del flujo genético entre varias subpoblaciones indicara si existe migracion
entre varias subpobléciones y/o revelara la fuente de vectores que aparecen luego de
rociamiento; asi como la cobertura geografica necesaria para el control efectivo (Do, ef
al., 2003).

Es importante que el marcador molecular evolucione sin interferencia de
seleccion, es decir, sin influencia del medio ambiente y esto se denomina neutralidad. La
neutralidad permitird una estimacion no sesgada del flujo genético entre poblaciones. Sin
embargo, esta caracteristica no es muy facil de demostrar y su validez es tan solo una
hipotesis en la mayoria de los casos (Dujardin ef al., 2002). Debe tomarse en cuenta
también, que la calidad de la informacton que provee un marcador molecular depende de
que tan consistentes y objetivos sean calificados los productos, que tan exactamente
reflejen Ja variacidén genética y que tan represeniativos sean (Queller, et al., 1993). Las

tres caracteristicas que definen a un marcador genético segin Georges and Coppieters
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(2000) son: (1) locus especifico, (2) que sea polimorfico en la poblacion estudiada, y (3)
que sea facilmente genotipado. La calidad del marcador genético normalmenie es

medida por su heterocigocidad en la poblacion de interés.

Los estudios de reinfestacion se pueden preseniar como un caso particular del
problema de la estructura poblacional y, por lo tanto, se pueden esiudiar con los
marcadores genéticos v fenotipicos. Lo particular del caso es que en un mismo analisis

se comparan poblaciones tanto en el espacio como en el tiempo (Dujardin ez al., 2002).

Los marcadores moleculares presentan varias ventajas respecto a otros medios
para realizar analisis de poblaciones. Entre ellas se puede considerar (lo que representa
una gran ventaja) el que se utilice poco DNA, incluso de mala calidad y/o degradado, ya
que se ensayan por reaccion en cadena de la polimerasa requiriendo muy pequefias
cantidades de muestra. La otra ventaja que representa el uso de DNA en lugar de
proteina, es que es mas variable, mas facil de colectar y de almacenar. Los datos son
relativamente mas comparables que otras metodologias, facilitando la derivacion de
conclusiones a partir de los resultados de muchos estudios. Son preferibles Jos que
informan sobre frecuencia alélica y de haplotipos. Y en el caso de que se utilicen
marcadores miltiples, se podra superar el muestreo biologico estocastico que pueda
generar diferentes patrones en loci con historias similares y la deteccion de caracteres no
concordantes que pueden ser de interés biologico. Por otro lado, los marcadores de focus
simple o marcadores de organelos haploides proveen datos robustos para hacer analisis
precisos, siendo los datos comparables entre estudios. Son nUMeErosos ¢ hipervariables,
marcadores nucleares codominantes disponibles via PCR para revelar variaciones en
longitud entre alelos. Proveen datos sensibles que pueden conectarse de identificacion
individual hasta filogenia. Principal herramienta en la genética de poblaciones modernas.
Usualmente, son de rapido desarrollo y tamizaje, pueden usarse en nuevos taxa con poco
trabajo a futuro. Sin embargo, pueden considerarse algunas excepciones segun el

marcador del que se esté tratando (Sunnucks, 2000).
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a. Electroforesis de isoenzimas. Las isoenzimas o aloenzimas son
variantes alélicas de enzimas codificadas por genes estructurales. Las enzimas son
proteinas que consisten de aminodcidos, algunos de los cuales estan cargados
eléctricamente, su deteccion es fenotipica. Como resultado, las enzimas tienen una carga
eléctrica neta, basada en los aminoacidos que forman a la proteina. Cuando se reemplaza
un aminoécido debido a una mutacion, la carga eléctrica neta de la proteina puede verse
alterada. Dado que los cambios en carga eléctrica afectan la razon de migracion de las
proteinas en un campo eléctrico, la variacion alélica puede detectarse por electroforesis

en gel y tincion enzimatica (Van Treuren, 2000c).

Usualmente pueden distinguirse dos o més loci por enzima y se denominan
isoloci. Por lo tanto, la variacion de aloenzimas también es referida como variaciéon
isoenzimatica. Este tipo de marcador ha sido aplicado a muchos casos de genética de
poblaciones, incluyendo estructuras de apareamiento, estructuras de subpoblaciones y

divergencia de poblaciones (Van Treuren, 2000¢).

Las ventajas de este método son: (1) No requiere extraer DNA, (2) no se necesitan
cebadores ni sondas, (3) es un ensayo facil y répido de realizar, (4) involucra pocos
gastos, (5) zimogramas pueden interpretarse en términos de loci y alelos, (6) se observan

alelos codominantes y (7) tienen alta reproducibilidad (Van Treuren, 2000c).

La principal desventaja de las aloenzimas es su baja abundancia, bajo nivel de
polimorfismo y facilidad de degradacion (Queller, ef al, 1993). Sin embargo, siguen
siendo utiles para especies relacionadas. Ademas de presentar baja abundancia, los
zimogramas pueden ser dificiles de interpretar debido a perfiles de bandas complejos que
surgen por poliploidia o genes duplicados y la formacion de heterodimeros intergénicos.
Proteinas con idéntica mobilidad electroforética (comigracion) pueden no ser homologas

y la neutralidad selectiva es dudosa (Van Treuren, 2000c).
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El procedimiento analitico consiste en preparar homogenizados de tejido,
separarlos por polimorfismos con electroforesis usando geles de poliacrilamida o almidén

y visualizar los polimorfismos por tincién enzimatica (Van Treuren, 2000c).

b. RAPDs por sus siglas en inglés “Randomly Amplified
Polymorphic DNAs” o DNA polimérfico amplificado al azar. El DNA de lineas
celulares es amplificado por la reaccion en cadena de la polimerasa usando un primer
RAPD. Luego de amplificar, se hace migrar por electroforesis y se tifie mas tarde con

bromuro de etidio, para ser después visualizado bajo luz UV (Bickel, ez al,, 1993).

Este tipo de marcador polimérfico muestrea el genoma, generalmente revela mas
variabilidad genética de la que demuestra el analisis de isoenzimas; ademas de ser util
para distinguir especies de chinches (Sunnucks, 2000). Pueden ser usados para generar
méas de un marcador y el nimero de cebadores disponibles es practicamente ilimitado, asi

que muchos marcadores pueden ser identificados rapidamente (Bickel, et al., 1993).

Los “RAPDs” son un ensayo de polimorfismos que se basa en la amplificacion de
segmentos de DNA al azar usando juegos de cebadores de secuencia nucleotidica
arbitraria. Los polimorfismos pueden ser simplemente detectados como segmentos de
DNA, que amplificaran solamente de un padre y son en la mayoria de los casos
heredados de forma Mendeliana. Son utiles para contruir mapas genéticos en muchas

especies vy también pueden usarse para la diferenciacion de especies procariotas

(www_biotools net/eng/tecnica/t3 1. htm).

Nanogramos de DNA genémico se someten a amplificacion  usando
oligonucledtidos cortos de secuencia aleatoria. En teoria, estos cebadores se hibridizan (a
35°C o menos) en muchas regiones del genoma de forma simultinea. Sin embargo,
amplificacion geométrica solo ocurre en regiones donde el extremo 3’ del cebador se

orienta hacia hebras opuestas y que no sea mas de 3Kb de distancia. Estas condiciones
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sugieren que los sitios de hibridizacion de los cebadores deben ser repeticiones
invertidas. Los RAPDs pueden sesgarse en la amplificacién de regiones repetitivas, pero

‘puede amplificar regiones iinicas también (www .biotools.net/eng/tecnica/t3 | .htm).

Las ventajas de los “RAPDs” son: (1) puede trabajarse sin conocer la secuencia
de los organismos con los que se trabaja, (2) es facil y compatible con aplicaciones
analiticas, (3) se requiere poco DNA de muestra, (4) son altamente polimérficos y pueden
procesarse muchas muestras con facilidad. La desventaja que posee, €s que por ser una
técnica no cuantitativa, no pueden distinguirse homocigotos de heterocigotos

(www _biotools.net/eng/tecnica/t31 htm)

C. RFLPs por sus siglas en inglés “Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms” o Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion del DNA.
Los “RFLPs” o polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion del DNA es
una técnica en la que organismos pueden diferenciarse por analisis de patrones derivados
de su DNA. Si dos organismos difieren en distancia entre los sitios de ruptura de una
endonucleasa de restriccion especifica, 1a longitud de los fragmentos producida serd
diferente cuando el DNA sea digerido con una enzima de restriccion. La similaridad de
patrones generada puede ser usada para diferenciar especies, e incluso cepas, entre si
(Hill, 2004).

Las enzimas de restriccion cortan las moléculas de DNA en sitios especificos.
Diferencias entre individuos se determinan segin las diferencias en migracion de los
fragmentos cortados. Estas diferencias pueden ser el resultado de mutaciones puntuales
creando o destruyendo sitios de restriccion, inserciones y/o deleciones alterando la

longitud de un fragmento dado (Georges and Coppieters, 2000).
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Figura 12
Variacion de “PCR-RFPL” entre quistes de nematodos de soya (SCN) y quistes de
nematodo de remolacha (SBCN) (Adaptado de Hill, 2004)

PCR-RFLP Variation Between Soybean Cyst Nematode
(SCN) and Sugar Beet Cyst Nematode (SBCN)
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d Microsatétiles. Los microsatélites son repeticiones cortas al azar, -

de motivos nucleotidicos entre 1-5bp que se encuentran distributdos en todo el genoma y
pueden ser utiles para la identificacion genotipica (Anderson, ef al., 2002; Van Treuren,
2000b). Han sido utilizados para el estudio de enfermedades genéticas, poblacionales,
para recuperar informacion sobre estructura molecular y tasa de mutacién (Jarmme y
Lagoda, 1996). El cuadro 2 muestra los tipos de microsatélites. Las interrupciones en
arreglos de microsatélites, pueden funcionar como factores estabilizantes, haciendo que
sean menos variables que los perfectos. Mientras que se espera que las repeticiones mas
largas sean mas variables, no se ha demostrado correlacion entre el tamafio de las
distribuciones alélicas y el mimero de alelos, ni la varianza de las distribuciones (Jarne y

Lagoda, 1996).

Algunos estudios han sido realizados con el fin de analizar sistematicamente la

ocurrencia, tamafio y densidad de diferentes tipos de microsatélites.
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Cuadro 2
Tipos de microsatélites seglin patron de repeticion

(Adaptado de Goldstein and Schidtter, 1999; Jarne and Lagoda, 1996)

Tipo de .
. Definicion Ejemplo
microsatélite
Perfecto Son los que consisten de motivos | ctetetetetetetetet
repetitivos  simples y no  son
interrumpidos por ninguna base que no
coincida con el patron de repeticion
Imperfecto Son los microsatélites que dentro de su | ctetctactctetetct

patron de repeticion poseen una O mas

pares de bases que rompen la estructura

Interrumpido | Son los microsatélites con la insercion de | ctctctagagagagctcetct
un pequeiio nimero de pares de bases
que no forma parte de la estructura

repetitiva

Compuesto Son los microsatélites que consisten de | tcictctagagagetgtetgt
dos o mas microsatélites adyacentes con

diferentes tipos de repeticion

Sin embargo, es evidente una gran variacion en el genoma humano. A

continyacion se presentan los tipos de repeticiones:

Repeticiones de dinucledtidos: Conforman los Joci méas utilizados. Su densidad
varfa ampliamente segtn la especie trabajada, con una frecuencia de un locus por 5Kb a
otros mas caracteristicos que ocurren cada 30-50Kb. Las repeticiones son usualmente
menores a 30 v el reino animal es particularmente rico en repeticiones CA (Jarne and

Lagoda, 1996).
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Repericiones de trinuclectidos: Este tipo de repeticiones ocurre en plantas y
animales. Se estudian ampliamente por su conexion a algunas enfermedades y cancer en
humanos. Es frecuentemente asociado con exones donde no interrumpen el marco de
lectura (“RF” o “Reading Frame” por sus siglas en inglés). Esta asociacién lo hace
menos favorable para ser utlizado en estudios de genética de poblaciones (Jame and
Lagoda, 1996).

Repeticiones de tetranucledtidos: Los miembros mds representativos son las
repeticiones GATA/GACA, que ocurren en muchos organismos superiores aunque la
densidad varie entre especies. En los genomas humano y del tomate, se agrupan cerca de
los centrOmeros y en serpientes tienen una distnibucion especifica en el cromosoma
sexual. Se encuentran frecuentemente como alargamientos compuestos y/o
interrumpidos y a pesar de ser poco usados para biologia poblacional, son altamente
polimorficos (Jarne and Lagoda, 1996).

Entre las aplicaciones de los microsatélites pueden mencionarse la estimacion de
relaciones espaciales entre segmentos de cromosomas, para la elucidacion temporal de
relaciones entre origenes de especies y géneros; poseen grandes niveles de variabilidad
caracteristicos, velocidad y confianza en el ensayo de laboratorio; pueden mapearse
rasgos simples de genes. Son altamente discriminantes, heredados de forma biparental,

codominantes y son encontrados rapidamente en anélisis (Chambers y MacAvoy, 2000).

E. Microsatélites

1. Caracteristicas, ventajas y desventajas. A priori, se dice que los
microsatélites estan distribuidos de forma aleatoria en todo el genoma. Sin embargo, esto
se asume sin haber realizado distribuciones de Poisson (Jarne y Lagoda, 1996). Es faci
su uso dada la pequefia cantidad de muestra requerida, la posibilidad de usar con
muestreo no invasivo (en caso de animales). Puede usarse DNA degradado, que pueda
contener suficientes copias de un microsatélite corto, que permita ia amplificacion.

Pueden usarse templados pobremente almacenados o conservados, 0til saber en el caso de
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usar DNA de chinches muertas y facilita la recoleccion y almacenamiento en el campo
(Queller, et al., 1993).

Otras de las caracteristicas deseables, que se menciona en la literatura, y que son
caracteristicas de los buenos marcadores moleculares son: (1) abundan en el genoma y se
distribuyen a lo largo de éste aproximadamente al azar (Van Treuren, 2000b; Jarne y
Lagoda, 1996); (2) son altamente polimérficos; (3) muestran perfiles de bandas que se
interpretan como Joci y alelos; (4) existe codominancia de alelos; (5) poseen alta
reproducibilidad y (6) diferentes microsatélites pueden ensayarse por multiplex y

correrlos en gel al mismo tiempo (Van Treuren, 2000b).

En cuanto a neutralidad, st un marcador genético es muy seleccionado, deja de ser
bueno para marcar nada excepto a é mismo. Se espera que marcadores sean
especialmente de regiones lo mas neutrales posibles (Queller, ef al., 1993). La frecuencia
relativa de loci en regiones neutrales se asume que es lo suficientemente baja para que la
seleccion tenga poco efecto en estudios de genética de poblaciones (Jarne y Lagoda,
1996).

Los microsatélites permiten asignar loci multiples a un gel sin el riesgo de
confundirlos porque los primers de PCR se disefian de modo que los productos sean lo
suficientemente diferente en tamafio que corran a diferentes razones. Parecen ser buenos
marcadores codominantes, ya que los marcadores dominantes son dificiles para estimar
parametros genotipicos (Queller, er al,, 1993), ya que la dominancia reporta un resuitado
presente/ausente, mientras la codominancia reporta los dos alelos y pueden tdentificarse

para mayor precision (Sunnucks, 2000).

Debe tomarse en cuenta que la alta tasa de mutacion y seleccidn pueden hacer que
estos marcadores generen datos incorrectos sobre la historia genética del individuo. Los
microsatélites ain pueden ofrecer equilibrio entre alta variabilidad e indeseadas tasas de
mutacion, altas. Mientras la variabilidad puede ser muy alta, las tasas de mutacion

pueden ser menores o iguales a 10 (Queller, ef al., 1993).
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La sensibilidad de un marcador debe ser la adecuada, ya que mucha informacion y
tan diferente que no pueda relacionarse, puede ser tan malo como ninguna sefal
(Sunnucks, 2000). Caracteristicas no tan deseables de los microsatélites son: (1) deben
ser desarrollados para cada especie o grupo de especies cercanas relacionadas que desean
analizarse (Paetkau, 1999); (2) este disefio puede resultar de alto costo (Van Treuren,
2000b; Jarne y Lagoda, 1996); (3) si la secuencia de los sitios donde se hibridizan los
cebadores llega a mutar, puede mal interpretarse un heterocigoto por nulo u homocigoto
(Van Treuren, 2000b; Jarne and Lagoda, 1996) (4) las “stutter bands™ complican la
lectura de polimorfismos (Van Treuren, 2000b), con trinucledtidos estas bandas
raramente confunden, pero los dinucledtidos si pueden inducir ambigliedades (Queller, et
al, 1993); (5) los modelos de mutacion de microsatélites son poco conocidos y (6) la

divergencia genética puede subestimarse por homoplasia (Van Treuren, 2000b).

Que ocurran cambios en el nimero de copias de microsatélites puede afectar
directamente en: (1) la actividad transcripcional de un promotor; (2) la “ORF” (“Open
Reading Frame” o fase abierta de lectura) de una region que codifica una proteina; (2) el
enlace de proteinas a regiones repetitivas (funcionalmente cotrectas) que afecten la
frecuencia de ciertos microsatélites; (3) la posibilidad de formar estructuras secundarias

que afecten la frecuencia de secuencias particulares (Hancock, 1999).

2. Modelos de mutacién. Como se ha mencionado anteriormente, en los
cromosomas la distribucién de los microsatélites es uniforme a lo largo de las areas
intergénicas, con la excepcion de los telémeros y repeticiones trinucleotidicas y en casos
muy aislados en regiones codificantes. Los microsatélites se originan en regiones de
simplicidad criptica con un minimo de 8 nucledtidos repetitivos como requisito para dar

inicio al proceso (Chambers y MacAvoy, 2000).

El mecanismo de mutacion predominante en microsatélites es “slipped strand
mispairing” que ocurre dentro de un arreglo de microsatélites durante la sintesis de DNA,
que puede resultar como pérdida o ganancia de una o mas unidades repetitivas
dependiendo de si el DNA recién sintetizado forma un anillo expuesto hacia fuera “loops

out” o si lo hace el templado. La facilidad para que pueda hacer esto depende de las
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secuencias que formen el amreglo vy, en parte, del evento de las hebras 1ider.(sintesis
continua de DNA) o retardada (retardo de la sintesis discontinua). Si el tamafio de un
microsatélite debe crecer con el tiempo, entonces, la ganancia de mutaciones unitarias
debe ocurrir mas frecuentemente o debe repararse mas lentamente que la pérdida de
mutaciones. Se sabe que la mayoria de mutaciones recién creadas son rapidamente
corregidas por procesos celulares de reparaciéon. Los arreglos con més unidades
evolucionan mas rapido. Esto puede atribuirse al relativamente ineficiente proceso de

reparacion de segmentos desapareados (Chambers y MacAvoy, 2000).

En cuanto a la desviacion dependiente de la longitud, estudios realizados sobre la
distribucion genomica de STRs proveen indicios sobre la dependencia de longitud. La
razon de mutacion (GT) aumenta por mas de dos 6rdenes de magnitud entre loci con 7.5
y 52.5 repeticiones. Mientras mas largos los trazos también se not¢ un exceso en la
ganancia de una repeticién sobre la pérdida de una repeticion y el numero de ganancias
de repeticiones multiples. Sin embargo, la inestabilidad de heterocigotos es invocada
como la fuerza que dirige los procesos evolutivos. De aqui nace ¢l concepto de “diversity
begets diversity” donde las mutaciones son mis comunes en heterocigotos cuyos alelos
muestran las mas grandes diferencias en tamafios de arreglos. Este proceso crea una
retroalimentacion de aparente dependencia de longitud. Se argumenta entonces que la
tasa evolutiva depende del tamafio de la poblacion, tiempo de la generacion y temperatura

corporal (Chambers y MacAvoy, 2000).

Mientras las mutaciones agregan y quitan lentamente unidades de arreglos
particulares, unas series de alelos de diferentes tamafios de repeticion, empiezan a
desarrollarse en fa poblacion. Los mimeros de alelos son controlados por procesos de
genética de poblacion naturales como mutacion, seleccion, deriva y migracion, siendo la
variedad resultante la revelada en encuestas de frecuencia alélica. Existen eventos que
regeneran pequefios alelos y otros que crean alelos interrumpidos que pueden reducir la
tasa de polimorfismo generada como un punto de anclaje que actda contra el
reshalamiento de la polimerasa durante la replicacion. La “resurreccidn” de un locus

antes “muerto” también puede ocurrir debido a una mutacién favorable que elimine una
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interrupcion o delecion y que el nuevo producto sea un locus de microsatélite (o su

descendiente derivative) (Chambers y MacAvoy, 2000).

I.as mutaciones que ocurren bajo el modelo de “SSM” o “slipped strand
mispairing” se justifican cuando el DNA a replicar es de naturaleza repetitiva y la hebra

naciente se hibridiza pero corrida respecto a la hebra templado (Hancock, 1999).

El cambio en tamafio de los microsatélites que ocurre por entrecruzamiento bajo
el modelo de “recombinacién” da lugar a moléculas de DNA de tamafios desiguales,
siendo una hebra mas larga que la otra. La conversion génica que involucra transferencia
unidireccional puede desfasar una secuencia fuera de un alelo a otro, que se sugiere que

pueda generar diversidad en Joci de microsatélites (Hancock, 1999).

No se ha acordado qué modelo de mutacion deberia ser utilizado, pero el uso de
microsatélites permite conocer el tamafio de los alelos con una precisién de +1bp, donde
los alelos son caracterizados por el nimero de repeticiones en el Jocus analizado.
Ademas, son mas informativos que los polimorfismos de aloenzimas y menos que los

analisis de mutacion de secuencias (Jarne y Lagoda, 1996).

La validacion de estos modelos depende de mas estudios donde los alelos sean

secuenciados (Chambers y MacAvoy, 2000).

3. Métodos para el desarrollo de microsatélites. Cuando se tiene la secuencia
del microsatélite y de las regiones vecinas, pueden crearse cebadores especificos para
amplificar esta region por la reaccion en cadena de la polimerasa (Van Treuren, 2000b).
Pero para localizarlos, tradicionalmente se aislan clones de microsatélites para crear un
inserto pequefio en una libreria genOmica parcial en un vector (plasmido o fago), de
donde mas tarde se tamizan los clones repetidas veces por hibridizacion con filtro, usando
una sonda del microsatélite (Paetkau, 1999). Los protocolos de enriquecimiento tambien
se han desarroltado para aumentar la proporcién de clones de una libreria dada, que
contiene los microsatélites de interés. Usualmente involucra amplificacién por PCR de

los insertos antes de ligar al vector (Paetkau, 1999).
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El enriquecimiento selecciona clones en lugar de seleccionar fragmentos de DNA
antes de ligarlos, la seleccion es de dos pasos (ver figura 15) y toma 1.5 dias a partir de
los protocolos tradicionales. Primero, los microsatélites son hibridizados
secuencialmente y extendidos en clones que tienen la secuencia adecuada, previamente
los oligonucledtidos de los microsatélites deben estar biotinilados. Luego, los clones son
seleccionados usando perlas magnéticas (“beads”™) con estreptavidina. Durante este
procedimiento es importante curdar que la unién de DNA muy grande a las perlas
magnéticas puede se critica, especialmente si se trata de DNA circular mayor a Tkb.
Entonces, et DNA de hebra simple es eluido de las moléculas enlazadas y la reaccion de
extension se repite. Se realiza una segunda extension de la hebra para aumentar el

rendimiento de los clones que contienen los microsatélites (Paetkau, 1999).

Para probar la presencia de secuencias de microsatélites interrumpidas, se utiliza
el plasmido o fago. Por ejemplo, para buscar (CA)n, el olinonucledtido de amplificacion
(GT)15 y MI3F serian los utilizados, donde a mayor temperatura de anillacion, mayor es
la astringencia. Mas tarde, estos productos de PCR son secuenciados y/o se visualizan en

gel de agarosa (Paetkau, 1999).

El producto de PCR es purificado y se determina el rendimiento antes de
continuar con la secuenciacién 5'a 3°, ¢l DNA de hebra simple es purificado de la
solucion inicial del fago. Estas fases de amplificacién contribuyen al buen rendimiento
del proceso de enriquecimiento. Para localizar clones con microsatelites se propone
hibridizar para identificar cuéles tienen microsatélites luego de trabajar grandes numeros
de clones. E! problema de secuencias iguales en miltiples clones, puede significar tener
que secuenciar lo mismo més de una vez, innecesariamente. Esto puede solucionarse
trabajando con mayor nimero de clones, favoreciendo los pasos donde se produzcan
iguales cantidades de productos parejos, asi como secuenciar pocos clones de cada
plaqueo (Paetkau, 1999).
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Figura 13
Protocolo de enriquecimiento para obtener microsatélites

{Paetkau, 1999)
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Las enzimas que se utilizan son las “blunt-end enzymes” o de corte romo. El

cebador que se inserta llamado “SNX linker” se utiliza para superar la limitante de hacer
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restricciones especificas para la especie, que dan bajo rendimiento de DNA enriquecido y
rinden insertos de librerias que no son una muestra amplia del genoma (Hamilton, ez dl.,
1999). La ventaja que representa es que, para los sitios de restriccion, deja usar
combinaciones de enzimas para obtener fragmentos entre 200-1000bp. Ademas, puede

usarse en cualquier genoma sin depender de las frecuencias de restriccion.

El SNX se adhiere al DNA genomico en una reacciéon de ligacion y restriccion
simultinea que es altamente eficiente para recuperar secuencias por hibridacion
sustractiva. [Es necesario que esta ligacion se realice antes de hibridizar para poder
enriquecer repetidas veces. Puede usarse para el enriquecimiento de cualquier DNA
genoémico. [Estos métodos permiten mejorar las estrategias de enriquecimiento, hasta
entonces usadas, para crear librerias de pequefios insertos representativas con altas

proporciones de clones positivos (Hamilton, e al., 1999).

Esta metodologia para el desarrollo de microsatélites, es la mas utilizada porque
no se conoce 0 no se tiene suficiente informacion de la secuencia del genoma de muchos
organismos. Asimismo, aumenfa el nimero de fragmentos clonados que contienen
repeticiones comparado a librerias de insertos al azar, se seleccionan solo los fragmentos
con microsatélites (complementarios a las secuencias de captura) que seran solo los

clones que se utilicen para secuenciar (Hamilton, et al., 1999).

Sin la eficiencia del SNX, una gran proporcion de fragmentos del DNA gendmico
no podria recuperarse para ser clonados, sin importar la eficiencia de la hibridizacion
sustractiva. Pero, debe disefiarse de tal forma, que pueda ligarse al DNA genomico, sirva
como cebador v contenga los sitios de restriccion necesarios para ligarse a vectores de

clonacion (Hamilton, ef al., 1999).

Emplear como método de deteccion geles de agarosa y poliacrilamida puede no
presentar la suficiente resolucién para visualizar vy caracterizar productos de
amplificacion de microsatélites. En esos casos, puede ser recomendable utilizar métodos

automatizados que utilicen marcaje fluorescente.  Sin embargo, los marcadores
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fluorescentes son muy caros. Marcarlos con productos comerciales puede también ser

muy caro, laborioso y se desperdicia mucho material (Schuelke, 2000).

Figura 14
Reaccion de ligacion favorecida por la formacion de sitio de restriccion Xmnl

{Hamilton, et al., 1999).

A Ligador SNX doble
o hebra
Ligacién
simultanea/digestion Xmnl
Xmun X
v Ligador SNX adherido al
Dimero de ligador SNX : - fragmento de DNA
{cortado por Xmnt) § gendmico

Schuelke (2000) reporta un método econdmico para marcar con FAM, HEX, TET
y ROX oligonucledtidos que pueden ser utilizados como cebadores reduciendo costos
significativamente. En principio, se usan tres cebadores, uno con una cola de bases que
seran de igual secuencia que un segundo primer. El marcaje fluorescente en este segundo

cebados sera llamado: universal (Schuelke, 2000).

El tercer cebador que se necesita es el reverso. La concentracion del cebador
“forward” debe ser menos de la mitad del reverso. El termociclador debe programarse de
tal forma que en los primeros ciclos el cebador “forward”, cuya secuencia final (***, en

el Cuadro 3) es igual a la secuencia del universal, sea incorporado y acumulado en los
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signientes productos de la reaccion en cadena de la polimerasa. Mas tarde, cuando el
cebador frontal se agote, la temperatura de anillacion sera reducida para facilitar la

sustitucion con el cebador marcado con fluorescencia al producto final (Schuelke, 2000).

Cuadro 3
Juegos de cebadores necesarios para el marcaje economico
(Adaptado de Schuelke, 2000)

Razon de concentracién
en la reaccién en cadena
de la polimerasa

Cebador forward REREREREE o v,

Cebador reverse < 1

Cebador universal FAM®* ##x A&k 1

*xx***+Secuencias ignales entre cebadores forward y universal

Para obtener méxima sefial, se sugiere seguir las siguientes recomendaciones,
aunque puede variar por organismo: (1) mantener cantidades equimolares de cebador
univeral y reverso; (2) que el cebador frontal esté a % de la concentracion de cebador
reverso para que al agotarse el universal, €ste pueda sustituirlo y acumularlo en los
productos de la reaccion; (3) programar el temociclador para que utilice la temperatura de
anillacién que usa €} cebador universal para los Ultimos 8 ciclos y (4) hacer un paso de
elongacion final mayor o igual a 10 minutos, porque pueden ocurrir “picos partidos” por
la falta de homogeneidad de los productos de la reaccién, al adicionar de forma irregular
una A por accion de la polimerasa (Schuelke, 2000; Armour, ef al., 1999; Van Treuren,
2000b).

La interpretacién de los resultados de los microsatélites, muchas veces depende de

la experiencia del investigador. Establecer reglas rigidas como criterios de aceptacion de
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picos verdaderos resulta ser una labor muy dificil, especialmente, cuando las diferencias
entre posibles casos seglin especie es tan evidente. Durante este proceso de
interpretacién, se ha observado que los loci de microsatélites son mas largos y comunes
en vertebrados que en invertebrados, siendo las especies de sangre fria las que tienen
arreglos repetitivos mas largos. Otra observacion realizada es que, el que tengan altos
niveles de variabilidad genética puede significar que los tamafios de muestra necesarios
sean mas grandes para poder estimar frecuencias alélicas con mas precision (Chambers y
MacAvoy, 2000).

Figura 15
Reaccién en cadena de la polimerasa usando el método economico para marcar cebadores

con fluorescencia (Schuelke, 2000)
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4. Microsatélites polimorficos para Triatoma dimidiara. Anderson y
colaboradores (2001) reportan 8 pares de cebadores polimérficos para I. dimidiata. En
su mayoria consisten de secuencias imperfectas. Ellos discuten que el estudio realizado
fue de carcter preliminar y que necesitan continuar su evaluacion para determinar el

grado de polimorfismo sobre poblaciones reales. Los microsatélites reportados son:




Cuadro 4

Loci de microsatélites para T, dimidiata
(Adaptado de Anderson, e al, 2001)

Nizmeros Tamaiio | Nimero Tempera- |
Locus 2cces0 Secuencia de los primers Sectiencia de productos de tura de
cces - . tolites illacié
GenBank (5-3) microsatéli esperados alelos an|:°acc)|on

F: ggaaatacaggttttcaca {gtls

TOMS1 | AF487982 | . aattgcacttteggatga 188 bp 18 57
F:tcagatgacgaggtggattg {galsltaglaitghla

TOMS3 AF487983 R:acgacctcaacatcccttic 141 bp ! 57
F:cagttgttcatcaggaagtgaatce {ct)cletizsgictle

TOMS4 | AF4s7984 R:gctcagaaaatatgttcccagt 184 bp 20 9
#:cattgocaatcgtgtegaaat (gt

TDMS9 AF487985 R:tgeccaaaattttogtgtet 194 bp 16 57
F:ggtgcaccatgtttaaag {ctisicals{cteals

TDOMS11 | AF487986 | r:agcgaatggtctgtygaatty fotys{cackiit) 202 hp 27 55

{ctlzo

F:ggaggtcocaggtttttgtagg {ctas

TOMS16 | AF487967 R:tttcaaaaggtcccatttaacatt 169 bp 18 56
F:ctcaagggatttaticccagaa (cet)s(ctlisNg

TOMS19 | AF487988 R:tctectgagaagecctatcacatc {ctistaictis 188 bp 19 85
F:tattatggttgccggtattaagqg {atgt)s atagt

TOMS22 | AF487989 R:ccacccaagttftactatccat 100 bp 6 55

F. Genética de poblaciones
1. Frecuencia alélica en poblaciones. Una medida de la variacion genética en

las poblaciones es la frecuencia alélica en cada Jocus.

Para determinar la frecuencia

alélica, se cuenta el nimero de veces que aparece cada alelo en la poblacion y se divide
por el niimero total de alelos muestreados. La frecuencia observada de heterocigotos, que
es el numero total de heterocigotos dividido el namero de individuos muestreados,

también es una medida de variacion genética (Rodriguez, 2002).

2. Equilibrio en una poblacién. En una poblacion grande con apareamiento
aleatorio, el equilibrio de Hardy-Weinberg ocurrira después de que una generacion
provea las mismas frecuencias genéticas y se den en ambos S€X0S. El equilibrio Hardy-
Weinberg implica que un gen y frecuencias genotipicas son constantes de generacion en
generacién.  Si ocurre desequilibrio, el equilibrio serd reestablecido después de una

generacion de apareamiento aleatorio. Las condiciones de este tipo de equilibrio,
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también implican que cuando las frecuencias génicas sean p y ¢, las frecuencias
genotipicas seran p’, 2pq y ¢ para los dominantes, los heterocigotos y recesivos en un
sistema de dos alelos. Esto puede inferirse por argumentos dados para un tipo recesivo

bajo herencia dominante (Christensen, 2002).

Los genotipos de la progenie son construidos a partir de una muestra de los
gametos producidos por los padres. Los tipos de gametos en la muestra son determinados
por varios factores que influencian el proceso por el cual se transmiten los genes de una
generacion a.la siguiente. Hardy y Weinberg propusieron una ley de equilibrio de los
genotipos en una poblacion, la cual tiene ciertas suposiciones. En una poblacion grande,
con reproduccion al azar y ausencia de seleccion, migracion y mutacion, las frecuencias
de genes y genotipos permanecen constantes de generacién en generacion. Para
determinar si una poblacion estd en equilibrio Hardy-Weinberg, se muestrean un nimero
de individuos v se estiman las frecuencias genotipicas y alélicas. Los nimeros
observados y esperados se comparan usando una prueba no-paramétrica como chi
cuadrado (X*). Los grados de libertad se calculan como n(n-1)/2 donde n es el niimero de
alelos. Generalmente se asume que la muestra de individuos proviene de una sola
poblacion panmictica que se reproduce al azar. Si una sola muestra es en realidad una
mezcla de dos poblaciones diferentes genéticamente, la muestra no cumple con los
requerimientos de Hardy-Weinberg, A este efecto de muestreo de mas de una poblacion
simultaneamente se le conoce como efecto Wahlund. La magnitud del efecto Wahlund

depende del grado de diferencias genéticas entre las poblaciones (Rodriguez, 2002).

Es frecuente, que las poblaciones naturales se encuentren subdivididas por varios
factores en subpoblaciones que casi siempre estdn parcialmente aisladas entre si. La
estratificacion de individuos en subgrupos con diferentes frecuencias alélicas produce una
deficiencia de heterocigotos y un exceso de homocigotos. Se puede concluir que al
subidividir la poblacién, los genotipos ocurren en frecuencias como una simulacién de un
cierto grado de endogamia a pesar de que los individuos de cada subgrupo se cruzan al

azar entre si (Rodriguez, 2002).
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3. Estadisticos F de Wright. Una medida comin de las diferencias genéticas
de las poblaciones es la Fst. La Fst es la razon de la varianza de frecuencias aléhicas entre
localidades al maximo de la varianza que se obtendria si cada locahdad estuviera fija por
uno de los alelos alternativos sin cambio en la frecuencia alélica media (Hedgecock,
2004).

Para subdivisiones poblacionales y de endogamia, existen tres niveles de
complejidad a tratar: (I) individuales, (S) subpoblacionales, y (T) poblaciones totales.
Estos niveles son jerarquicos porque cada individuo es parte de la poblacién total. Para el
analisis teérico de poblaciones jerarquicas, existen dos niveles convenientes a medir, en
cuanto al apareamiento no aleatorio dentro de las poblaciones. El coeficiente de
endogamia serd simbolizado como s y el indice de fijacion Fsy es la medida del efecto
de la subidivisién de la poblacién por si mismo en la probabilidad de autocigosidad. Fsr
es la probabilidad de que dos alelos sean elegidos al azar de dentro de una nisma

subpoblacion y sean idénticos en los descendientes (Hartl, 1980).

Los estadisticos F son Fis, Fsy y Frr, con division dentro de una subpoblacién, la
varianza genética en la poblacitn total se divide en varianza dentro de las subpoblaciones
y varianza entre subpoblaciones y este efecto de varianza es expresado convenientemente

con estos estadisticos (Hartl, 1980).

Ei indice de fijacion Fsr mide la cantidad de diferenciacion genética entre
subpoblaciones respecto a un grupo hipotético de subpoblaciones, pero teniendo la misma
frecuencia alélica promedio que subpoblaciones reales. Cuantitativamente hablando, el
rango 0.05 a 0.15 para Fsr puede ser considerado como indicador de gran diferenciacion
y superior a 0.25 puede indicar atn mayor diferenciacion. Sin embargo, la diferenciacion

no es insignificante si FST es tan pequefia como 0.05 o menos (Hartl, 1980).

4. Coeficiente de similaridad y distancia genética. Se han propuesto varias
formas de medir la distancia genética, pero todas se relacionan de alguna forma al

estadistico FST (Hartl, 1980). El coeficiente de similaridad (S) es la proporcion de los
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marcadores moleculares compartidos entre dos individuos contrastados. Lo que se
compara entre dos organismos es el nimero de alelos, aparentemente del mismo tamafio,
amplificados y separados mediante electroforesis. Frecuentemente, la distancia genética
(D) es utilizada en lugar del coeficiente de similanidad. En la mayoria de los casos, la
distancia genética es simplemente (l-coeficiente de similaridad) o (D=1-8) (NIU

Bioinformatics and Genomics Center, 2004).

A continuacién se presenta el modelo de similaridad genética basado en un
modelo geométrico: d es la medida de la divergencia genética entre poblaciones basado
en el razonamiento geométrico; el razonamiento puede ilustrarse considerando un locus
simple con dos alelos en cada una de dos poblaciones. Si las frecuencias alélicas se
denotan pl vy ql en una poblacién, y se dejan las frecuencias correspondientes a la otra
poblaciéon p2 y q2, entonces, geométricamente, cualquiera de las dos poblaciones podra
caer en la circunferencia de un cuarto det circulo de radio 1 con dos ejes pl/2 y q1/2. La
longitud de la cuerda que conecta las dos poblaciones es (2d)1/2, donde d=(1-cos ©)1/2,y
8 es el angulo entre los radios correspondientes. La cantidad d sirve como una medida
satisfactoria de distancia genética y puede demostrarse que d2=1-(p1p2)1/2 — (qlg2)1/2
(Hartl, 1980).




M. HIPOTESIS

Electroforesis capilar es el método costo efectivo para optimizar y automatizar la

identificacién y caracterizacion de microsatélites polimorficos en chinches Triatoma

dimidiata.




IV, OBIETIVOS

A Objetivo general

Optimizar y montar una técnica para identificar y caracterizar microsatélites

polimorficos de forma automatizada, en Triatoma dimidiata.

B. Objetivos especificos

. Construir una libreria de DNA genomico de 7riatoma dimidiata enriquecida
con microsatélites.

. Identificar y caracterizar microsatélites para Triatoma dimidiata.

. Disefiar cebadores para amplificar microsatélites en muestras de triatominos.

. Comparar el grado de polimorfismo de TDAKAS respecto a los TDMS
(anteriormente publicados) utilizando las mismas muestras.

. Comparar costos y cfectividad de las metodologias de revelado de
microsatélites: electroforesis en gel de poliacrilamida y electroforesis
capilar.

. Desarrollar y montar un procedimiento automatizado para la identificacion y

caracterizacion de microsatélites polimérficos de organismos diploides para

el futuro.

. Crear y actualizar una base de datos que permita el analisis de la
optimizacion.

. Determinar cuél es la metodologia mas conveniente para cofrer y analizar

los microsatélites, electroforesis en gel de poliacrilamida y marcaje

economico fluorescente utilizando GeneScan.
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V.  MATERIALES Y METODOS

A Metodologia de colecta de las chinches

Las chinches son una submuestra de las colectadas durante la Encuesta
Entomologica realizado en la Universidad del Valle de Guatemala. Esta encuesta
transversal se desarrollé de acuerdo al protocolo de muestreo desarrollado por el Programa
Nacional Colombianc para el Control y Prevencion de la Enfermedad de Chagas

(Comunicacidn personal, Celia Cordon-Rosales).

Para cada municipio se elaboré una lista de todas las comunidades rurales por
debajo de los 2000m sobre el nivel del mar, de acuerdo con los datos del Instituto Nacional
de Estadistica (INE) para 1994. Los municipios fueron numerados y las aldeas que
ingresarian al estudio se seleccionaron al azar, utilizando una tabla de nameros aleatotios.
Con base a los datos del INE, para cada aldea se determind el nimero de viviendas a
encuestar para las aldeas seleccionadas. Para la seleccion de la vivienda, al contar con
croquis de la aldea seleccionada, se enumeraron las viviendas de forma secuencial y se
procedi6 a sortear las viviendas a través de la tabla de nimeros aleatorios, hasta completar
el tamafio de la muestra. Se identifico cada sector, y las viviendas comprendidas en cada
sector, con un nimero en forma secuencial Se seleccionaron las viviendas al azar,
utilizando también tablas de nimeros aleatorios (Comunicacion personal, Celia Cordon-

Rosales).

La encuesta entomologica se realizd por una brigada compuesta por 6-8 personas
que trabajaron las visitas domiciliares en parejas de acuerdo con una planificacion semanal.
Las parejas inspeccionaron cada domicilio durante un periodo de 15 minutos (equivalente a
media hora/persona). Los triatomineos colectados fueron rotulados v empacados durante
cada visita. Para este analisis, se excluyeron de la seleccion todos los individuos en
estadios menores al tercer estadio de ninfa (Comunicacion personal, Celia Cordén-

Rosales).
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B. Extraccion de DNA

1. DNA total de huevos para la biblioteca genomica y cuantificacion. Los
huevos utilizados para realizar la extraccion de DNA fueron tomadas de la colonia de
chinches del Insectario del Centro de Estudios en Salud, en la Universidad del Valle de
Guatemala. Esta colonia se inicié a partir de las colectas realizadas durante la Encuesta
Entomologica 1997; en las Aldeas de Tituque y Titucopote, Municipio de Esquipulas,
Departamento de Chiquimula, Guatemala.

Para la biblioteca enriquecida, se extrajo ADN de 31 huevos de Triatoma dimidiata
(color rosado). Se realizo en dos lotes, una de 15 y otra de 16 huevos con el buffer de lisis
con la siguientes concentraciones finales (c.f): (50mM NaCl, 50mM EDTA, 1% SDS,
SOmM Tris, pH 8, proteinase K 0.2mg/mL), incubado 12 horas a 50°C. Se dio tratamiento
con RNAsa durante 30 minutos. El DNA se purfico en un paso de fenol:cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1) y precipitado con 4 M de acetato de sodio pH 4.8 y 3
volimenes de etanol. Los precipitados fueron resuspendidos en 50pL de TE pH 8.0
(10mM Tris-HCIL, pH 8, 1mM Acido Etilendiamino Tetraacético (EDTA)). La pureza y
concentracion fueron determinadas por espectrofotometria UV. La integridad dei DNA fue

evaluada por electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio.

2. DNA de patas de chinches para tamizar los microsatélites. Se escogieron
425 muestras de patas de la Encuestra Entomol6gica 1997 para tamizar los microsatélites y
fueron almacenadas a —20°C en etanol al 70%. El Cuadro 22 resume las muestras
escogidas. Es importante notar que las muestras fueron extraidas en diferentes iotes. Todas
las Tuestras fueron extraidas con dos patas, glucogeno de ostra y 3 voliimenes de etanol al
100%, excepto las muestras 193-374 que fueron extraidas sin glucogeno. El glucogeno de
ostra o “Glycogen Type II from Oyster” (Sigma-Aldnch, St. Louis Missouri, MO} no
interferiere en la reaccion en cadena de la polimerasa (Focus, 1998), pero debe ser
purificado para usos en biologia molecular. Para esto, S5g de glucégeno se disolvieron en
10mL de agua filtrada (0.4um). La primera extraccion se realizé con un volumen de fenol,

la segunda, con un volumen de cloroformo. Se agregd un volumen de etanol absoluto al
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sobrenadante para que el glucogeno precipitara instantapeamente. Se recogié el precipitado
por centrifugacién y se dejé secar al aire. El polvo se pesd y se resuspendié en agua filtrada

(0.4 um) a un stock de 20mg/mL. Se almacené a ~20°C en alicuotas (Salvi, 2002).

3. DNA de huevos y de chinches para controles positivos. Se escogieron dos
chinches hembras, adultas para utilizar como controles internos. Se realizo extracciéon de
DNA de las patas, cabeza y ootecas segin el procedimiento de extraccion de la seccion 2:

“DNA de patas de chinches para tamizar los microsatélites”.

C. Enriquecimiento y clonacién de fragmentos de DNA con microsatélites de 7.

dimidiata

Este procedimiento fite realizado en el Laboratorio Ecolégico Savannah River, de la
Universidad de Georgia (Savannah River Ecology Laboratory, University of Georgia) de
acuerdo al protocolo “Microsatellites Isolation with Dynabeads 2002” (Glenn and Schable,
2002). Ver Anexos A-F.

Las eluciones enriquecidas fiieron amplificadas por la reaccion en cadena de la
polimerasa. Fueron clonadas, tamizadas y secuenciadas en el laboratorio del Departamento
de Enfermedades Parasitarias del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades,
Atlanta, GA, Estados Unidos de América. Ver Anexos G-H.

D. Analisis de secuencias e identificacion de microsatélites

Las secuencias obtenidas a partir de los clones positivos secuenciados, se analizaron
con SeqMan™ (DNAStar, Inc., Madison, WI). El procedimiento realizado para cada uno

de los 95 clones secuenciados fue como se detalla a continuacion.

Se escogieron los interferogramas obtenidos con los cebadores M13 forward y M13
reverse, se eliminaron de las secuencias del vector pGEM-T Easy, linkers “Super SNX” y

otros posibles ruidos con las funciones “Set Vector” y “Trim ends”. Se alinearon ambos
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interferogramas mediante el comando “Assemble” obteniendo una secuencia consenso, la
cual se verifico y determind la secuencia final a reportar, por la observacion de
interferogramas. Ver nomenclatura de secuencias en seccion [ de Anexos, para determinar

si las secuencias fueron consenso o de una sola hebra.

Por medio del programa “Tandem Repeats Finder” (Benson, 1999) disponible en

http://c3 biomath.mssm edu/trf basic. submit.htm!  se  identificaron los  microsatélites,

utilizando los pardmetros para principiantes “Basic”. Se tomaron en cuenta los

microsatélites con periodos de al menos dos nucle6tidos y ocho repeticiones.

A partir de las secuencias que contenian microsatélites, se hizo una bisqueda en el

BLAST htto://www.nechinim.nih.cov/BLAST/ del Centro Nacional de Informacion

Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés), para eliminar las que correspondieran a
genes y secuencias previamente reportadas. Se continud trabajando con todas las
secuencias, ya que a pesar de encontrar dos que presentaron coincidencias en fragmentos de

10bp, no se tratd de microsatélites ni sitios de cebadores.

E. Disefio de cebadores para amplificar microsatélites por la reaccion en cadena de la

polimerasa

Con el programa Primer3 (Old version) disponible en hitp.//www broad. mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3 . coif se introdujeron las secuencias que contenian microsatélites. Las

opciones del usuario se ajustaron al: despliegue de cinco posibles pares de cebadores para
cada secuencia analizada, una estabilidad maxima para los cinco nucleétidos localizados en
el extremo 3’ de cada cebador, forward y reverse, de 9.0 (el valor corresponde al méximo
delta G para una interrapcion para los cinco nucledtidos calculado utilizando el parametro
mas cercano de vecindad, siendo 9.00 el valor recomendado), valor maximo de mat
apareamiento de 12.00, un valor maximo de mal apareamiento en pares de 24.00, un
tamafio de cebador entre 18 y 27 pares de bases, con un Optimo de 20 pares de bases, una
temperatura de fusion optima de 60°C, dentro del rango de 57.0°C y 63.0°C (el programa
calcula esta temperatura segim formula reportada por (Rychlik, ef al, 1990); un porcentaje
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de GC entre 20.0 y 80.0%, un puntaje maximo de autocomplementaridad de 8.0, un puntaje
méaximo de complementaridad en el extremo 3° de 3.00, no se permiti¢ la presencia de
acumulacién de nucledtidos GC seguidos. FEl programa calcula valores de temperatura de
fusién (Tm) de cada cebador utilizando una concentracién de sales de 50.0 mM y una
concentracion de oligos en la reaccion de cadena de la polimerasa de 50.0nM. Para escoger
los mejores pares de cebadores el programa se basé en un sistema de pesos tomando en
cuenta todos los factores anteriormente descritos. El nombre de los pares de cebadores se
fijo utilizando la identificacién de la secuencia del clon positivo escogido, ademas de la

letra “F” por “forward” y “R” por “reverse”.

Como el método de deteccion de estas reacciones fue realizado por electroforesis
capilar utilizando el ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) y los sofiwares GeneScan™ 2.1, (Applied Biosystems, Foster City, CA) vy
GenoTyper™ 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA), como un método econdmico para
el marcaje de cebadores con fluorescencia, se decidio marcar tres primers denominados
“universales” en lugar de marcar uno de cada par de cebadores, segin recomendaciones
publicadas en “An economic method for the fluorescent labeling of PCR fragments”
(Schuelke, 2002).

Sin importar el nimero de microsatélites que se desean tamizar, se disponen de, al
menos, dos cebadores cuyas secuencias no pertenezcai ni se parezcan a las que serén
tamizadas. Tan sélo deben poseer entre 10-20bp y ser los unicos cebadores marcados. Es
recomendable, ademas, disefiar al menos dos de estos cebadores de diferente color para
correrlos juntos. También, es recomendable disefiar los cebadores de modo que el producto
que generen sean también de diferente tamafio. Por ejemplo, el fragmento que TDAKS7
genera es de 99bp y esta disefiado para detectarse de color verde (HEX™), mientras el
TDAK68 genera un fragmento de 161bp y se detecta de color azul (FAM™)  Estos
fragmentos si podran correrse juntos, ya que estaran separados por 62bp y son de diferente
color. No se recomienda correr dos productos del mismo color, aunque estén muy bien
caracterizados, ya que podria confundirse un pico o grupo de picos con un posible nuevo
alelo.
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Como cebadores universales se utilizaron las secuencias “CAGT”, “T3 promoter” y
“T7 promoter” (Comunicacion personal, Mandy Schable) que se describe en el Cuadro 8.
El CAGT fue marcado en el extremo 5'con FAM™ (6-carboxifluoresceina), mientras “T3
promoter” y “T7 promoter” fueron marcados con HEX™ (4,7,2°, 4", 5", 7"-hexacloro-6-
carboxifluoresceina). [Estas secuencias son promotores bacteriofagos que, en principio, no

interfieren la amplificacion con posibles bandas inespecificas.

A uno de los cebadores especificos para cada locus (de los gue no son universales)
se le agregd una “cola” o fragmento de igual secuencia a los cebadores universales. De este
modo, al cebador disefiado originalmente a través del programa Primer3, sc le agregd
aproximadamente 10 pares de bases correspondientes a la secuencia de uno de los

cebadores universales. Ver Figura 16 y Cuadro 3.

El color se agrega a la hebra que esta siendo ampiificada cuando a medida que ¢l
fragmento original esta siendo amplificado, tal como st se tratara de una mutacién sitio
dirigida, incorpora la secuencia de la “cola” a su fragmento. Este producto se va
acumulando hasta que este cebador se agota, ya que se agrega en una razon 1:4. Es
entonces cuando el cebador marcado sustituye al cebador que se agotd, pero que genero
suficiente producto con su secuencia (la “cola”) y puede continuar amplificando el
fragmento deseado, pero ahora con coloracion. El finico cuidado que debe tenerse al
obtener los resultados finales, es que para obtener valores reales del fragmento, deben
restarse las bases que se agregaron de “cola”, ya que no pertenecen al alelo de forma

natural.

Para agregar la “cola”, se escogio el cebador que puediera adaptarse mejor en
secuencia al del cebador universal. Por ejemplo, ver Figura 19, si el cebador forward del
tocus TDAKS57 iniciaba en “CCATAGC..” y el cebador universal terminaba en
« TCACCA”, entonces se pueden ahorrar bases al suprimir las bases repetidas, por lo que

las bases “...CCA...” son eliminadas una vez.
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Este procedimiento se llevo a cabo con el fin de reducir al méximo la temperatura
de fusion (Tm) de los cebadores debido a la secuencia agregada. Esto es importante,
porque al optimizar las reacciones en cadena de la polimerasa, la temperatura de anillacion
dependera del tamafio y estabilidad de ambos cebadores (“forward” y “reverse”) de cada

locus. Mientras mayor sea la diferencia en tamafio més dificil serd optimizar cada reaccion.

El tamafio de los cebadores no solo es critico para determinar la temperatura de
anillacién de la reaccion, sino también para reducir la posibilidad de que se formen
estructuras secundarias indeseadas que den lugar a la formacion de dimeros de cebadores
que reduzcan la eficiencia de la reaccion. Se observa que a mayor tamafio, mayor es la
probabilidad de que se formen estructuras secundarias estables: cada cebador consigo
mismo o con el cebador en sentido opuesto. Para evitar esto, ademas de reducir el tamafio
de los cebadores, también se analizo la estabilidad termodinamica de los mismos. Se
utilizo el programa OligoAnalyzer 3.0 de IDT Biotools

(http://biotools idtdna.com/Analyzer/) para generar las estructuras secundarias mas

factibles: horquillas (“hairpins”), homodimeros y heterodimeros (los dos Cltimos,
analizados segln la energia libre de la estructura). Cuando la temperatura de anillacién de
una estructura secundaria era mas baja que la temperatura disefiada para el PCR, se descartd

la secuencia y se disefié un nuevo par de cebadores.

Figura 16
Cebadores de locus TDAKS57 mas secuencia de cebador universal

para ahorro de bases en ¢l disefio

Cebador forward: CCATAGCTTGTATTGCCCTATC +
Cebador universal: *FAM-CAGTCGGGCGTCACCA

Al agregar la secuencia del cebador universal que tiene el marcaje resulta:
*FAM-CAGTCGGGCGTCACCACCATAGCTTGTATTGCCCTATC

donde las secuencias CCA se repiten, pudiendo suprimirlas sin alterar la integridad de
ambos cebadores. Al suprimir una de estas repeticiones resulta:

*FAM-CAGTCGGGCGTCACCATAGCTTGTATTGCCCTATC
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Dado que el uso de marcaje universal es una nueva metodologia, se decidib marcar
dos cebadores de forma directa, para comparar resultados. Por Gltimo, la estabilidad de los
cebadores y los productos pretendidos se anafizaron con el programa “OligoAnalyzer 3.0”
(Integrated DNA Technologtes, Coralville, 1A} disponible en

http://biotools.idtdna.convanalvzer . Se evalué la complementareidad de cada cebador

consigo mismo con la funcion “selfdimer” y del cebador forward con el reverso con la
funcion “heterodimer”. Para realizar este analisis, las condiciones de PCR fueron
modificadas para cada reaccién en cadena de la polimerasa. Para los cebadores, se inicid
con una temperatura de fusion de 5°C debajo de la temperatura tedrica, es decir, se micio a
55°C y posteriormente, se trabajé a 60°C. La concentracion de sales se trabajo siempre
igual y el DNA se trabajo a la concentracion inicial de extraccién, dilucion 1:10'y dilucion
1:100.

F. Optimizacion de condiciones de reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar

microsatélites y analisis por electroforesis capilar

Los microsatélites fueron amplificados a partir del DNA extraido de patas mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa. El volumen total de reaccion fue de 15uL: 0.06pL
de DNA templado por cada uL de volumen total de reaccion, 7ag buffer 1X (a cf de
10mM Tris-HC! pH9, 50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.1% Triton X-100) (Promega,
Madison, WI); MgCl, a cf de 1mM (Promega, Madison, WI);, deoxinucledtidos a
concentracion final de 0.250mM cada uno. Los cebadores: universal y reverse a 0.04mM
(Ver Cuadro 3; Seccion E. Microsatélites), ¢l cebador sin marcaje ni Secuencia
complementaria a 0.01mM, manteniendo las razones de concentracion segn la posicidn de
la secuencia marcada; la Tag polimerasa (buffer B) a 0.03U/uL. Los cebadores empleados
para realizar el tamizaje fueron: TDMS4, TDMS11, TDMSI19, TDMS22 (Anderson, et al.,
2002) y se optimizaron los TDAK que se presentan en el Cuadro 9 “Optimizacion de
microsatélites TDAK”, en la seccién de Resultados. Todos los cebadores TDAK fueron
disefiados para tener la misma tempertura de anillacion: 60°C. Los programas y

termociciadores utilizados se presentan a continuacién en ¢l Cuadro 5. Se puso a prueba el
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aditivo Tag extender™, para la optimizacion de los locus TDAK, (Stratagene, La Jolla,
CA) para ayudar a la amplificacion de DNA “dificil” para la Tag polimerasa (buffer A). Se
empled igual que Ja Tag polimerasa ajustando solamente el volumen final de agua y la
concentracion de MgCh. La dilucion de DNA adecuada para realizar las reacciones en
cadena de la polimerasa de cada locus se determinb a ensayo y efror. Para TDMS se
determiné que la mejor dilucion es 1:10. Mientras los TDAK, se propone podrian

funcionar mejor a ditucion 1:100.

Cuadro 5
Programa y termociclador empleado para las reacciones en cadena de polimerasa
TDAK TDMS
Ciclos Temperatura y tiempo Ciclos Temperatura y tiempo
1% S5mina 92°C 1x Smin a 94°C
305 2 90°C 20s 3 90°C
25x 1.5min g 60°C 30x 28sa 55°C
Jsar2°C 30sa72°C
1x 6mina 72°C 1x 45mina 72°C
Hold 4°C Hold 4°C
\Cycler (BioRad) Robocycler (Stratagene) ]
G. Analisis de microsatélites por electroforesis capilar

Los productos obtenidos de los cebadores disefiados se corrieron en el equipo de
electroforesis capilar ABI PRISM ® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Se prepard un “master mix” para 98 reacciones, compuesto de 8.5pL de hidi-
formamide y 0.5pL de marcador ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA) por reaccion.
Se agregaron 9pL de la mezcla en cada pozo de la placa de 96 pozos, seguido de 1pL del
producto de PCR obtenido de cada muestra en analisis, luego, el DNA se desnaturalizo, a
95°C, por 3 minutos y en hielo por otros 3 minutos. Una vez preparada la placa, esta se
monté en el equipo. Los resuliados obtenidos por el programa GeneScan™2.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) se analizaron visualmente y luego se compard utilizando el
programa GenoTyper™1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) para registrar €] tamafio,
en pares de bases; la intensidad, en unidades relativas de fluorescencia de los picos

observados en el electroferograma.
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Durante el analisis visual, se establecieron condiciones que los picos en los
electroferogramas debfan cumplir para ser definidos como verdaderos. Las condiciones de

pico verdadero se describen a continuacion:

1. Los picos observados debian caer dentro del rango de tamafio (bp} esperado.

2. Debian poseer por lo menos 50 unidades relativas de fluorescencia como altura
de pico.

3. Las bandas de desliz (“stutter bands™) se definteron como todas aquellas bandas

que fueran de menor altura (unidades relativas de fluorescencia) y uno (o mas
multiplos) de la repeticion del microsatélite, mas pequefios (en pares de bases)
que el pico principal.

4. Bandas con mayor tamafio de fragmento y altura relativa mayor o igual al 75%
respecto al pico principal, se consideran alelos.

5. Pares de bandas cuya diferencia en tamafio de fragmento es de 1bp no se
consideran alelo, sino “pico dividido” o “Split peak”. Se define como pico
verdadero el de menor tamafio. Estos picos se deben a la adicion de una A al

extremo 3’ del fragmento por accion de la Taq polimerasa durante el PCR.

Los datos de GenoTyper™1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) fueron
exportados a Microsoft® Excel para grabar como documentos .txt. Con el programa
Allelogram se definieron los tamafios de cada los fragmentos amplificados a valores enteros
y se obtuvo datos estadisticos, ademas de datos para graficar frecuencia alelica (Indury and
Cardon, 1997).

H. Anélisis genético de los microsatélites

Luego de escoger los picos reales se determin® la frecuencia alélica, el nimero de
alelos, el nimero de alelos efectivos, la heterocigocidad observada y la esperada de cada
locus. Los histogramas de frecuencia alélica se realizaron con SPSS 11.5 (SPSS, Inc,

Chicago, TL) Los programas GenAlex V5 (Australian National University, Canberra,
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Australia) y PopGene 1.32 (Ag/For Molecular Biology Biotechnology Centre, University of
Alberta and Center for International Forestry Research) fueron utilizados para los calculos
de genética de poblaciones.

I Creacion de base de datos

Se cred una base de datos en Microsoft®Access que incluye:

Datos generales de la chinche Numero de identificacion

segin Encuesta Entomologica Espec,ie
Estadio o sexo
(Cordén-Rosales, 2004) Habitat donde fue colectada

Si fue colectada viva o muerta

Si est4 infectada con Trypanosoma y especie del parasito
Pais, departamento, municipio y localidad de colecta
Datos numéricos de altitud y longitud de localidades

Datos de extraccion de DNA Método de extraccion utilizado
Si se utilizo coprecipitante (Glucogeno de ostra)
Numero de patas
Fecha y responsable de extraccion
Sitio de almacenamiento actual

Datos de PCR Microsatélite tamizado
Concentracion de magnesio utilizada
Uso de Taq extender o no
Temperatura de anilfacion
Termociclador empleado
Fecha y responsable de reaccion
Sitio de almacén actual

Condiciones de corrida del

microsatélite Meétodo de corrida
Fecha y responsable de corrida
Runfolder v zipnumber (formatos en los que se genera la
informacion electronica)

Resultados de corrida Resultado de corrida de muestras y controles internos
Masa molecular del pico (producto de la reaccién en
cadena de la polimerasa)

Altura de dicho pico
Observaciones especiales
Peak width
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T Analisis comparativo de costos y efectividad entre las metodologias para corrida y

analisis de microsatélites: tradicional y automatizado

Se realizd un andlisis que compard con detalle el tiempo que requiere correr y
analizar una muestra utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida, denominado método
tradicional, respecto a la metodologia automatizada que emplea marcaje fluorescente

realizado en un aparato de electroforesis capilar.

Se realizo un analisis del costo por muestra seglin la metodologia utilizada v se
compararon las ventajas y desventajas de cada metodologia para determinar cual aportd
mayores beneficios. Se determiné la alternativa més barata y que aportd los resultados mas

confiables, repetibles y sensibles.




VI.  RESULTADOS Y DISCUSION
A Extraccion de DNA genémico de huevos de 7. dimidiata

Se utilizaron huevos de 7. dimidiata como templado para hacer las eluciones
enriquecidas (ver Anexos A-H). Las extracciones se realizaron a partir de 16 y 15 huevos
utilizando el Wizard Genomic DNA Extraction Kit (Promega, Madison, WI). Se
corrieron 10ul. del DNA extraido en gel de agarosa 0.7% en 1x TBE, tefiido con bromuro
de etidio, ver Figura 17. Aunque se les tratd con RNAsa se observo una fuerte banda de

baja masa molecular correspondiente al RNA, ver Figura 17b, pozo 3.

Figura 17
Deteccion de DNA genomico de huevos de 7. dimidiata para enriquecimiento

4072bp

3,054bp

2.136bp

1.636bp 1,500bp

517bp
500bp

a. {1) 5yl marcador molecular 1Kb (Gibco BRL, Bethesda, MDY} (2) 10pi b. Pozos 3: 10ul DNA con banda de RNA a baja masa molecular; 4: 10uL exiracci
extraccién contral sin kit comercial, {3) 10ut extraccion mas abundante e contrel sin kit comercial, 1: Sul marcador molecular 1Kb (Promega); 5 5Sul marcac
infegra de DNA; {4) Agua como control negativo; (5) 10p! de extracciones molacular 100bp {Boshsinger).
contro} sin kit comercial; {6) Sl marcador motecular 100bp {Promega, Madison,
wi).
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Se propone que esta banda es RNA como resultado del desarrolio de la chinche en
fases embrionarias, cuando se podria esperar una alta tasa de transcripcion. Las bandas
correspondientes al DNA genémico fueron integras, es decir, que no demostraron
fracturas significativas que pudieran afectar el enriquecimiento. Posteriormente se
cuantifico con espectrofotometro, ver Cuadro 6, para determinar concentracion y grado
de pureza. Se determind que ambas extracciones, contenian una razon de ODagggo de 2
indicando que aun existian impurezas de proteina (Brown, 2000). Sin embargo, tanto la
pureza como la concentracion final se consideraron adecuadas para continuar con el
enriquecimiento, cumpliendo con la concentracion minima de 80ng/ul. (Comunicacién

personal, Mandy Schable).

Cuadro 6
Cuantificacién de DNA gendmico con espectrofotémetro

., Cantidad de Concentracion
Extraccion huevos ODa2¢p ODss0 OD260/OD33g9 DNA [ng/ul.]

1 15 0.002 0.001 2 50

2 26 0.004 0.002 2 100

C- (agua) 0 0 0 0 0
B. Secuenciacidn de clones enriquecidos con microsatélites

A partir de la amplificacion de las soluciones enriquecidas obtenidas del
“Savanah River Ecology Lab”, se continud la amplificacion y secuenciacion del
fragmento enriquecido en el laboratorio del Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades o “CDC Centers for Disease Control and Prevention” Atlanta, GA, USA.
De esta amplificacién, se obtuvo una gama de fragmentos, cuyo tamafio estuvo, en
promedio entre 400-500 pares de bases, ver Figura 18 incluyendo los cebadores M13F y
MI13R. Se trabajé con las eluciones enriquecidas 2, 3 y 4. Sin embargo, solamente la
elucion 2 (con dinucleodtidos) funcioné posiblemente debido a que el enriquecimiento se
realizara bajo condiciones muy astringentes y/o que el genoma de 7. dimidiata fuera
pobre en las secuencias de las eluciones 3 y 4 (exclusivamente tetranuclotidos) ver
Anexos B.
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Figura 18
Reaccién en cadena de la polimerasa con cebadores M13F y M13R para la deteccion de

clones con inserto incorporado, segan interrupcion de gen de B-galactosidasa

a. Clones 1-46;marcador molecular } Kb (Promepa) en primera
v Gltima posicién de cada fila. ultima posicion de cada fika.

b. Clones 47-95; marcador molecular 1Kb {(Promega) en primera v

Se realizo la ligacion a partir de las eluciones con microsatélites y se cultivaron
las colonias que incorporaron el plasmido recombinante. Este fendmeno se detectd
mediante la interrupcion del gen de la f-galactosidasa. Se escogieron 95 clones con
plasmido incorporado, se lisaron y se amplificaron los insertos por reaccion en cadena de
la polimerasa, ver Figura 18, utilizando los cebadores M13F y M13R. Dado que no se
contaron las colonias plaqueadas, no se calculo el porcentaje de clones positivos.  Sin

embargpo, si se sabe que todos los clones tienen el inserto.

La deteccion de los productos se realizé en gel de agarosa y tincion de bromuro
de etidio. Posteriormente, fueron secuenciados para determinar exactamente €l tamafio e

identificar las secuencias con microsatélites.

C. Analisis de microsatélites

La secuenciacion se realizo en dos sentidos, forward (5'a 37) de la hebra sentido y

reverse (5" a 37) de la hebra antisentido. Se generaron 116 secuencias a partir de 95
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clones, ya que no siempre se obtuvieron secuencias consenso, probablemente porque la

secuenciacion en algunos de los dos sentidos no termind.

Cuadro 7
Secuencias y caracteristicas de microsatélites de 7. dimidiata

Locus s , . - . Nimerto de Enspagg de
(ID Clon) ecuencia del microsatélite Tipo agﬁgTal

TDAK1 | (CRA) Perfecto AY695416 NA
TDAK2 {AG), ANAGAR (AG), Imperfecto AY695417 N
TDAK4 | (GT) s Perfecto AY695418 A
TDAK1T { {AC).; Perfecto AY695419 A
TDAK20 é‘éi; :g??a?ft@mm L (GR) GT imperfecto | AY695420 N
TDAK21 | (%C),%T(TC) sTATCAC (TT), Imperfecto AY695421 N
TDAK44 | (TC) s Imperfecto AY695422 N
TDAKAS | (¥G)BAGG(GA) 18 intemumpido | AY695423 A
TDAKS1 | (GT) .. (GR) 3 Compuesto AY695424 NA
TDAKS? | (AC).. Perfecto AY695425 N
TDAKS0 | (AG).AC(BAG) 116G (AG) . Impexfecto AY695426 N
TDAKE8 | (AC) . Perfecto AY695427 A
TDAK73 | (TG Perfecto AY695428 N
TDAKTE | (AC).s Perfecto AY695420 NA
TDAKS3 | (CTGT) Perfecto AY695430 A
TDAK8S | (TC)q (GC)2(TC)1s Interrumpido | AY695431 N
TDAKSS | (TC)y; Perfecto AY695432 NA

A: amplifico, NA: no amplifico, N: no ensayado.

Para buscar microsatélites se utilizd el programa “Tandem Repeat Finder”
(Benson, 1999). El namero de secuencias con microsatélites encontrados fue de 35/95
(37%). Debe recordarse que la reaccion de ligacion se lleva a cabo al azar, por lo tanto,
dos o mas clones pueden contener la misma secuencia como inserto. Para continuar
trabajando sin repeticiones se determinaron las secuencias que contenian ¢l mismo
microsatélite, con iguales regiones flancas, mimero y periodo de repeticion. Ya
conociendo las secuencias de la elucion 2 (TG, AG, AAG, ATC, AAC, AAT y ACT) se
esperaban clones con estas repeticiones y sus complementarios. Se identificaron 6/95
(7%) secuencias repetidas, y al ser eliminadas, se continud con 29. La importancia de

estc paso radica en que podran legar a sintetizarse cebadores para el mismo
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microsatélite y tamizarlos en una poblacién como locus diferentes, cuando en realidad no
lo son (Rivera, 2003). Asimismo, se suprimieron las secuencias de los cebadores M13F y

MI13R que se utilizaron para amplificar el inserto.

Es deseable que los microsatélites no se encuentren en exones o s¢ encontrarian
bajo seleccion, porque dejarian de ser neutrales contradiciendo las caracteristicas de los
buenos marcadores moleculares. Ademas, no deben haber sido reportados anteriormente.
Para verificar esto, se realizd una bisqueda en el BLAST del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica o NCBI (por sus siglas en ingiés “National Center for
Biotechnology Information”) y aunque cinco secuencias, cuyo tamafio era entre 17 y
36bp, coincidieron a las correspondientes a los TDMS1, TDMS9 y TDMS11 (Anderson,
et al. 2002) no fueron eliminadas, ya que correspondian a regiones flancas, no a los
microsatélites per se ni a sitios de anillacion de cebadores. Las secuencias encontradas,

se resumen en el Cuadro 7.

D. Disefio de cebadores

Con el programa Primer3, se disefiaron cebadores en las regiones flancas de los
microsatélites encontrados. El objetivo fue disefiar cebadores que pudieran ser utilizados
tanto con electroforesis capilar (fluorescentes), como en geles de poliacrilamida (no
fluorescentes). Resulta indispensable marcar los cebadores al utilizar la electroforesis
capilar pero es innecesario, ademds de costoso, marcarlos para correr en gel de
poliacrilamida. Asi que aparentemenie, para tamizar un microsatélite en cualquier
metodologia, eran necesarios tres cebadores: dos tradicionales y uno fluorescente. El
fluorescente ademas, correspondia en secuencia a alguno de los dos de sintesis sin
marcaje. El costo para esto es muy alto y resulta poco practico. Fue entonces que se

decidio disefiar lo que Schuelke (2002) denomina como cebadores universales.




Cebadores disefiados para amplificar secuencias de microsatélites de 7. dimidiata

Cuadro 8

| K- § |g, IS
» 8 2 |Es3@cScyp
g 2 o g |5sfisgE
2 E PRIMERS 5 —> 3" (W/O LABEL) = le E sle 28
= 1 S |E8s|E%E
3 E|&°°|<
E* CCCAATTARACCCTCACAAAGCzaaataaatgattatgtatggaatga 629 147 160
TDAK1 R tacceegagagtgaaceatce 57.9
F tcgeaagaaatgagagagaaaa 55.0 108 128
TDAK2 R* CAGTCGGGCGTCATCACCAttgttttgatagaaggctctyg 700
F* | CCCAATTAACCCTCACTAARAGTtagegattgttctectttge 67.8 197 213
TDAK4 R ttcottttoggtecegtagtg 56.6
F* CAGTCGGGCGTUACCAtcttecaaccat tittecgttittyg 60.9 134 149
TDAK17 ctgctactaaaggatctatcaaattt 540
F tgteocgtccaagtttatttgete 56.0 153 169
TDAK20 | R* | CAGTCGGGCGTCACCAtgatticttetatttegtttggaa 68.8
F** | CCCAATTAACCCTCACTARAGacttcctattegttetttett 629 o 107
TDAK21 R Atgttegaccctgacatcaa 562
F tcatcttgttogtttagagagttga 570 103 123
TDAK44 | R | GGGTAATACGACTCACTATAGGGcacagatatacatgcacacagaca 67.6
F CAGTCGGGCGTCRCCAt atcatagacecacacggt 704 160 174
TDAK49 taaatggeaggttggattcg 55.3
F gteggtcccctgaataagga 580 151 168
TDAKST | R™ | CCCAATTAACCCTCACTAAAGagcttectgegacttt 64.8
F* CAGTCGGGCGTCACCAt agettgtat tgeoatate 892 00 114
TDAKSY R tgtctacagatgtgtatggatgtyg 568
F gagtgagtgagtgagtgggaca 60.5 109 123
TDAKE0 R* CAGTCGGGCGTCACCAcattaacttetegltatgttgtg 6882
F aacgggatgtegtitgittc 55.9 161 181
TDAKES | R™ | GGGTAATACGACTCACTATAGGGottttgaggtecoctgagty 68.3
F* CAGTCGGGCGTCACCAgtaatcacgataaaatggt 65.2 169 183
TDAKTS agttagattegttggtagga 52.4
F CAGTCGGGCGTCACACtteceggttgaacgattt 70.0 187 200
TDAK76 gtgtttagoaattggtgtgtgtgtyg 60.2
F Catctccagcltcageacaac 579 135 150
TDAKB3 R CAGTCGGGEUGTCACCAgecgtgtgagagagggltyg 74.4
F* | CCCAATTAACCCTCACTAAAGgCcacagetaaacccaaaaa 65.4 124 141
TDAKSS R tatcctttcttgettagaatagagagag 56.8
= | GGGTAATACGACTCACTATAGGg tgaattcagtetetttetctec 655.4 106 125
TDAKSS R Agcacgettttgtgecttat 580
CAGT (FAM™) | *CAGTCGGGCGTCACCA {universal) 585
T3 Pr (HEX™) **CCCAATTAACCCTCACTAARG (universal) 52.9
T7Pr(HEX™ | ***GGGTAATACGACTCACTATAGGS (universal) 56
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El Cuadro 8 presenta el resumen del analisis de estabilidad de cebadéres. La
nomenclatura del cuadro es como sigue: los cebadores universales son los Gltimos tres, la
marca registrada entre paréntesis corresponde a la sustancia colorante, en el cuadro se
presentan los valores de temperatura de anillacién para cada primer, la “F” indica si el
cebador es el “forward” (5'a 37), la “R” indica “reverse”. Los astericos indican la
secuencia y el marcaje que tienen, segin los cebadores universales al final de la tabla, asi
como la posicién (“F” 0 “R”). Las secuencias en mayisculas corresponden a las de los

cebadores universales, las miniisculas corresponden a las de los cebadores originalmente.

E Optimizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa usando electroforesis

capilar

La optimizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa para cada locus se
inicié luego de calcular la temperatura de anillacion segin la secuencia de los cebadores.
Para las reacciones de los TDAK se utilizé Taq extender™ (Stratagene, La Jolla, CA)
para facilitar la amplificacion de DNA “dificil” para la Taq polimerasa, como los son las
secuencias repetitivas. Este aditivo se utilizé para verificar si en realidad se observaba
alguna mejoria de la amplificacién, ya que es comin que la 7ag polimerasa se “resbale”
de la dltima base copiada y se deslice unas pares de bases respecto a la base que
realmente le corresponde, produciendo los llamados “stutters”, los cuales hacen dificil el

analisis,

Las condiciones ptimas para correr los TDMS ya estén reportadas (Anderson, ef
al., 2002; comunicacion personal, Cynthia Ralda). De los ya optimizados, se trabajaron
Unicamente los: TDMS4, TDMSI1 y TDMS22. Con anterioridad se utilizaron los
TDMS9 y TDMS19. Sin embargo, de éstos tltimos se observé amplificacién no
consistente, asi que para los fines de este estudio no fueron incluidos. Las diluciones de
DNA utilizadas fueron también de 1:10 y aunque amplificaron relativamente mejor que

en ensayos anteriores, los porcentajes de amplificacion fueron bajos (Ver Figura 20).
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Los loci TDMS4, TDMS11 y TDMS22 amplificaron relativamente mejor que el
TDAKA49, ya que el porcentaje de individuos positivos por PCR se encontré cercana al
50%, comparado con 19% para TDAK49. Se ha observado durante el anilisis de los
TDMS que ocurre un porcentaje significativo de individuos que no amplifican para los
loci dados y se propone que se deba a la operacion irregular del termociclador

(comunicacion personal, Cynthia Ralda).

Es claro que el locus TDAKA4S presentd un porcentaje de amplificacion menor
que los Jocus TDMS. Este comportamiento no pudo ser previsto durante la optimizacion,
ya que para este fin se trabajé con menor nimero de muestras. El comportamiento de
cada marcador podrd determinarse Gnicamente al trabajar poblaciones con tamafios

estadisticamente representativos.

El DNA control utilizado para las reacciones en cadena de la polimerasa fueron
extraidas de dos hembras disectadas, del insectario del Centro de Estudios en Salud de la
Universidad del Valle de Guatemala. Las extracciones se realizaron de tejido de pata y
de las ootecas. EI objetivo era determinar el comportamiento del mismo DNA en los
diferentes marcadores, y si resultara necesario repetir corridas, seguir utilizando el mismo
DNA e incluso comparar posibles desviaciones entre corridas diferentes. De no utilizar
el mismo DNA, por gjemplo, no podria determinarse si un alelo nulo en una muestra se
debia a que el DNA estuviera en mal estado, se tratara de un individuo nulo para ese
alelo, o que el microsatélite aGn no estuviera optimizado. Ademas, se utilizdé como
control positivo el clon lisado utilizado para secuenciar. Si los cebadores y la reaccion
son desarrollados bajo las condiciones adecuadas, el clon debe funcionar, la fnica
limitante es la posible saturacion de la enzima por exceso de sustrato, ya que el plasmido
en estos cultivos bacterianos es de alto nimero de copias. Aunque se trabajo con
alicuotas de 1:100 del DNA genénico, algunos microsatélites presentaron amplificacion
inespecifica. Es posible que este problema de amplificacién inespecifica se contrarreste

al utilizar DNA mas diluido.
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Figura 19

Porcentaje de muestras que amplificaron por PCR
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Para establecer que un juego de cebadores ya esta optimizado, es importante
tamizar poblaciones reales. Solo asi, podra determinarse la calidad del marcador. De los
marcadores optimizados, pudo tamizarse unicamente el TDAK49, utilizando 7ag
extender y diluciones de DNA de 1:10. Hubo casos de TDAK en los que tanto pata como
ooteca funcionaron bien, pero hubo amplificacion inespecifica de clon, probablemente
debida a sobrecarga de DNA. Se recomienda probar nuevamente, con diluciones
mayores. Este marcador mostré un porcentaje de amplificacion relativamente bajo, del
19% y se observd un patron en el orden de montaje de las muestras. Con los datos
obtenidos todavia no puede determinarse si este patron se debe al funcionamiento dispar
del termociclador, a la mala calibracion de pipetas multicanal o que el marcador sea

verdaderamente nulo para la mayoria de las muestras.
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Se optimizaron dos locus con Tag exiender, dos sin Tag extender y uno con
ambos; aunque se esperaria que con 7ag extender ocurrieran menos artefactos y picos
mas definidos, esto sdlo ocurre en casos aislados. La temperatura de anillacién no se

alteré amplificandolos, todos a 60°C.

Schuelke (2002), recomienda utilizar un programa de amplificacion que tiene un
anexo de otros 8 ciclos con temperaturas y tiempos de elongacion adicionales. En su
publicacién, probablemente trabaja con Jocus que demuestran diferente comportamiento,
va que al ensayar esta recomendacion, se observaron picos con amplificaciones
nespecificas, que no se observaron utilizando el programa recomendado en el Cuadro 5.
Dadas estas observaciones, se decidid continuar trabajando con los programas descritos

por ese cuadro.

En cuanto 2 la optimizacion de los loci, el TDAK4 funciondé bien sin utilizar Tag
extender y la amplificacion inespecifica que se observa del clon pueden deberse a exceso
de DNA. El locus TDAK17 amplifico mejor sin Taqg extender, ya que con el aditivo las
alturas de los picos salieron mas bajas. EI TDAK49 funciond bien con Tag extender,
mientras que sin utilizar el aditivo, no amplifico nada. Este locus fue tamizado con las
mismas muestras que los TDMS. El TDAK68 funciond bien con aditivo, y al igual que
el TDAK4 y TDAK49, probablemente se requiere utilizar el control del clon a mayor
dilucion. El TDAKSR3 amplificé bien sin aditivo, se recomienda también aumentar la
dilucion del clon. Amplificaron picos dentro del rango, con alturas relativas aceptables
los DNA control los locus TDAK4, TDAK17, TDAK49, TDAK68 v TDAKS3. Pero
para conocer la calidad y comportamiento genético de estos marcadores, es Necesario

tamizartos en poblaciones naturales.

En resumen, 3/9 loci fueron tamizados y amplificaron mejor con Tag extender y
2/9 loci amplificaron mejor sin Tag extender. 4/9 no amplificacion o amplificaron
productos inespecificos. Asi que no parece haber ningun factor en comin que permita

predecir la funcion del 7ag extender.
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F. Andlisis de niicrosatélites por electroforesis capilar

Para realizar la optimizacién de las corridas de los productos de PCR, las alturas de
los picos resultantes deben estar en un rango de 150-4000 unidades de fluotescencia. Si las
alturas quedan fuera de este rango, pueden darse problemas de lectura de picos, por ejemplo,
confusién de picos con ruido de fondo (Guia quimica GeneScan™). Del producto de PCR se
mont6 un microlitro a una dilucién 1:10. Se montaron también muestras sin dilucién, sin
embargo, diluyendo se obtuvieron mejores resultados. Una forma de ahorrarse el trabajo de
realizar diluciones es cuantificar los productos por fluorometria. Sin embargo, esta practica,
segln el uso que se le dé, puede tesultar poco practica. Para aprovechar mejor los materiales
para el aparato de electroforesis capilar y la ventaja del disefio de los cebadores, procuraron
correrse dos locus por pozo. Esto permite que las muestras sean procesadas y analizadas en
la mitad del tiempo y costo. La dnica dificultad que este procedimiento puede presentar es
que las muestras posean una cantidad muy alta de sales respecto a la de DNA y que la seqial
sea mas débil. Sin embargo, los picos obtenidos al realizar estas mezclas se encontraron
dentro del rango deseado y no se presentaron problemas citables. Por otro lado, las alturas
relativas de los picos pueden verse afectadas, mas bien, por el nimero de copias que existan
todo el contenido celular de la chinche. Esto se debe a que no se conoce la posicion en la que
se encuentran los microsatélites a nivel cromosomal, v si por alguna razon, existiera mas de
una copia del microsatélite, se esperaria que se viera amplificado con mayor facilidad que
otro que s6lo presenta una copia. Este puede ser el caso de algin locus que se encuentre en
el cromosoma sexual X. Se ha reportado que las chinches 7. dimidiata, a diferencia de T
infestans, pueden tener mas de dos cromosomas sexuales X. Si se tuviera un microsatélite
que estd colocado en estos cromosomas, que a su vez, se encuentran en multiples copias,
podrian obtenerse picos significativamente mas intensos que otros.  Es por esto, que se
sugiere considerar el estudio de la posicion cromosomal de los microsatélites por FISH (por
sus siglas en inglés “Fluorescent in situ hybridization” (Comunicacion personal, Pamela

Pennington).

Es importante mencionar, que el analisis de microsatélites posee ventajas sobre otros

métodos de analisis. Sin embargo, debe considerarse que se realizan algunas asunciones para
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que la informacion pueda ser modelada y analizada. Estas seran mencionadas en cada una de

las secciones pertinentes.

(. Identificacion de aletos en cada locus

Las condiciones establecidas para identificar los alelos por locus se detallan en la
seccion de materiales y métodos. Como principal dificultad para realizar este analisis se
puede citar el funcionamiento de la enzima Taq polimerasa. Esta enzima tiende a deslizarse,
en posicion, durante la amplificacion del DNA templado, produciendo copias que varian en
tamafio, aumentando o disminuyendo el nimero de repeticiones creando las Hamadas “stutter
bands” ¢ bandas de desliz (Jarne and Lagoda, 1996). Ademas, la enzima Taq polimerasa,
como cualquier otra enzima, ante un exceso de sustrato puede alterar su funcionamiento. En
este estudio, se observo que ante un exceso de DNA templado, la enzima tendia a amplificar
de forma inespecifica. Se observaron bandas que se encontraban fuera del rango de tamafio
esperado y no fueron tomadas en cuenta, observandose mas frecuentemente en muestras

tamizadas, que en controles de clones.

Otro escenario que se observod con frecuencia durante el andlisis, fueron alelos nulos.
Los locus fueron amplificados a través de secuencias cebadoras o iniciadoras de DNA que
son complementarias a las regiones flancas de los microsatélites. Si estos sitios mutan, las
secuencias de los cebadores, no podran hibridizar con el DNA templado y uno o ambos
alelos no podran amplificarse. Se prefiere el disefio de cebadores, en regiones que no
codifiquen, de modo que no se encuentren bajo seleccion. En otros estudios, para reducir el
efecto de los alelos nulos en el estudio, se seleccionan las muestras que amplifican para toda
la seric de marcadores. Sin embargo, en éste, fueron muy pocas las muestras que
amplificaron para todos los loci, de modo que se decidio realizar el analisis para cada

poblacion, por locus.

Aplicando los criterios anteriormente descritos, se identificaron y cuantificaron los
alelos por locus (ver Figuras 21 a 24). Estas figuras muestran cualitativamente ¢l grado de
polimorfismo, de cada locus, siendo el mas polimorfico el TDMS11, y el menos polimorfico

TDMS22. Polimorfico es el locus con dos alelos 0 més, como todos los estudiados aqui.




Figura 20
Frecuencia alélica en locus TDAK49
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Tamafio dei alelo (bp)

(TG)SAGG(GA)!8: interrumpido, dinucledtido, 124-224bp.
15 alelos, siendo el 166bp el mas frecuente.

Figura 21
Frecuencia alélica en locus TDMS4
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Fracuzncia

Tamario del alelo (bp)

(CTYC(CT)25G{CT)2: interrumpido, dinucleétido, 150-186bp.
17 alelos, siendo el 150bp el mas frecuente.
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Figura 22
Frecuencia alélica en locus TDMS11
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Frecusncia

Tamaiio de alelo {bp)

37 alelos, siendo el 172bp el més frecuente.
(CT)s(CA)s(CTCAR(CT)f( CACTTT)(CT )o. interrumpido, imperfecto, principalmente
dinucleodtido, 132-230bp.

Figura 23
Frecuencia alélica en locus TDMS22
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Frecuencia

Tamafio del alelo (bp)

5 alelos, siendo el 99bp el mas frecuente.
(ATGT)sATAGT: interrumpido, tetranucledtido, 101-109bp.
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Durante el estudio del comportamiento genético de poblaciones, el analisis puede
consumir mucho tiempo y esfuerzo, Es por esto, que uno de los objetivos de esta
investigacion es crear una plataforma electrénica que permita trabajar los datos de una forma
automatizada. Esto permitiria obtener resultados en menor tiempo y por lo tanto tamizar mas
muestras. Anteriormente, los datos generados por el software del equipo de electroforesis
capilar se lefan y anotaban manualmente, en este trabajo, se exportaron todos los datos a
Microsoft ® Excel, de donde fueron exportados nuevamente a Microsoft ® Access. En este
ultimo programa, se calcularon razones de altura de picos, que podian ser bandas de desliz,
Tespecto al pico predominante en el electroferograma. Como criterio de seleccion, se
descartaron los picos cuyas razones fueran menor al 30%. Sin embargo, para poder realizar
este tipo de manipulacion de datos, es necesario que la optimizacién de las reacciones en
cadena de la polimerasa se haya realizado muy cuidadosamente. La razon es que, si un
electroferograma muestra dos grupos de picos, donde cada grupo fue amplificado a diferente
razon, entonces se esperara obtener un grupo con picos sustancialmente mayores que el otro
grupo, pudiéndolos confundir con bandas de desliz. Debido a que esta investigacion
pretendi0 optimizar las reacciones y la efectividad de la transferencia de informacion,
después de procesar los datos con Microsoft ® Access, se revisaron visualmente los
electroferogramas para verificar que en los datos descartados, no se perdiera informacion
valiosa. A pesar de esta limitante, el trabajo visual de leer y copiar manualmente datos de
cada electroferograma  puede reducirse significativamente  manipulando  datos

electronicamente, reduciendo también la posible introduccién de errores al copiar.

Una vez identificados los individuos cuyos picos entraban dentro del rango tedrico
del locus en cuestion, utilizando el programa (Linux) Allelogram para definir y aproximar los
alelos obtenidos. Este programa utiliza el método de minimos cuadrados para generar la
asignacion categorica del alelo para cada muestra y una clasificacion exacta de las cajuelas o
bins para cada marcador. Permite asignar el tamafio de los alelos de forma matematica
permitiendo al analista atender otras posibles fuentes de error en el laboratorio (Idury y
Cardon, 1997).




.
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Para utilizar el Allelogram es importante mencionar que deben hacerse dos
asunciones. Primero, debe establecerse el periodo de repeticion del microsatélite. Por
¢jemplo, (CA)i3 seria un periodo de 2. Segundo, el punto de corte, que seré el parAmetro que
dependera de la dispersion de los datos alrededor de un din, transformando a cero todos
aquellos valores que queden fuera de este intervalo. El punto de corte se determina
experimentalmente, debe correrse el programa con una plantilla de los registros de datos
brutos con diferentes valores de punto de corte. Se busca un equilibrio entre: el menor
namero de datos convertidos a cero, la menor dispersion, con menor desviacion estindar.
Algunos individuos pueden verse sacrificados con tal de tener informacion que se ajuste al
modelo de este programa, pero si se realiza un muestreo con un N superior al deseado, puede
no perderse significancia estadistica. De la primera asuncidn para utilizar el Allelogram, es
importante notar que los marcadores utilizados en este estudio fueron imperfectos y/o
interrumpidos. Asi que como valor de periodo, se ingreso el que fuera el predominante en el

microsatélite, asi que debe considerarse esta fuente de error.

Se determind experimentalmente los puntos de corte de cada uno de los locus.
Mientras més cercano a cero y lejano de uno, es mejor el punto de corte. Si los datos estan
dispersos, mientras el punto de corte se acerque a uno, menor serd la cantidad de alelos que
sean convertidos a cero. Sin embargo, al realizar las corridas de cada uno de los locus, se
determind que los puntos de corte tendian a uno aumentando significativamente la desviacion
estandar de los bin, por lo que se decidid correr todos los datos con 0.5, sacrificando algunos
alelos. Estos alelos se revisaron manualmente y en algunos casos, fueron aproximados sin

usar el programa.

H. Analisis genético de las secuencias de microsatélites

A partir del registro de alelos reales en las siete poblaciones de Guatemala y la de
México se analizd el polimorfismo de las secuencias de microsatélites por locus y por
poblacion de forma simultanea. Se utilizaron dos programas para calcular los indicadores del
comportamiento alélico, con GenAlex 5.04: la frecuencia alélica, namero efectiva de alelos,
heterocigocidad observada, heterocigocidad esperada e indice de fijacion. Para comparar el

nimero de heterocigotos esperados y observados se calculd chi cuadrado (X?) y probabilidad
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(P) para determinar la existencia del equilibrio Hardy-Weinberg. Con el progrﬁna PopGene
1.31 se calculd la distancia e identidad de Nei unbiased para establecer si los grupos o
poblaciones estaban relacionados entre si. El indice de fijacion total, permitid examinar €l
nivel de divergencia genética entre subpoblaciones y Nm para establecer si existia flujo de

genes.

En estudios anteriores realizados en vectores (Contreras, 2002), se han hecho analisis
de diversidad genética intrarregional, interregional y todas las regiones como una sola
poblacion. En este estudio, se realizard un analisis por poblaciones, dado que las muestras
amplificadas para cada locus no son las mismas y esto puede llevar a conclusiones erradas.
Ademas, cada locus presenté diferente porcentaje de amplificacion, de hecho, algunos

poblaciones no amplificaron en absoluto algunos locus.

El Cuadro 16 muestra como cada locus presentd diferente nimero de alelos. Siendo
Chiquimula la poblacion con mayor nimero de alelos. Ademdas los valores de
heterocigosidad observada son significativamente menores que los valores de
heterocigosidad esperada. Excepto para Zacapa con el locus TDMS22. Y a pesar de que
puede deberse a que las poblaciones muestreadas estén unidas, pero que no se mezclen
(Hedrick, 2000), en este caso, es mas probable que se deba a un muestreo muy pequefio,
demostrando deficiencia de heterocigotos. Esto significa que la mayoria de los grupos son
deficientes en heterocigotos. Ne, el nimero efectivo de alelos indica cudntos alelos
presentan la misma similar. Los datos de TDMS22 coinciden con los datos graficos
presentados anteriormente, va que es el locus que presenta menores valores del numero
efectivo de alelos. F, el indice de fijacion, es la frecuencia de homocigosidad para un alelo
particular, en un locus dado (Contreras, 2002). TDMS4, en Zacapa es el que tiene mayor
namero de homocigotos, con un valor de 0.808, con una diferencia significativa de

heterocigotos esperados y observados.

Otro analisis realizado fue el de Hardy-Weinberg, para determinar si las poblaciones

se encontraban en equilibrio. Este es un modelo que sirve como referencia que se caracteriza
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por no verse afectado por fuerzas evolutivas, excepto solo las del proceso de reproduccion
{Contreras, 2002).

Las caracteristicas del equilibrio de Hardy-Weinberg son: (1) El organismo debe ser
diploide, (2) la reproduccidn debe ser sexual, (3) las generaciones no deben traslaparse, (4) el
gen bajo consideracion tiene dos alelos, (5) las frecuencias alélicas son idénticas en machos y
hembras, (6) el apareamiento debe ser al azar, (7) el tamafio de la poblacidn, teéricamente
debe ser infinita, (8) la migracién debe ser despreciable, (9) la mutacién puede ignorarse,

(10) la seleccion natural no debe afectar a los alelos bajo consideracion.

Para evaluar st la poblacion estda en equilibric de Hardy-Weinberg, se utiliza la
probabilidad de la prueba chi-cuadrado X*. Ver cuadro 17. Para considerar una poblacién en
equilibrio, el valor P debe estar en un rango 0-0.05, debido a que la desviacion de valores
observados y esperados no se debe Gnicamente al azar (Hartl and Clark, 1997). Es
interesante observar que Jutiapa esta en equilibrio con todos los marcadores , mientras que
tan sélo Jalapa no estan en equilibrioc con ningin marcador. A pesar de ser el marcador
menos polimérfico, es decir con pocos picos, el TDMS22 es el que muestra més poblaciones
en equilibrio. Las poblaciones que no presentan equilibrio con los marcadores ensayados,
pueden deberse a que se hayan detectado muchos alelos nulos, categorizandose como alelos
nulos u homocigotos, individuos que en realidad eran heterocigotos. Inicialmente se trabajd
con 434 muestras, pero para que Hardy-Weinberg sea representativo, deben trabajarse
muestras mayores ¢ iguales a 500 individuos (Hartl and Clark, 1997). Debe considerarse
ademas, el porcentaje de alelos nulos que tienden a obtenerse con estos microsatélites, por lo

que probablemente debid iniciarse con 750 muestras, en lugar de tan sdlo 434

A continuacién en las Figuras 25 a 28, se muestra la diferencia significativa entre
heterocigotos esperados y observados de forma grafica. Mientras mas alejados estan, menor

equilibrio de Hardy-Weinberg representan.
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Cuadro 9
Diversidad genética para cada locus por poblacion
(GenAlex, 2002)
TDAK49
Poblacion N | Na Ne | Ho He F
Chiquimula 251 10 6.443 2.024 0.520 0.845 0.384
Jutiapa 131 12 7.682 2.248 0.769 0.870 0.116
iAltaVerapaz 6] 6 5538 1.748 0.667 0.819 0.186
BajaVerapaz 131 12 6.259 2.149 0.385 0.840 0.542
SantaRosa 7 5 3.920 1.470 0.429 0.745 0.425
Mexico 4| 4 2.286 1.074 0.500 0.563 0.111
TDMS4
Poblacién N | Na Ne i Ho He F
Zacapa 76 3.920 1.574 0.143 0.745 0.808
Jalapa 17 5 1.979 0.964 0.353 0.495 0.287
Chiguimula 201 9 3.980 1.672 0.400 0.749 0.466
Jutiapa 61 4 2.400 1.075 0.333 0.583 0.429
AltaVerapaz 8 8 6.400 1.960 0.250 0.844 0.704
BajaVerapaz 16| 4 2.265 0.997 0.313 0.559 0.441
SantaRosa 621 7 2.412 1.193 0.290 0.585 0.504
Mexico 9| 6 3.240 1.455 0.444 0.691 0.357
TDMS11
Poblacién N | Na Ne | Ho He F
Zacapa 10 | 12 7.143 2.250 0.800 0.860 0.070
Jalapa 15| 13 7.031 2.262 0.400 0.858 0.534
{Chiguimula 38 | 25 10.736 2.804 0.553 0.907 0.391
Jutiapa 71 8 6.533 1.970 0.571 0.847 0.325
AltaVerapaz 19| 21 8.595 2.652 0.474 0.884 0.464
BajaVerapaz 181 15 10.983 2.541 0.500 0.909 0.450
SantaRosa 24| 9 6.472 1.987 0.542 0.845 0.359
TDMS22
Poblacién N | Na Ne | Ho He F
Zacapa 41 5 4.000 1.494 0.750 0.750 0.000
Jalapa 4 | 4 3.556 1.321 0.250 0.719 0.652
Chiquimula 101 2 2.000 0.693 0.400 0.500 0.200
Jutiapa 5| 2 2.000 0.693 0.200 0.500 0.600
IAltaVerapaz 7 3 2.279 0.898 0.143 0.561 0.745
BajaVerapaz 6 | 3 1,946 0.824 0.333 0.488 0.314
SantaRosa 2| 5 3.136 1.291 0.375 0.681 0.449
Mexico 19 6 3.072 1.372 0.526 0.675 0.220

N = nimero de individuos en la poblacion, Na = nimero de alelos, Ne = nimero efectivo de
alelos, I = indice de informacién, Ho = heterocigotos observados, He = heterocigotos
esperados, F = indice de fijacidn.
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Figura 24
Patron alélico del locus TDAK49 para cada poblacién
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Figura 25
Patrén alélico del locus TDMS4 para cada poblacién
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: Figura 26
Patron alélico del locus TDMS11 para cada poblacion
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Figura 27
Patron alélico del locus TDMS22 para cada poblacion
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No pueden calcularse datos promedio para cada poblacion, ya que las muestras

amplificadas con los cuatro marcadores no son las mismas y podrian obtenerse resultados no

representativos.

: Cuadro 10
Analisis de Hardy-Weinberg para las poblaciones estudiados con cada uno de los locus
(PopGene, 1999)

Microsatélites
Valores de P en la prueba de X?

Poblacion TDAKA49 TDMS4 TDMS11 TDMS22
Zacapa No aplica 0.000004 0.235517 0.440493
Jalapa No aplica 0.000045 0 0.023014
Chiguimula 0.003090 0 0 0.423711
lJutiapa 0.120779 0.267362 0.057601 0.109599
Ajta Verapaz 0.121600 0.00001 0 0.041517
Baja Verapaz 0.000000 0.11251 0 0.386151
Santa Rosa 0.033898 0 0.000289 0.000002
Mexico 0.302747 0.036966 No aplica 0.18407

Para determinar la divergencia enire las ocho poblaciones, se calculé la identidad y
distancia gencética de Nei. El criterio de este analisis indica que la identidad es igual a uno si
las poblaciones son mas parecidos. La distancia genética indica que entre mas cercano a cero
sean los resultados, mas relacionadas estin las poblaciones entre si. Por lo tanto, el Cuadro
18 nos demuestra que los grupos mas parecidos, para este locus, son Baja Verapaz y México,
coincidentemente al valor de la distancia genética, siendo los menores México y Santa Rosa,

que también poseen el mayor valor de distancia genética.

Cuadro 11
Identidad y distancia genética de Nei para las cuatro poblaciones para el locus TDAK49
{PopGene, 1999)

Chiquimula Jutiapa AltaVerapaz | BajaVerapaz | SantaRosa Mexico
Chiguimula o 0.606 0.518 0.567 0.237 0.249
Jutiapa 0.501 i 0.293 0.359 0.226 0.141
AltaVerapaz 0.658 1.229 il 0.359 0.499 0.074
BajaVerapaz 0.568 1.024 1.026 il 0.204 0.818
SantaRosa 1.440 1.487 0.695 1.589 b 0.134
Mexico 1.389 1.959 2,602 0.201 2.013 i

Sobre los asteriscos se demuestra la identidad genética.
Bajo los asteriscos se demuestra Ia distancia genética.
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Segun el locus TDMS4, las poblaciones mas parecidas son Baja Verapaz y Talapa,

con 0.985, seguidas de México-Jalapa y México-Baja Verapaz (que coincide con el anterior

marcador). El locus TDMS11 indica las poblaciones mas parecidas son Jalapa y Zacapa, el

locus TDMS22, indica que son Chiquimula-Jutiapa, seguidas de Santa Rosa, Chiquimula y

Jutiapas. Es interesante observar como para este locus, Baja Verapaz, Chiquimula vy Jutiapa

siguen en parecido, esto puede significar que este locus podria funcionar como marcador del

proceso de diversificacion, e ilustrarse geograficamente.

Cuadro 12
Identidad y distancia genética de Nei para las cuatro poblaciones para el locus TDMS4
(PopGene, 1999)

Zacapa | Jalapa | Chiquimula | Jutiapa | AltaVerapaz | BajaVerapaz |SantaRosa| Mexico
Zacapa ok 0.860 0.734 0.456 0.246 0.818 0.418 0.834
Jalapa 0.151 Bl 0.902 0.630 0.321 0.985 0.600 0.960
Chiquimula 0.310 0.103 il 0.831 0.481 0.936 0.821 0.878
Jutiapa 0.784 0.461 0.186 bl 0.510 0.729 0.968 0.620
)AltaVerapaz 1.403 1.138 0.732 0.673 ik 0.387 0.545 0.411
BajaVerapaz | 0.201 0.015 0.068 0.317 0.950 i 0.712 0.960
SantaRosa 0.872 0.512 0.198 0.032 0.608 0.340 e 0.607
Mexico 0.181 0.041 0.130 0.479 0.839 0.041 0.499 bl
Sobre los asteriscos se demuestra la identidad genética.
Bajo los asteriscos se demuestra la distancia genética.
Cuadro 13
Identidad y distancia genética de Nei para las cuatro poblaciones para el locus TDMS11
(PopGene, 1999)
Zacapa | Jalapa | Chiquimula | Jutiapa | AltaVerapaz | BajaVerapaz |SantaRosa
Zacapa o 0.839 0.709 0.146 0.217 0.455 0.363
Jalapa 0.176 e 0.694 0.258 0.143 0.521 0.267
Chiquimula | 0.344 0.366 o 0.142 0.246 0.361 0.130
Jutiapa 1.822 1.354 1.954 e 0.099 0.454 0.261
AltaVerapaz | 1.530 1.943 1.402 2.317 s 0.206 0.208
BajaVerapaz| 0.787 0.652 1.018 0.790 1.580 il 0.581
SantaRosa | 0.999 1.320 2.038 1.342 1.568 0.544 ra

Saobre los asteriscos se demuestra la identidad genética.

Bajo los asteriscos se demuestra la distancia genética.
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Cuadro 14
Identidad y distancia genética de Nei para las cuatro poblaciones para el locus TDMS22
(PopGene, 1999)

Zacapa | Jaiapa | Chiquimula | Jutiapa | AltaVerapaz | BajaVerapaz |SantaRosa| Mexico
Zacapa il 0.648 0.707 0.707 0.593 0.843 0.713 0.784
Jalapa 0.434 il 0.833 0.833 0.890 0.822 0.907 0.391
Chiquimuia | 0.347 0.182 il 1.000 0.610 0.804 0.959 0.457
Jutiapa 0.347 0.182 0.000 il 0.610 0.904 0.959 0.457
AiltaVerapaz | 0.522 0.117 0.494 0.494 ok 0.740 0.719 0.308
BajaVerapaz| 0.171 0.196 0.101 0.101 0.302 il 0.856 0.542
SantaRosa | 0.339 0.098 0.042 0.042 0.330 0.156 ok 0.536
Mexico 0.243 0.938 0.784 0.784 1.176 0.613 0.623 ok

Sobre los asteriscos se demuestra la identidad genética.
Bajo los asteriscos se demuestra la distancia genética.

Con la distancia genética de Nei, se construyé un dendrograma para cada locus.
Lamentablemente los datos no son congruentes, pero debe recordarse que el tamafio de las
muestras no es igual, que el porcentaje de amplificacion varid, que las muestras que si
amplificaron no fueron las mismas y que se realizaron varias asunciones para realizar este
calculo. Aun asi, pueden verse ciertos patrones, de los cuales, el locus TDMS22 muestra
mejor relacion entre sus datos y las barreras geograficas que existen entre estas poblaciones.
Ademas, para algunos loci, no hubo ningtin individuo de cada poblacién que amplificara, de

modo que la informacion puede estar incompleta.

Figura 28
Dendrograma basado en la distancia genética de Nei para el locus TDAK49
(PopGene, 1999)
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La figura 32, representa menor lo que se esperaria obtener de los datos tamizados.
Una observacion de relevancia, es que México es catalogado como una poblacién

independiente. Mientras que las demas poblaciones, no estan geograficamente interrumpidas
(Fig. 29).

Figura 29
Dendrograma basado en la distancia genética de Nei para el locus TDMS4
(PopGene, 1999)
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Figura 30
Dendrograma basado en Ja distancia genética de Nei para el locus TDMS11

(PopGene, 1999)
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Figura 31
Dendrograma basado en la distancia genética de Nei para el locus TDMS22
(PopGene, 1999)
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Las poblaciones Chiquimula y Jutiapa son las més parecidas, Jalapa y Alta Verapaz le
siguen en parecido. Chiquimula y Jutiapa a su vez, se parecen a Santa Rosa. Zacapa y Baja

Verapaz se parecen también, y México se clasificé como poblacién aislada.

’ Cuadro 15
Indice de fijacion total y flujo de genes para todos los loci
(PopGene, 1999)

Locus Fst Nm
TDAK49 0.139 1.5544
TDMS4 0.125 1.7463
TDMS 11 0.076 3.0375
TDMS22 0.138 1.5643

La diferenciaciéon genética enire las ocho poblaciones, se calculd el indice de fijacion
total (Fst) y el flujo de genes (Nm). El Cuadro 16 muestra los resuliados de estos célculos,
por locus. Si los valores de Fst caen deniro del rango 0-0.05, significa que existe poca
diferenciacion genética. Este no es el caso para ninguno de los locus descritos anteriormente,
indicando que existe una gran diferenciacion enire estas poblaciones. Ademas, Nm indica

valores relativamente pequefios, considerando que el flujo de genes es un indicador del
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nimero absoluto de organismos que migran a cada subpoblacion en cada generacion. En
promedio, una chinche migra cada generacion lo cual indicaria que los grupos aparentemente
estan aislados y que si existen barreras geograficas. Sin embargo, se recomienda incrementar

el nimero de individuos a tamizar, ya que estos datos parecieran ser contradictorios.

Figura 32
Frecuencia alélica en locus TDMS4
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En la figura 34 se muestran muchos alelos con poca fiecuencia, probablemente
debido a un locus que en la actualidad estd cambiando a una tasa significativamente mayor
que los demas. El locus TDMS11, muestra mas alelos que estan distribuidos de forma mas

irregular entre las poblaciones.

La figura 36, muestra la frecuencia alélica del locus TDMS22. Este locus muestra
dos alelos distribuidos en todas las poblaciones. Son los de tamafio 99bp y 103bp. Ademas
de estar muy bien distribuidos, presentan frecuencias mas altas y pocos alelos, lo que puede

ser el mejor marcador molecular dentro de el grupo en estudio.




Figura 33
Frecuencia alélica de locus TDMS11
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Figura 34
Frecuencia alélica de locus TDMS22
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I Creacion de base de datos en Microsoft ® Access

Se cred una base de datos denominada EpiTDAK-MS que contiene la informacion de
colecta, extraccion de DNA, amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa,
condiciones de deteccién y alelos verdaderos. La copia electronica del disefio se encuentra al

final de Anexos.

) Comparacion de costos y efectividad entre electroforesis capilar v en geles de

poliacrilamida

De acuerdo a uno de los objetivos de esta investigacion, se realizd el analisis para
determinar cual es el método para correr y detectar microsatélites de mayor efectividad vy
menor ¢osto. Para esto se condiero el trabajo a realizar manualmente por un técnico en el
laboratorio, ventajas instrumentales que cada metodologia presenta, riesgos al ejecutor y
costo fmal por muestra. El Cuadro 10 resume las metodologias comparadas: PAGE o por sus
siglas en inglés “Polyacrilamide Gel Electrophoresis” y la electroforesis capilar. Los datos
presentados para PAGE se detallan segin Mills (2001).

En cuanto al volumen de PCR sintetizado, con PAGE se utiliz6 25k de reaccion,
mientras electroforesis capilar empleé 15uL. Esta aparente diferencia puede modificarse
unicamente con utilizar un termociclador que requiera menores volimenes de reaccion. Asi

que no se considera como un criterio critico.

La electroforesis capilar necesita sintetizar cebadores fluorescentes para poder
reahizar la deteccion, cuyo analisis detallado se realizara mas adelante, mientras que los geles
de poliacrilamida utilizan cebadores sin marcaje, ya que la deteccion se realiza con tincién de

nitrato de plata.

El tiempo necesario para preparar la gel y los datos que seran cortidos en el programa
que sea utilizado, en electroforesis capilar, aparentemente toma tiempo. Pero se compensa al

comparar €l tiempo necesario para preparar y polimerizar geles de poliacrilamida. El tiempo
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de preparacion de muestras para montaje, es decir la desnaturalizacion, requiere
aproximadamente ¢l mismo tiempo de preparacion y montaje para ambas metodologias. En
cuanto a la corrida per se, ademas de emplear 1uL comparado a Sul de PAGE, Ila
electroforesis capilar puede correr entre 188 y 384 muestras en una sola corrida, esto implica
que pueden ahorrarse ocho montajes en PAGE. Y aunque la corrida completa en GeneScan
tarde 8 horas, al montar con electroforesis capilar pueden ahorrarse 24 horas netas de
corridas que pueden ser utilizadas en otras actividades de laboratorio. Si el téenico se
organiza bien, pueden llegar a realizarse dos corridas en electroforesis capilar al dia, es decir
hasta cuatro placas, o sea, hasta 762 muestras si se conocen las condiciones optimas.

Mientras que PAGE permite correr hasta dos placas, es decir 92 muestras como maximo.

En cuanto al sistema de deteccion, mientras la eleciroforesis capilar no requiere
ninguna preparacion especial, ademéds del marcaje fluorescente de los cebadores, PAGE
presenta un procedimento de al menos 90 minutos, en exposicion al nitrato de plata. Para
PAGE, los resultados finales deben leerse con regla milimétrica, mientras que electroforesis
capilar presenta los datos em version electronica con una precision y repetibilidad
significativamente mayor. La incertidumbre para PAGE es de £0.05mm y para electroforesis

capitar es de +0.5bp.

PAGE requiere una hora para analizar 46 muestras, mientras que electroforesis
capilar requiere de un dia para apalizar 40-60 muestras. Sin embargo, el tiempo que se
ahorre al realizar este procedimiento en PAGE, si la eleciroforesis capilar ya se encuentra
optimizada puede reducirse significativamente al exportar informacion vy mahipular
electronicamente. Ademas, el tiempo que se ahorre en preparacion, montaje y corrida de
muestras en electroforesis capilar, puede ser invertido mas tarde para analizar los datos

generados por el programa de lectura.

Para almacenar la informacion, PAGE requiere que el técnico prepare un scan de cada placa
y guarde la informacién, que ocupa aproximadamente 2Mb. Para la electroforesis capilar, los
datos generados ya estan en formato electronico y pueden ocupar tan solo 17Kb cuando ya

fueron convertidos a formato Excel. Aunque la segunda metodologia requiere procesamiento
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de informacién como la visualizacion de electroferogramas, determinaciéon de patrones de

picos y descarte de bandas de desliz, existen y se utilizan programas auxiliares para realizar

el analisis de estos datos.

Cuadro 16

Cuadro comparativo de las metodologias empleadas para analisis de microsatélites.

PAGE secuenciacion

Electroforesis capilar

Amplificacion por PCR
Volumen total de reaccion 25uL 15uL
(Imuestra)
1aq polimerasa 0.5U 0.5U

Tipo de cebadores

Sin marcaje

Marcaje fluorescente en uno
de los cebadores, en €l
extremo 5

Tiempo

para la preparacion del gel y/o del sistema

Camara de electroforesis y
polimerizacion en placas

120 minutos

No aplica

Ingreso de datos al sistema

10 minutos {en matrices de
formato Excel).

20 min/placa {importando
cuadro de formato Excel) o
30 min/placa {ingresando los
datos manualmente)

Mantenimiento y limpieza del 20 minutos 20 minutos
equipo {semanal)
Preparacion de precorrida
Tiempo 60 minutos 60 mmnutos
Metodologia (a) Desnaturalizacion de las {a) Preparacion de master

muestras.

(b) Preparacion de placa
{ajuste de temperatura, buffer y
preparacion de la muestra con
buffer de montaje.

mix y alicuota del producto
de PCR.

{b) Desnaturalizacion 5
minutos 95°C; 1 minuto en
hielo

Corrida de muestras

Volumen de producto de PCR SuL 1uL

para montaje

Numero de muestras que pueden ; 46 188-384

procesarse por corrida

Tiempo de corrida 3 horas 8 horas

Corridas al dia 1-2 geles 2-4 placas
Sistema de deteccion

Nitrato de plata Si - 90minutos No aplica

Fluorescencia

No

Si (No necesita preparacion)

Bromuro de etidio

Baja sensibilidad, funcional
para agarosa.

No aplica
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Lectura

del gel / andlisis de datos

Metodologia de medicion

Manual con regla milimétrica

Electroferogramas y datos
electronicos

Incertidumbre de las medidas

+0 5mm

+0.5bp

Tiempo para el procesamiento de
datos (asumiendo que estan
optimizados).

46muestras/hora

20 muestras/dia

Almacenamiento de informacién

Formato de almacén Imagenes escaneadas en Electroferogramas
Formato digital (*bmp)

Espacio en bytes por corrida 2Mb/49muestras 17.5Mb/192muestras de
datos brutos de cornida, datos
en formato Excel ocupan
(aprox.)
20.2Kb/192 muestras.

Generacion de desechos

Tipo de desecho generado Geles Placas (pero pueden
almacenarse a 4°C para
COITEI Varias veces)

Volumen de desecho 85mL de gel polimerizado y imL de producto de PCR

tefiido _

Descarte espectahzado No Descarte quimico para la

formamida

Riesgos

a la salud

Reactivos y desechos peligrosos

TEMED, APS, acrilamida, bis-
acrilamida, nitrato de plata,
bromuro de etidio, hidréxido
de sodio, acido borico, acido
acétido glacial, Bind Silane o
Sigma Cote, etanol,
formaldehido, formamida,
persulfato de amonio,
tiosulfato de sodio, radiacion
conluz UV.

HIDI-formamide

La generacion de desechos no es una caracteristica critica entre metodologias. Sin

embargo, vale la pena mencionar que mientras PAGE desecha aproximadamente 85mL de

gel de poliacrilamida tefiido con nitrato de plata, electroforesis capilar desecha (inicamente

Iml. de DNA y formamida, en caso no se desee guardar la preparacion para futuras corridas.

Ademés, durante la preparacién de gel de poliacrilamida el técnico debe exponerse a una

senie de reacttivos que son tOxicos, mientras en la electroforesis capilar expone Gnicamente a

0.8mL de formamida por placa.
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El tipo de sintesis para los cebadores es un tema importante de comparacion. Aunque
PAGE pueda significar una menor inversion en sintesis de cebadores, puede presentar
algunas desventajas, que no compensen este ahorro. Si se sintetizan (nicamente cebadores
sin marcaje, para PAGE, se invertiran $20 por cebador. Ahora, para sintetizar un cebador
con marcaje fluorescente, se invierten $140, esto es un costo que definitivamente debe
considerarse. Anteriormente, se han sintetizado pares cebadores para una serie de locus para
deteccion con electroforesis capilar, asi que uno de cada par cebador para un locus dado,

debia marcarse. El Cuadro 8 compara los costos de la sintesis de cebadores marcados.

Cuadro 17
Costo de la sintesis de juegos de cebadores con marcaje fluorescente

Cebadores tradicionales
1 2 3 4 5

g 1 160 180 200 220 240
L 5§ 2 320 340 | 360 380
E § 3 480 500 520
9 g 4 640 660

= 5 800

Costos estimados basados en: $140 marcaje fluorescente y $20 sin marcaje.

La linea diagonal en negritas muestra el costo que implica sintetizar la mitad de los
cebadores con fluorescencia. Como se ha comparado con estudios similares realizados
antertormente (Rivera, 2002; Contreras, 2002). Pero si se sintetiza un marcador fluorescente,
por gjemplo, y los demés se sintetizan de forma tradicional, los costos pueden reducirse
hasta los valores resaltados con color. Se comprobé que la efectividad del marcaje no se ve
afectada de ninguna manera, asi que se considera que de tamizar, por lo menos, con dos
cebadores marcados con electroforesis capilar se considere emplear ¢l marcaje universal

segun Schuelke (2002).
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A pesar de que PAGE requiere mis trabajo en laborario, es posible que por tener
recursos limitados para la realizacion de un proyecto, se prefiera esta metodologia. En el
Cuadro 19 se presenta el listado de reactivos y cantidad necesaria para realizar las corridas.
El célculo se realizé por muestra. Cada muestra es corrida a un costo de $1.34. Mientras que
en el Cuadro 20 se muestran los reactivos y costo por muestra de la electroforesis capilar.
Considerando que se esperaria poder disefiar cebadores con distinto marcaje y tamafic de
fragmento esperado, lo mejor es correr dos marcadores por placa. Si esto se realiza asi, el
costo puede ser de $2.05, siendo de $4.10 si se realizan independientemente, La diferencia
entre metodologias es de $0.71, que se ven justificados en repetibilidad, incertidumbre,

tiempo e incluso contacto de compaiiias distribuidoras de reactivos.

Cuadro 18
Costo del analisis de microsatélites utilizando geles de poliacrilamida

Lo , " Precio de Ca"ﬁ,d ad de " Costo por
Descripcion reactive Presentacion | | o mjacc:r;o dgor Ratio e strg?s)
acido acético 2500 mL Q 220,20 40.00mL 62.50 $ 0.44
4cido bérico 500g Q 24833 8.25q 60.61 $ 051
acrilamida 99.9% 50049 Q 1,705.25 0.11g 4680.7¢ $ 0.05
aiconox 2% 18169 Q 16114 3.00g 605.33 $ 003
APS 100000 mg Q 23216 31.20mg 3205.13 $ 0.01
Bind Silane 25000 ul Q 67200 5.00ul 5600.00 $ 0.02
bis-acrilamida Sg Q  203.38 0.26g 19.33 $§ 13
carbenato de sodio anhidro 500g Q 16583 80.00g 833 $ 249
dodecit sulfato de sodio 16009 Q 1,706.40 8.66g 11547 $ 1.85
etanof absoluto 2500 ml, Q 19866 538.00m{. 4.65 $ 2.4
filiros Waltmann # 1 100U Q 24000 2.00U 50.00 $ 0.60
formaldehido 37% 1000mlL Q 10313 16.00mL 62.50 $ 0.2
hidroxido de sodio 1000g Q  150.00 181.00g 5.52 $ 339
nifrato de ptata 259 Q 33149 3.00g 8.33 $ 497
persulfato de amonio 10000mg | Q 187.73 | 31.20mg 320.51 $ 007
Sigmacote 100mL Q  376.00 2.00mL 50.00 $ 0.94
TEMED 50000 uL Q 67885 107.00ul 467.29 $ 0.15
tiosulfato de sodio*SH20 500g Q 160.49 0.004g 125000.00 $ (.00
Trizma S0y Q 1,603.36 16209 30.86 $ 5.4
urea 1000g Q 43200 42.00g 2381 $ 227

Costo por cormida: $ 315

Costopormuestra | $§ 1.34

*Tasa de cambio: Q.8.00 por $1.00.




Cuadro 19

Costo del andlisis de microsatélites utilizando electroforesis capilar

Razén de
Descripcion de reactivos rendimiento por | Cosfo reactivo | Costo por muestra
muestra
HIDl-fermamide 5882.35 $28.00 $0.00
ROX {reacciones) 1600 $315.00 $0.20
Placas Gene Scan (20fhagquete) 3840 $79.35 $0.02
Septas {20/paquete) 3840 $122.00 $0.03
Polimero POP4 (Tmi) 100390625 $305.00 $1.19
Buffer 10X 0.0065104 $66.00 $0.43
Capilares arreglo 22-cm {16 coridas) 3200 $565.00 $0.18
Costo por muestra: $2.05
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VII.  CONCLUSIONES

La riqueza relativa de secuencias repetitivas de dinucledtidos en 7. dimidiata,
sugiere la abundancia de éstos en el genoma, ya que la elucidn de
tetranucledtidos no funciond durante el enriquecimiento. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de haber preparado eluciones enriquecidas bajo
condiciones muy astringentes.

A partir de la secuencia de 95 clones, se identificaron sin repeticiones. Se
disefiaron cebadores a 17 loci (llamados “TDAK™), de los cuales nueve se
ensayaron y cinco estan optimizadas para tamizar poblaciones naturales.

Se optimizaron las condiciones de reaccion en cadena de la polimerasa para
los locus TDAK4, TDAKI7, TDAK49, TDAK68 y TDAKS3, solamente se
tamizod el TDAK49 y las demas deben ser ensayadas en poblaciones naturales.
Los locus TDAK49, TDMS4, TDMS11 y TDMS22 presentaron un porcentaje
de amplificacion positiva promedio del 40%, tan baja tasa de amplificacion
puede indicar mutaciones en sitios de hibridacién de los cebadores. Para
futuros ensayos el tamafio de la muestra se incremente para evitar pérdidas de
representatividad  estadistica. Todos los Jocus estudiados ensayados
presentaron entre 5 y 38 alelos lo cual indica que son polimorficos.

El polimorfismo en cada poblacion depende del locus, siendo el TDMS11 el
mas polimorfico.

Se encontrd en equilibrio de Hardy-Weinberg para los cuatro locus. Sin
embargo, para los demas locus, los tamafios de muestra son inferiores a 500
individuos como para ser contados como representativos estadisticamente.
Distancia e identidad genética de Nei de cada locus no coinciden entre si.
Para poder comparar todos los microsatélites, debe procurarse un tamafio de
muestra mas grande y/o trabajar con las muestras que funcionaron con la

mayoria de loci.
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A pesar de que los dendrogramas no coinciden entre si, el que concuerda con
los resultados que se esperarian basados en caracteristicas geograficas es el
locus TDMS22. |

El indice de fijacion total (Fst) superior a 0.05 para todas las poblaciones
indica que si existe un alto grado de diferenciacion genética para todos los
loci.

El flujo genético (Nm) indica que en promedio un individuo migra a cada
subpoblacién en cada generacién. Segun este indicador, geograficamente las
poblaciones se encuentran relativamente aisladas.

Para el locus TDAK49 los alelos 171 y 173 son los mds compartidos por todas
las poblaciones, siendo el alelo 173 el mas frecuente.

Para et locus TDMS4 los alelos 150 y 152 son los mas compartidos por todas
las poblaciones, siendo el alelo 152 el mas frecuente.

Para el locus TDMSI11 los alelos que se identificaron mas alelos que estén
distribuidos de forma irregular entre las poblaciones, siendo el alelo 172 el
mas frecuente.

Para ef locus TDMS22 los alelos 99 y 103 son los mas compartidos por todas
las poblaciones, siendo el alelo 103 ¢l mas frecuente.

El método de marcaje fluorescente se realizd con el uso de tres cebadores
universales que permiten utilizar los mismos cebadores para amplificar y
correr en geles de poliacrilamida y electroforesis capilar.

Marcar cebadores universales es significativamente mas barato que marcar
uno de cada par de cebadores por locus con fluorescencia.

El Taq extender como aditivo para reducir la formacién de bandas de desliz o
“stutter bands” se demostrd efectivo para dos de cinco casos. Mientras los
demas fueron optimizados sin aditivo ni problemas. La formacién de bandas
de desliz puede ser controlada manipulando la concentracién de DNA
templado ademas de manipular.

El costo de correr una muestra con PAGE es de $1.34, mientras que correr con

electroforesis capilar es desde $1.03, corriendo tres muestras a la vez.
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Las ventajas que la clectroforesis capilar respecto a PAGE son: corridas de
preparacion mas sencilla, mayor procesividad de muestras, incertidumbre de
+0.05bp, alta repetibilidad, uso de menor nimero de reactivo peligrosos,
menor volumen de desechos generados, procesamiento de informacién

electronica y la posibilidad de automatizar corridas de rutina,




VIII. RECOMENDACIONES

Se recomienda  determinar mapear los nﬁcrosatélites en los cromosomas
utilizando la técnica de “Fluorescent in situ Hybridization o FISH”, por sus
siglas en inglés, que permitan determinar si existe mas de dos copias de cada
locus, v si alguno esta ligado a cromosomas sexuales.

Si se observa que la recuperacion de DNA durante la extraccién es muy bajo,
puede utilizarse glucdgeno de ostra para favorecer la recuperacién,

Para el marcador TDAK49 se recomienda repetir PCRs de las muestras que no
funcionaron y montar en diferente orden, para descartar la posibilidad de
resultados desviados por funcionamiento dispar del termociclador y/o aparato
de electroforesis capilar.

Implementar un programa de procedimientos operativos estindar que
permitan monitorear el funcionamiento de los aparatos mas criticos para el
estudio como los termocicladores.

Aumentar aproximadamente en un 50% el nimero de muestra a ser tamizado
con cada locus. Asi, en caso ocurran pérdidas de datos por individuos que
presentan aleloss nulos, el estudio no pierda significancia estadistica.

Continuar la evaluacion del uso de Taq extender ya que en algunos casos se
observan picos de amplificacién inespecifica, en lugar de mejorar la
amplificacion.

Si se utiliza como control positivo clones, dado que el plasmido que contienen
las bacterias es de alto nimero de copias, se recomienda diluir méas va que
puede ocurrir amplificacion inespecifica por exceso de DNA.

Correr mis de una muestra por pozo en electroforesis capilar de modo que se
procesen mas muestras por corrida, se analicen juntas y se reduzca la cantidad
de reactivos y materiales por corrida.

Usar con cebadores universales como marcaje fluorescente ya que demostrd
ser efectiva y mas barata que el marcaje de uno de los cebadores por par en un

locus.
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* Manipular la informacion electronicamente es mas efectivo que lectura y
copta manual porque evita introducir errores de copiado. Ademas, si se
prevee ir actualizando una base de datos, se evita la tarea de digitar

informacion que ya existe electrénicamente.
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X. ANEXOS

A Enriquecimiento de fragmentos de DNA con microsatélites de Triatoma dimidicia

Se partié de aproximadamente 18ug de DNA resuspendidos en 50uL de TE pH
8.0, se digirieron y optimizaron con la enzima de restriccion Rsal obteniendo fragmentos
de aproximadamente 500bp. A los fragmentos digeridos anteriormente, se unieron los

ligadores “SNX que poseen Ja siguientes secuencias (5'a 3');

“Super SNX 24 Forward” GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC,
y “Super SNX 24 -+4P Reverse” PGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAACARARL,

que como puede notarse, agrega una cola de adeninas al extremo del ligador reverso.
Los fragmentos recién ligados, fueron amplificados por la reaccién en cadena de la
polimerasa para aumentar el rendimiento del enriquecimiento. Los cebadores utilizados
fueron las mismas secuencias de “Super SNX”. Las secuencias utilizadas (“Oligomixes™)
para buscar microsatélites fueron las que se presentan en el Cuadro 20 “Oligonucledtidos

empleados para el enriquecimiento de DNA gendmico de 7. dimidiata”

Se llevo a cabo la hibridacion entre una mezcla de oligonucledtidos especificos
marcados con biotina, utilizando el programa denominado “Oligohyb”. Este programa
consisti6 en la desnaturalizacion de los fragmentos de DNA obtenidos y de los
oligonucledtidos especificos marcados con biotina a 95°C, por 5 minutos, seguido de la
hibridacién ambos reactivos mediante un rapido descenso a 70°C, seguido de una
diminucién a 2°C cada 5 segundos, hasta llegar a 50.2°C, por 99 ciclos, bajando luego a
50°C por 10 minutos, seguido de una disminucién de temperatura de 0.5°C, cada 5
segundos, hasta llegar a 40°C por 20 ciclos y finalmente, una rapida disminucion a 15°C.
Una vez hibridizados los fragmentos de DNA ricos en microsatélites, con las sondas
marcadas, éstos se separaron del resto del DNA genémico capturandolos con perlas
llamadas “Dynabeads” unidas a streptavidina. Los fragmentos de DNA, unidos a los
olignonuclettidos especificos marcados con biotina, se unieron a las perlas; se descart6 el

sobrenadante y se lavaron las perlas con soluciones de astringencia. Luego de una rapida
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desnaturalizacién a 95°C, por 5 minutos, se capturaron las perlas unidas a la sonda
marcada con biotina y se precipitaron los fragmentos de DNA, ricos en microsatélites,
presentes en el sobrenadante, mediante la precipitacion con acetato de sodio y etanol. Fl
DNA genomico del parasito se enriquecid utilizando tres tipos de mezclas de
oligonucledtidos, denominadas “enriched elution” 2, 3 v 4. Cada una correspondié a las

mezclas de oligonucleotidos indicadas en el Cuadro 6.

Cuadro 20
Oligonucleotidos empleados para el enriquecimiento de DNA genémico de 7. dimidiata

(Schable, Comunicacion personal 2003)

Secuencia nlimero

(“Oligomix™) Mezcla Concentracion (uM) Volumen (uL)

(TG) 12
{BAG) 12
(AAG) g
ATC) s 100 200

100 150

100 200

B. Amplificacion de fragmentos de DNA de Triatoma dimidiata, ricos en

microsatelites, mediante reaccion en cadena de la polimerasa

Las eluciones se resuspendieron en 23uL de 10mM Tris-HCl pH 8.0. La reaccion

en cadena de la polimerasa se realizé con los cebadores Super SNX bajo las siguientes
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condiciones: 2.5ul, 10X buffer para Tag polimerasa (Promega, Cat # ), con 15mM de
MgCly, 2.5 L de albumina bovina sérica, 1.5uL. de dNTPs a 2.5mM, 1.3ul. Super SNX,
2.0pL 10mM MgCl, 0.2ul. de Tag polimerasa (Promega) 2.0ul. de DNA a un volumen
final de 25pL. Las condiciones de reaccion fueron las signientes: 2 minutos a 95°C; 25
ciclos de: 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C y 1.5 minutos a 72°C; 30 minutos a

72°C y tiempo de espera a 4°C. Los productos se corrieron en gel de agarosa 1% con
buffer TBE.

C. Purificacion del producte de PCR

Se utilizaron las columnas de purificacion de PCR Amicon ® Microcon-PCR
centrifugal filter devices (Micon Bioseparations Millipore) y se siguié el protocolo
indicado por el fabricante. Cada muestra se resuspendié en 20ul. de buffer TE.

D. Ligacion y transformacion de fragmentos con microsatélites a células

competentes

La ligacion se realizé de acuerdo a las recomendaciones del fabricante del vector
(Promega, Cat# A1360) pGEM-T® Easy Vector, a una razon de 3:1 de producto a
vector, en un volumen final de 10uL. 4pl. de la mezcla de ligacion se agregaron a 50ul
de células competentes IM109 (Stratagene, Cat# 200235) y se reposaron en hielo por 20
minutos. Se realizé choque térmico por 50 segundos a 42°C, se dejo en hielo por 2
minutos y se incubé en 600pL de medio isoténico SOC a 37°C con agitacién suave por
aproximadamente | hora. Se plaqueé en medio LB con ampicilina y X-gal a 37°C toda la

noche.
E. Tamizaje de colonias transformadas
A partir de las células transformadas que crecieron en las placas, se seleccionaron

todas las que parecian poseer un inserto, se cultivaron en medio LB sélido con ampicilina

75mg/mL y X-gal a 75mg/mL. Se realizé otro tamizaje mediante la reaccion en cadena




120

de la polimerasa para distinguir aquellas colonias transformadas con el vector que
contenian el inserto de las que no lo poseian utilizando los cebadores M13 en el
termociclador iCycler (BioRad) con el siguiente progréma: Smin a 94°C; 30 ciclos de:

30s a 94°C, 30s a 47°C y 1min a 72°C; 10min a 72°C y hold a 4°C..

Al finalizar el programa los productos de PCR obtenidos se visualizaron en un gel
de agarosa al 2% en 1X TBE y la deteccion se realizd tifiendo el gel en bromuro de etidio

con visualizacion bajo luz UV.

F. Reaccién de secuenciacion para los fragmentos con microsatélites

Esta metodologia estd adecuada para realizar secuenciacidn automatizada. Se
realizan dos “master mixes” para dos reacciones por muestra purificada, una con el
cebador “forward” (MI3F universal 5 -GTTTTCCCAGTCACGAC-3") vy otra con el
cebador “reverse” (MI3R universal 5 -ATGACCATGATTACGCC-3"). Para cada
reaccion se preparé un volumen final de 20pL de: 2ul. Terminator Ready Reaction Mix,
6uL de buffer de secuenciacion, 10mM de cebador y se aforé con agua. Las condiciones
de reaccion fueron: 25 ciclos de: 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C, 4 minutos a
60°C y tiempo de espera a 4°C en el termociclador Perkin Elmer 9600 Thermal Cycler.
Se purificaron los productos de estas reacciones como se detalla en la seccion “C.

Purificacion del producto de PCR” anteriormente detallada.

G. Secuenciacion de colonias positivas

La secuenciacidn se llevd a cabo en el laboratorio del Departamento de
Enfermedades Parasitarias (por sus siglas en inglés “DPD”) del Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (por sus siglas en inglés “CDC”) en el secuenciador ABI

PRISM ® 3100 Genetic Analyzer, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
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H. Amplificacion de fragmentos de DNA ricos en microsatélites por reacciéon en

cadena de la polimerasa

Las tres soluciones de DNA, enriquecidas con microsatélites se resuspendieron en
23ul. de agua, doblemente destilada, durante toda la noche, a 4°C y se amplificaron
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa. El volumen final de la reaccion fue
de 50uL. Las condiciones de la reaccion fueron: 0.lpL de solucidn enriquecida/pl
volumen final de reaccién 6 0.05uL. de solucién enriquecida/ul. de volumen final de
reaccion; Tag buffer 1X de Promega (Cat # M1882 ). Las concentraciones finales son
de: 10mM Tris-HCI pH 9, 50mM KCl, 1.5mM de MgCL2, 0.1% Triton X-100; MgClL; a
2.0mM, deoxinucledtidos a 0.15mM cada uno, el cebador Super SNX 24 a 0.5uM y Tagq
polimerasa a 0.03U/uL. Consistié en desnaturalizacion inicial répida a 95°C.}

L. Secuencia de clones positivos por PCR

A continuacién se presentan las secuencias de los 95 clones secuenciados. La

nomenclatura se realizé de la siguiente forma:
Ejemplo: Tdimidl ml3fr; 398bp

Tdimid1= Clon nimero uno de Triatoma dimidiata
M13= Amplificacién por PCR usando cebadores M13
F= Secuencia forward

R= Secuencia reverse

FR= Consenso de secuencias forward y reverse
398bp= Tamafio del fragmento en pares de bases

Se tada— Cebadores M13F y R.

[Secuencia enmarcada= Microsatélite

Secuencia en negritas= Cebadores disefiados
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Tdimidl ml3fr; 298bp.
TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGA%TCACAAGTGAGAATATTCGTAAGAAACATAGACTTTTGAAACAGAAAT
TAGCTCARGAACAACACT CCCTGACAARATTAACGCAACATCTAGGTATARACATTAATAATCGTCRAATAA
TTATTACCTTTTTTTCTAAT TACTTATTATGTCT CAATAATACARRATAAATGATTATGTATGGAATGARC
EACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAEAATAAATGATAATCCATTTTAAATCAAT
ATAAACTTTCTGTTCTCTTTTAAAAGCGATGGTTCBCTCTCGGGGTATTTCCCCGCTCTCAGCCTACTTGG
CATGCTTTGGTCTGAATTGATTS' : {

Td1m1d2 ml3f; 538bp.
CCTAGCTAGCANAATCACGAAAAAATTTTTTTTAGGGGATTCATGTGTTTGTGTGCGTGTGT
TATCTCAACAACAAAAACCGCGGGAGGCTAAAACTTGATATTCCATTTAGCTACCACCATCG
CTTCTGACGGAATAATTTGACGTTCCTATGACTTTGAGCCACATTCTCTAAGCGACTAATCGCTAAARATT
ATTTATTTTGTATTCAGAAT GACTAGTAGTGETGGEGTAGRAGCGAACAGCTCTCTATATCCCACGGGAATA
CTAAGTTGGGATARGTGTCTGEEGEGETATTTAARAACAAGTAATTAGCAAAGTTGARAGGGCTAAGTTTA
GGCCAGRCATARAACTTAAGACTCTCATCCAGTTAAAAGTARATTTARATTATGTAAGTCGCAAGARRTGA
GAGAGAAAAAGAGAAGACAGACANRGAGAGAGAGANAGAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAHTTCTAAACTTA
ATACCAGAGCCTTCTATCARRACAACTTTGAAAATTTTGCC

Tdimid3 ml3fr; 355bp.

GCCGCESGAGTRECCGATTGTKTAAGGCCTAGCTAGCAGARTCACT TTAGAGTGAAARTCATTCAGTGAAGT
CGCATTTCCGETTGATGTATTTTGTCCGTAATCTTCTTGTCAGAT GCGGTAGTAGT ARCTACACGGAATAC
CAAGTTTGAGTTCCTGCGATTTTTCCTTTTGGAGATATTTTGT TCACACACACACACACACACAGAACTTA
CCGGTGARBACCTAATTTTTAAAAT TAGACACGATCGCAATACTTCCTCTTACTAGGAGCAAGAGCTCCAG
CAGACGGATTTT CCATGCTGTGATTCTGCTAGCTAGGCCT TAAACARTCGAAT GCSCECEEGCGECATGES

Td1m1d4 m13r, 546bp.

, AGAATEACAGGCTGAACTCTGTCTCTCCTAGAAGTATARACT TAGGGAAAGS
GGCCAGTCTAGAGACGTTAAGGTGGCAACCCCACCATCAGACAACCTATCTACTGGGCTGGTAAACCGTAA
TGGGGARATACATGTARACTATCCAACGACAAAGCCAGAARAAGARAGTTTGAGCCCTCCATTGTGGARRR
ATTTGITTAGCGATTGTTCTCCTTTGCAGT GTGTGTGIGTGT GTGTGTGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
SACAGAAARAGGATGARACAGAABRGGGATGAACARAATATGTTARAAATTTAAARRATGTA
AAATTGCARATGTTAAACABACCTGATATACCGTTTAATT ACCACTACGGGACCGARARAGAAGGTTATCGT
CTABETCACTTTTTATGAT TAGATGATARACTARATTTARAGARRATCATT GGAGCCATTAT CGAGARAAT
TGCAATAARACTAGABAGAATCGATTGTGCTAGCTAGGCCTTARACA

Tdimidl? m13r, 532bp.

; SARTCACTCAAACGAAGTTTTTGATCTTCCAACCATTTTTCGTTTT
GGAGATATTT GTTAACCATmcAcACACACACACACACACACACAcgmAACATGTTTTTTCGATGATAATC
AATTTCAATTTCCAAAATTTGATAGATCCTTTAGTAGCAGATAAATATGARAATATTTCARGATARTATAA
TCCGCAACAACTGGGARAT ACTTGAAGTATTTATACATCTTCATTTTTAACAATTARARAAAGCGTTTAGA
GAAAAAAAGATAATGATACTAGGCAATAKATATTCTGCAMACAATARATARATAAARACT TCARGCT GARA
ACGTGATGANACGTTATTCACTGGCTAGT CCACTCATGACGTARTTCKATCTCACAGT GGGCGTGTTACCG
CCCCGTCTTCCANCT CACCTACGTGGCCT TTAATT CGGAGGGCACATCCTCCAGGCT ARRAGAT CTCAGTG
GGGGCTGAATARAARCTTATATTTATTTAATTTCT

Tdimidl7 ml3r; 212bp.

GTGATTGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACTCARACGAAGT TTTTGATCTTCCARCCATTTITTCGTTTT
GGAGATATTTTGTTAACCATACACAC ACACACACACACACACACACARARCATGTTTTTTCGATGATAATC
AATTTCAATTTCCAARATTTGATAGATCCTTTAGTAGCAGATABATATGARRATATTTCARAGATAATATAA
TCCGCARCARCTGGGARATACTTGAAGTATTTATACATCTTCATTTTTAACAATT ARAAAAARGCGTTTAGA
CAAARARMGATARTGATACTAGGCAATAKATATTCTGCAMACRATAAATARATARAARCTTCARGCTGARA
ACGTGATGENACGTTATTCACTGGCTAGTCCAGTCATGACGTARTTCKATCTCACAGTGGECETETITACCS
CCCCGTCTTCCANCTCACCTACGTGECCTTTAATTCGGAGGGCACATCCTCCAGGC T ARAAGATCTCAGTG
GGGGCTGAATAAAARCTTATATTTAT TTAATTTCT
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Tdimid20 ml3r; 323bp.

TGTTTAAGGCCTANCTAGCAGAATCACGCCTCTTTGATACTAGAGAATCATTCTTGTCGTCCARGTTTATT
TGCTCTGTGTGTGTGTGTGAGTGAGTGAGAGTGAGAGTGAGAGTGaGAGAGAGAGAGAGAGTGAGAGAGAG
TGAGAGAGAGAGTATGGCAGGGGAAMAAACATGAGTGGAAGTTCCAAACGAAATAGAAGAAATCATYTTGG
TTTCAGTATTATATATATATAAACATAAAGAAGTAAATAACGCAAAAAAAAAAAACAGCTGAACAAAAAGA
TACARCCGGCCCARAGAACACAAT GAT GTGATTNTGCTA

Tdimid20 mi3r; 232bp.

gGigigﬁg&c¢gﬁnCTﬁﬁqaeaﬁigACGcCTCTTTGATACTAGAGAATCATTCTTGTCGTCCAAGTTTamT
TGCTCﬁéTGTGTGTGTGTGAGTGAGTGAGAGTGAGAGTGAGAGTGaGAGAGAGAGAGAGAGTGAGAGAGAQ

AGAGBGAGT AT GGCAGGGGAAMAARCATGAGTGGAAGTTCCARACGARATAGAAGARATCATYTTGG
TTTCAGTATTATATATAT ATARRCATARRGARGTARATAACGCAARAARARAARRCAGCTGRACARARAGA

TACAACCGGCCCARAGAACACAATGATGTGATINTGCTA

Tdimid21 ml3rf; 36%bp.

STAGCTAGOAGAATCACATGTGTGTGGTAGI TTGTTAARAGT TGT TGCACAGGACCAALTC
GTAAACCATCAGACTCCCCTCTCTAAGTGACATATTTT TACAAAGACTTCCTATTCEGTTC
TTTCTTEETCTCTCTCTCTCTTTCTCTCTcgggATCACTCTCTCTCTTTCTGACTTGATGTCAGGGTCGAA
CATGTCTTTTTTAARAGGTCT CTCTTGTATACTCCAATT CCATACT TACACCACACCTAGACT YACCTTTC
TAATGTCTTATAGTCAGCTGT TAGTCT CTATAGTGT TTGAACAGATTCTGCTGGCTA!
jee ATG

Tdimid21 mi3rf; 36%bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACATGTGTGTGGTAGTTTGTTAAAAGTTGTTGCACAGGACCAACTC
CAATACTGAAGGTAAACCATCAGACTCCCCTCTCTAAGTGACATATTTTTACAAAGACTTCCTATTCGTTC
TTTCTTTCTCTCTCTCTCTCTTTCTCTCTCTCTATCACTCTCTCTCTTTCTGACTTGATGTCAGGGTCGAA
CATGTCTTTTTTAAAAGGTCTCTCTTGTATACTCCAATTCCATACTTACACCACACCTAGACTYACCTTTC
TAATGTCTTATAGTCAGCTGTTAGTCTCTATAGTGTTTGAACAGATTCTGCTGGCTAGATTCTGCTAGCTA
GGSCTTAARCARTG

Tdimid22 ml3f; 470bp.

CATTTTAAGGCCTAGCTGGCAGAATCACAAETCTGGTTACCAAGTCCTTGAAGTCGATCGATGGCTATCGT
AAAAAGAAGCAGGCTATCATAAAAAGAAAAGTCTCTTGAAGTTCACCACGGACACTCCCATCATGTTTTCG
AAAACACTAAACAATACAGCTAATAGCATCGCATTTGTAATGTTTCGATTTCATATTGAACTATAATCCTC
TAGCCTTTTCCGCCAACTGGTATTGTTGCAACGTTTCTAAATTTCACAAAAAAAAAAAAGAAGAAAAAAGT
AAATCGAGGGGAACGCCCCCACTAATTGCAACTTTAATCTCTAAGGAATTTATTGGAAACATARATCCTTC
GTAATAATAGNGATAAAAATCTGCACTCTGACTCTATGAAACCTTGGTAGTTGGCGTTAGTGGTTTGCTAA
ARACARACATTTCGCACTTATTGCAGGGRGCTTCTTCAGGNTCG

Tdimid22 ml3xr; 39%6bp.

NTGATTGTTTAAGGCCTANCTAGCAGAATCACGCTCCTCAATATTCTGCGTATACGCCCCAAAATGAACGT
CTACCAATTAACTAGGATGGTTGACTGGCATGTTTCCACATCTGCTTCAGGATGATCATAGGTCATAACTG
SAAAAAAAAAAACACCATTGCCCAATTGGGGTGTTGCAACAAACCGGACGACCTTTATTTAATAATACARA
TCAGGATATGGATGCATCCCATTTGGTCAACTGKTCTGCTCTAACTGATATTCGCACTTCCTTTAATGAAA
ATGACGATCGATGGACTCATACCACTTAAATAAAAACTATTGAAGTAGTTTGCTTACAACAATATTATCTT
TCOTTTATATTTAGGGTGCTGKAGGTTRARATGGATGGGGGE
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Tdimid23 ml3rf; 210bp.

CGGGAWAGNGATTGTKTAAGGCCTAGMTAGCAGAATCACTCCGGTGGACGGATTTTGTCCARATACTTCCG
TGTCATGTGCGGT GACACAACT TARACGGAAGTTTAAGCCTTGCGATTCGATTTCTCGTTT TGTTAGACAT
TTTGTTCTCTGTGTNTCTCTCTCACACACACACACACACGCACACAAAATTCTCTARARACSTGTGTT

Tdimid24 ml3f; 532bp.

CATTGTTTAAGGCCTAGCTAGCAABATCCGTTCTCTACTTTGATGGAGGTTTARGCTTGTTTTACATACAA
TGGGCTGGTGATCCCATTT CTGARACRARATCCACTTCTGGT TGGCAATCACGTTAAAGGCAACTTTARRAA
ARRTTCATGATTCCTTATACAGARACGACTTCCTAGTCTTACTGCTTGTTTTCCTAAATAARCTACTCCAGA
GCCATGAGTCTCTCGACAACTACATCAATATGCCGCCTTATATATTCAAATATGGTTACAAT CGATAAGCA
ATTCGCATTTTCACTTCCTCTAACTCCTAGTAACAGGAAGTAATGCGAT CGTGCCARATTTTCCGARATTGA
GTTTTCACCAARAATACAT GGTTTGGAGTTCTCTGAATACGAAAARAATGTTTTTAGCGAARAGGTCTGTGT
GTGTGTGTATGTGTGTGTAACAGARTATCTCAARAACGAAAAGTTACAGGAAGCT CAAACTTGGTAGTCCG
TTTAGGTGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAAATCAC

Tdimid25 ml3rf; 223bp.

TGCCTAGCTAGCAGAATCACAATCAACTAAGATGCTATAGAGAAARAACATARTCCCACCCCTCCCCCAARA
TCTCCCTTARATGACTTTTACCCGGAGARATACTATTGAGTCCTATCGTAACCGCTAACCAACCAAGGCTT
CTCGTAACTATARACARCTTACACATACAARCACACACACACACACTAACATGTGATTCTGCTAGCTAGGSC
TTAAACAATC

Tdimid26 mi3r; 544bp

TGTTTARGGCCTAGC TAGCAGAATCACAGAATTTGTAGTGTTAGATTTTTGTTGTGGTTGGTCTGCAGAGC
AGCTGGAAATCATCAGTTATACGCTGARTTGAGTGTATARCTGAATTACAAGTTCCATGTATATGARGARA
ATGTTTTTACCGAATGTCTGTGGGTCAGTATTARAGAAATGCTTAARTGTTGCAGCGCCCTCTAAGGCCATC
CCCTARARAAAAARAAAAAAARAATCAATATTCCTGGARARATGTTTCAAATARAAGTGATAGT CATTTATAAA
TGTAAAAGTGTAAGTATGTTATACAAAGCTTARAGRARAACCGTGTGGAGCTGTTITTGAGGARATAT CAAA
AAACTGAABAGGRARARACATTCTGTTTTTCCGGTATTTCCGTATTTCCGGTTGATGGATTTTGATCGARA
CTTTCATGT STGATGCGGTGGTAATACCTAAATGARATAGTATATTTGAGCATCCTGCGATTATTGGATTT
TGAGATTTTTTCACACACACACACACACACATACACCAGTGTGATTT

Tdimid27 ml3r; 632bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGRATCACCCTGATTTGAARGTATTTTAAGCTATTGTAGARAT CAGGCACCC
AAAAATCARAATTCTTCARARARATATTCCARATAAAACAAATAGCARGCATTCCAAATATATATTATGCAR
ACATTCTATCACTGTTTTTAATATTCCTTAATTACACAAAAGTTAGAAT CATACCTACATTGTATTGATGT
GACAATTTAGAAGTGGAAAACTTAACTCCCCCAGARCCTTCCARACATAGCTTTCCTGGARARATGTTTTC
AAATARAAATTATARGGATTAT TGGGGATAGTCAGTARAACTGTGTGTGTGTGCATATATGTATGTATATGA
ATAGCATAGCTCAAAAACGCARAAATCCCAGAAAGT TAAARARAAATGACATTCTGTGTGGGTATCATCATG
AGACAGGAACTTATCTGTGRARAT TCCTCAMCCGGAAGTATCACTTTACAAAATGGATTTTTCAGTTTTTT
CGCGATTTTCTCGTAARCGGCTCCAACARTTTITTACARATTTGGGTTATTAACTACACACATACAARCAG
CTACAARCTTTTATTTGTAACATTTCTCTGGARAAGATT CTGCTAGGCTAGGGCTT AAACATTCG

Tdimid28 mi3rf; 393bp.

TGTTTARGGCCTAGCTAGCAGAATCACACAARCCTCCTCATCGATCAGTTTAARCGT CATCCATACCTCCCT
TCTCASTAACACACTCGTTAGACACATCTTCAAGCCACAAAGAGAATATCTTTTCT CTCCCCCCTCTCTCT
CTCTTACTGCT GTAAGAGCAAGTATTGCGATCGTTTCAARATTTY TGAARTTGAGT TTTCACCGGAAATACA
TGTTTTCAGGTCCCCTGAGGCCGCTGTGTGTGTGTGTGTGIGTGTATATATAACT CAARAACGGAAAATCA
AATAAAGGTGARATTTGGTATTTAGT TAGCTGCTACCAGGGATCGCGACAGCAAGCTTTTGGTCARAATCA
GCCAACTGGAAGTGATTMTGCTAGCTAGGSCTTAAACA
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Tdimid29 mi3r; B27bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACCGAATAAT AT TGGAARAT ATAATGAT CAGGT CATAGAATATTTC
TCTATCATATAAATTCCATTTAACTGAACTGAAT TTAARTTTCAGTATACTCGTATATARATAATTATTAT
TGGTCTCATATATAGAATGATAAAGGAGCACAGTTAGTGGARTAGTAARATAGGCCGRAATATTTARATTAR
TGACGTCATTTTCAGAAGACTTTACAAACTTTTT ACAGRACGGGTAARATAAACTCATTTACAATTCTGGA
GARGATTARAAATARGCACAAGTTTTACTTTGAGCT TAGTAATGGTGGGAARARAGGAGCARRAGATAANA—
CATAGARAGGGGARRACTTTAATACACTGTTTGGGATCTGTTTCCCCTATCTAAAAAAACCTTTCTATIGG
TGTGTATGTCIGTIGTIGTGTTTTGTGTAACAAGGAGAARGGCGATAAAGGRARAGTATAAGGARRATARGAGTG
AGGAGAGGGATGATGAAGAAGAAGAAAAGAAGAGGCCGCCACGTCACACTCCCAAACTTACACTTTCATTT
TCTTCTTTGTGACGT CATTAMCAAGGCAAGCGAACTGTTACRATCTTNTAACCCTT AGACAGCAGTANCAG
CAGCGCCACCCTCTATTAAGACAGAGAGAGAGTGAGAGAGAGAGGGGGGGCAGT ARGAGCGAGACAGAGGC
TGAAGTAGAGGAATGAARACACGAAACT CTAATTCTTTCT CTAGAACACAT TGGGGARACTCTABATTARAC
TTTCCCACTACTTGTGATTTTGCTACGCTAGGCCTTAMACAATG

Tdimid30 ml3rf; 51%p.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACCAAGATATCTTGRAAGACTGGAGAGCACCAGAARACCGGTTGAAG
ACTAAAATGATTTTTGAGAGAAAAAGAAARRAARAGATTTGCTTAAAATCATGAATTTTCARACRATTARA
AATGGGTTAGGTATAAATTTATGATTTATTTTGTTGCAT GCAAGGTAT TTGCTGAGATGATGAC—
GITGATATGTAGAAGAAATGGCTATAAAACTAAATTCACTGCGTCCTATAATAATAACACTTTGGTTCCCT
TCeTCCTCTGTGTGTGTGTIGTGTGTGTGAGATGGTGAACTAGACTTTCCCTATCAACACTAARAAT CCAAA
TAGTTGCACATATTAACTATCTCAACCCTGTTATTGTTTTAATATAAGTGCTTCCGTGTTGTTITTGGYTGG
CATACATGCAAGGCACCCAAGAAACCCARAGAAGTGGNTAGTCCTCTTCCCCCCTCTGGAGRAATGAGGTG
ATTATGCTAGCCTAGGCCTTAAACAATG

Tdimid3l ml3f; 510bp.

ARTCACCTGAACGTTAACACCTCARACATARATGARACTTAATTGGAAAGAGTGGACATTCATCTTTARAATC
ACTAACTTTTTCTCAGTTTACTGGAAATGAAATCAARAATCARARATTTTATT TATGTAATAAATTTAAAT
AGCTCCCCCGCCAAATACTCACAAATTTACABACCARARAARARAGRAALAGTAAACTGGGAACCTTGARAGAA
TTTATTAAACT CTARACAATAAARACGGRKTTARAAGAT AAGCGATAAGCARATT AAACACTGKAAGACTGTGT
TAATCACGAAAATTTATTGGGT TTCARATAAAAGKTGGAGCTCATTATATATATATATTTGATATAACAAG
TTTAAAAGAAACCGGTGGAGTTATTI TTGAGARRATT GCARARAACTGAAAAARATCTACTTTCTTCTCAG
TAACTGATTTTGGKCAARACCTTATKGGNCCGGGGCCCTTGCTACCATTTAATCTARATTACAAATTTGAT
CTTTTTGCGATTT

Tdimid31l ml3r; 238bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCCAATACTRAAGAAAAATAACGCARAARATATCTTACGTTTATARCAT
TCATTCGACTTTATATTATTGCTCAATTACTTICTCT TGCTGCTGTAAGAGARAGTATTGCAATCGTGTCA
AATTTTCAATGAGTTTTCATGGARTATGTATGTTTCGAGGKCCTTCGAGT CCTARARAGTGGTTTTTAGAA
ACTGATGTATGTGTGTGTGTGTGETG

Tdimid32 ml3f; 277bp.
CATTGTTTARGGCCTGGCGTAGCATAATCACTGTTGTTAAGCTGACCARGTAGAGGTTGRAACATACCAGS
GGATAARTGTTTICTAAGAACTTCTCCCTATTGCAATGTTATTGGATGACCATTITTTGTCAGGATAAGARAA
ACTAAAGGAGAAACTAATATTTCTTACTGGGTAGTCTAAGACTATAATGAAACAGTATTTTAAATTTTATT
TAATGGTAARAATGTATTGAGTTTATAGAT CCCATTGAGATTGAGATARATGTGICTCCCAAGA
Tdimid32z ml3r; 281lbp.

CTGATTGTTTAAGGCCTACCTAGCAGAATCTGTTCGRAGACGATTGCGAGAAGTAGGTCTGATAGCTAGGA
GATCAGAARATCCTATAAAACATATATAGGCTATGCTCAAGRAAGAGTGTTAGAGCTCGTGATCATCCTCCA
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ACARACTGTGCARCAGCTCCGCAT TGCCCTACAGGAAGAATAGGGT GTCCBTCGGCMAAAGT CCATAGCCTG
ATTACATCRATCGGATCAGAGCCCTTAGTATTGCCCCAGGAGGCAATTTAGAATTAAGGATT CCTGTA

Tdimid33 mil3f; 389bp.

TGTTTAACGCCTAGCTAGCAGARTCTATTCCCGTTTTGACCATTTGATCTTCCTTGCT TCGCCTTTATGCG
ATAAATTATTTCGCCGATATACTTTGACTGGTTCGTCAACACCACCAGTGCTAATTTGCACTCTTCAACCT
GCTTCACTTTACT TTAGTTTAGGATTICTTGCATTACAGCCAGTTCTCTTCGTTACGTATTATTTTCCTTCA
TACCCATAGCTTGTATTGCCCTATCCTTCATCCCATCATTTCATCTTCTCCACATTTACACACACACACAL
ACATCCATACACATCTGTAGACATATTATATCGCACTTCAACTTACCTGTGATTCTGCTAGCTAGGGCTTA
AACA

Tdimid35 ml3r; 930bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGARATCACTGAAAGAMAGAGTGTTTAACTGAARTTTGCTCCGTCGCAAGTCTA
TGTTATCACTGTGCTTCTGTCAAAGCAT CCTGATGATGGGCGAACGCCCGARACCGGTCGATGACCACALAA
TGAAGCAGGCTACCACGGARAATATCTCTGATGTARTTATATAGTTTTCTGITTARAAATCATCCATTGTT
AACTTTACTTCATAAAAAATTGAAACGGTAATCCCAGTATTATTTACTGARCTGAATTARTCATGAATTGA
TATATTAAGCCCGGTTTATAGGTTTGAT TAGGTGAGGATCCACTARCGARTGGTGT TTCAARCAGTTATAG
CTPATTAGATGTATTGKTGATAGAAARAGTTTGAAGAAAATCETTGCAGAAARTCACAAGAAARACARRAR
TTTATTTTTTARAATGGCACTTTCGGT TGAACGATTTTTACGARARGCTTATTCTCAGGTAT CCCGAGAGC
ATTTTAACGGAATGTTAAGTTTCGARACATTCTGTGAT CT T TCGTCTTTGAGATATGCTGTCCTTTGA-
CCAATTGTTARAAACTACTTTTTTGGACTCAGGGGA -
CCACCTCARAACGAATATTTCCGCTGAMARACPCGATATCGAARATTTGACATGATTMCAATACTTCCTCTA
ACTAARAAGTAAGAGARRATARRRATCTAATAT TTAaCTCTAGAGARAAGTEATTTACAACTTTTGTTCAGT
TGCGACACTCGCTATCGCTCGTGTGGGGCGCARATCTGARACTCGATTGTATAARAAGTGGCCCTTTTCTCT
CTTGTCAAATAARTAACTAT TTTATACTGTTTCATTTCCGGT CACTTAGATAATTATAACCARATTATTGA
TCCAGTTCACAAGAAAATTCATAAATAGTTTTTGATARAATARGG

Tdimid36 ml3r; 293bp.

TGTTTARGGCCTANCTAGCAGARATCACTAANTAGCAT CACTCAGAAGGARRGTCTGCAAGCTGAAACCT GA
TATTCCGTTTGGCCATCACAGGTCATTGATAGARART TATCGGTCAAAAGCGTCCAACCCGAACTATCACT
TTACTTTTTGCGCTTTT T TCARAAAGGACTACCADART TTTTTTTAATCTTTCACATATcTWCARCACCCC
CCCCCCCACACACACATACACATAGACATGCACACACACATAGACAAGTTGTAGTGATTYTGCTAGCTAGG
NCTTAARCA

Tdimid37 ml3r; 531bp.

TETTTAAGGCCTANCTAGCAGAATCACTTCAACGGARTAGCAAGTITGAGCTTACGACTTTTTGTTTTTGA
GATATTCTCTARAAACAAACACACGCACACACACACAAGACTATTCGCTARARACATTTTITTTGCTTGGGG
GGCCTCAABACATGTATTGCCGETGARACTTCCAT TTCGAARAATCTGGCACGATCGCATTACTTCCTCITA
CTARGAGARGAGAAAGTARAAGAACATCGGTAATAGATATTTTAAAATTGGAACATAAAGGAATTTAAGAT
TTATGCCCAGATTTTGAACGTTACTAT PTTTTGAAACGCGTARTGTTGCT GCAAGTTGCARACTGKGGAGAT
GARTAGCATGGCGCCACAGACACARARRARAATCCAGTTPGTATATTAAGAT TTCTTTAGTTATTTCAATA
ARATACTTCTTTGCCAGGTATACCTGACACACAGCCAT TTTTATTCACGTAATAARARATCTGCARACCT GG
GGTGATTCTGSTAGCTAGGCCTTAMACAATGA

Tdimid38 ml3rf; 406ebp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGRATCACATAATCGGACATACGCACACACACACACACACACAGCACGTACG
AAAAGCTACAGTCTACARAARCTAACCTGGTTCATGCACATACATGCATCTTTATCATTTACCTTAATTAAT
GGCAATCCGATACTCAATAGTGTTT TATAARAGGAATGTCGTAATACATGCTCTGATTTTCGATTTCAGTT
ARGRARAARARTTCARAATGATAATTTTAGTTTCATCCTATTAT TGTTTCCTGT GGCAGGGATGATAARATC
TTAAATATTARAATTGATTTGATAAT TGTGTCGARACTGGGACTTCTAATTTGAAATGCAAATCAGTGTTA
ATGGTTATTAGTTTTAGTATACTCGTGATTCTGCTAGCTAGGGCTTAAACA
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Tdimid32 ml3f; 54€bp.

CATTGTTAAGGCCTAGGCTAGCANAAT CACAATCTCACATGAT TACAAT TAATTTTCAGGATTAAGAARACT
CTAGGTCGAAGTTTACAAACATGGACCAATCTGGCTT TTTTAGGCTGCTTGCARAAGT TGTAGGGAGAGAG
CACGGKCTAAGATTAATATTACAAT GTCCGATTGCTGAAAGCATTT GGGAAGAAAAATGAGATGGACGGTG
AGAGACANAAAGCTTGATATGTTAAAAGARAGGKT GCAGCGGCCAGGKTTAT CAATATATT TATTTGT CAA,
TTAT CTACATAACATTGATGTTTGAGGACANT TGAAGGCAGAAGGAAATGACCTTGATAATTCGGTCTACG
TTTTCCGAAATGTTCGCCTAAT TTCAATGATAGAAGCAAACATARATCNGGCTCATAATAATATALAAT GA
AARTGGCCTGCCAACAARACCGTATTTCAATAATATTTTAAAT GKTARATCACT TTCTCTAATTGCT TGATAA,
CCANAAATTGGGGCTTCTTATTCCTGKAATGGAATTGGCTGGCCCTATT

Tdimid39 mi3r; 400bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACTATATTTGCTGGTAT TT CTGTGTATTATTAGAAGAATCTCAGTT
TTGAGAGAGTTCTTCAAAT TTTTCATAATTCT TTTCGTCATAATATGACAT TTACACGGACAACACTARRA
CTCTCTTTTTTTCATCTCAAGAT TTTTGGCTTCTCTCTCACTC TCTCTCTCT TTCTATCTCTCGCTTTCGE
TTCGGTCTGCTTCATGGCTATTTCAGCCTGCATCTCCTACCCTAATTGCGCTTCATTATAATGCTCTCCTS
CCGATCICTATACCAGCCAAATACGGSCAGCCAATTCCATTACAGGAATAAGAAGACCAATT TCTGGNTAT
CAAGCAATTAGAGAARCT GATTTAACATTTAAAATATTATTGAAA

Tdimid40 ml3rf; 341bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAKCASAATCACTTCCGTTCGAGRAAT TT CGACAGACAACT TAGTGT SGGATCCCA
TGGTGATACTTAAACGGAATATCATGT TTGRACTTTCTGTGACTTTTCGTTTTTGGGSTATGATGTGCACA
CACACACACACACATACACAGACCATTTTCTAAAAACATTTTTCTGGGCTTATGGGACCTCAAGARAGGGA
TTAGCTCAATGGTAGCGCACTGGAGGTCCCGGGT TAGARAAT TAGATTT TCTCTTCCTAGGAGCCTCTTAC
AGCTCACTGTCCGGAGACCGGCAGTGCATTGAGAAGGCTCCGATCTTTGGGGTGATT

Tdimid4l ml3r; 213bp.

TGTTTAAGGCCTANCTAGCANAATCACACTGTTAACAACATACACTATATGAGGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GIGTGTTTATATATGTGTGT GTGTGT GAGAGAGAGAGAGAGAATGAGT GAGAGCAACACACACGCACACAN
GGATAGAATTTTGGTGTCCAACAAACGGTGGTGGAGGAGAGCCCGCAANAAGGGT GACAGGAGGGGAAGTT

Tdimid42 wl3r; 430bp.

TTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCGTTTCCATGACT GAGGTCCARACATTTGGCAAAGCTTAGAAAATGTTT
ATCACAATCACCGATTGAAGAATGTTGAAGANGGAAAAAGGACATTTGTT TGCTGCGGGGTATCCAGT CAA
ACTGATGGATAACCATTGGARAGTAGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGTGCETGTCAGAAGGAGGAAGT GA
AATATTTTACTCTACTTTTCCTAARAAGGATGAGGATGCTGARAAGCCAGGCGCGGTTGGAGCTTTACTCG
TATGTTCATGTTTGAGACATGGTCT TGCGCTTGCGCAGAT TGTATATTTT TTGAGGTATTAGTARARAARL
ARAAAAMRAGAAAAGARAATGGARAAGCTCCTGTTCTGTTTATCAGTGATTCTGCTAGCTAGGCCTTARAC
AATG

Tdimid43 ml3r; 287bp.

TTAAGGCCTAGCTAGCAGAAT CACGAAARAAMANGTTT TTAACGAATAGTCTGCTTGGGTGT GGG TATGAT
TTAATAGAATATCTCAAAAGCGAAAAAT CGCAGGAAGCTCARACTTGGTATTAACGTT TAGATACTACCAC
CGCATTAGACACGAAGATTTCAGGCARAATCCAT CAACCGGAAGTGCGAYTTTACTGAWTTTTTTTTTTTT
CAGTTTTTCGTGATTTTCTCAAAAMRRCAWWAAMGWT TT TMKYTAA~ASTTTGTATAGG——
TGATTTGGGTGT G
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Tdimid44 mi3r; 521bp.

GGCETAGCTAGCAGAATCACAACTTCGTATCCAGAGT TTAGCCCTGAGATCTATARAGATCTATTAT
TACGAGTCTATAAAGAAGCACAAATTGATCCCTCGGAAGTcTGTTACATAGAAGCGGATGGTAGCGCTTCA
AAAGTAAGTAT TGKTAAATATAGATAAT RATGTGATTT TTATACATCTTAACATGTTTCTTTTCATTAGTT
CTGATCGCTTTCGAATTCTCATACATT GKCAAATGATACT TCATCTTGTTCGTTTAGAGAGTTGACT TCAA
TECTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTMT ATATATATAT ATAGTGTCTGTGTGCATGTATATC TGT
GTCTGTGTAACATATCTGTTTGTTTGTGT GTCTGTATATCACAARACCTCATTGCTCTGAT T TTATT TATT
TATTTATTTATTTGAAT TGT TACACGAGCGCTAACYGCCTTATAAGCAGGGCTCTT TTTCAGGGGGAACGT
GGGGGTEATTETECTAGCTAGGGG

Tdimid45 m13rf; 541bp.

ATTTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACTCCCCA—
GGTGCCCATCGATTCGCAAAGCAAGAAACTAACGLCCT GGGAATGAT TCGTATTGGAT GGTATGATTAACC
TAGAAATATACTTCTAAAACGTTAGTTGTTATTTCCGKTGATTTCTTTTT TGCAATTGKCACATTCAAATT
AACAMATTATCTTCACTTTCTGAATTT TT GTATAGAATATAT TTATGAT CTAGATATTGKATATGKATATA
TATATATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTTTY TGGTTTTAAT TTTAAAGT TCAMAAGT CAGAARACTC
TATAATTTTTTY TAACAT TAACATTTTTGTTTAAT TTAAABACTGTTAATTTGAATCAAATAATTTTTGCG
ATTGATTCCTTCAATGSTTTATCTCCTTAAATGT TTTAAGTAAATTTTGGTTTATTTT GSACGCCAACAAR
GTATATTTTTTTTTTGTYACAGCTCTTTGTGAT TNTGGTAGCCTASGCCTAAACAATGGAATTCCCGCGLS
CGCCAGGGN

Tdimid46 ml3rf; 246bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACTCGTCATGGT TTAT TAGTTAGAAGACTATGCoGTGTCCGACGTT
AAAAACCATAGTTGCCATAAACCGTAGAGTGACTTGGATATCAAGAAAGTGTTGCTGCTGGTGGGGTTGGA
AARACGTGATATAGAAT TMCT TTCTGGATGTAGGAGAGT GAAGTTGY TGGGAGCGATATAAATGCTGTTAG
ATAGGAATCCTTTTTCAGCACCCAAGGATGTGAAATTTCTTTTATTCTTTTTGTTATATATA

Tdimidd7 ml3rf; 275bp.

ATAGTGATTGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACTGTAATCGAGTCAAATTTTCGATAACGAGTTTTCAC
CGGAAATAT CCGTTTCGAGATCACTAAGTCTAAAAAAGTTGT TTTTTAAGCARCTGGTCTGTGTGTGCETG
TGTGTATGTAT GTATGTATGGGGCAGCCTATCTCARRAACGAAARATCGCAGAATAT TCGAACTTAATATT
TCGTTAAGGTGCTACCAGGAGACCTTTCGGAAGCGATT TTGCTAGCTAGGCCTTAAACAATG

Tdimid48 ml3rf; 216bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACTAAATGAGT TTACATTAAGTTCAGCAGACAGTGSTTYTATCAAT
CACCAATAATGTTTGAAATTTAATACAAGTTTCCCAGAACCTTCCTACAATCAATTTGT TCAAATTTGTGA
TGGTCACAAATGTTT CAAATAAAAGTGATGGTCCCCCCCCCCTTATATTTGTGAT TCTGSTAGCTAGGCCT
TAA

Tdimid49 ml3r; 687bp.

e

\ ATCACACCATTC TACTTTCATCACTTATACAACAATCATCACTTTCGCT
CGGTCACTCTACCCTCTATTTATAGTCTACTCTTGACTCGTAAATTATAAATTATCAGCTTGTGTGCTCTC
ATTATTTTCAACAACTATAAACACAT CCTGCTACTTACAACTTGGT GGT CAGCAAAATGCAGAGTATATCG
TCATCCATCTTCTCTACCATAACTTTTCATATCATAGACCCACACGGTGCAARAT GTGTGTGTGTCTGTGA|
[(GGGAGACAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGAGACT GAGAGAGT GT GACTGTGAAT GGG T GGTTTATCACGGAAA
AAATTTCTGATGTGTTCTAGCATTGCGAATCCAACC TGCCATTTAGTCTTATTTAGGTCTCTTCTAAGTTA
ATTGCATAGTCTCGATGTTTCARATAT TGAGCCGTCCAATATTATGAT GTTTCTAGCATCAGTCCATTACA
AAGGATTTATCACTTGCCGGTTTCCTGTAATGTTCTAATTAGTATCCTTGTTTGCCTTCEGT CAAGATTTT
TTTGTGGCTAGTAACTGTAATTTTGAATCTCGTGTTATATTTGATATGTGTTGATGTAGCTGTATGATAAG
GTTCTGTTCTTTTGCGTTATTGTGATT: ;
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Tdimid50 ml3r; 771bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC ACGTGGCGCGATTTTCGTGG T GTTAT TCCT CETTGTGGTCGASGES
AGGAACATTTCTTGGGT TACCTCGCGGAAT TTTAC TAAAMARAAGAAAAT AGCGTTCTTGATTC GCGGCTC
CACCAAATCCTITAAAGATATTTCGGTTGTGTATCCCCCCGAGT GATTAC TAGAGCATATG T GCATGTTTAT
TGAAAAACAAATTCTGITT TTGCATGCCTAT TTTTATTATTAT TATTATATT TAGT TAATATTGAGGTTTT
TTTTGCATGGT CIGT T TTTTGTGCATGCCT T T TT T TAAGCT T T TCTAAATGAAT T TCT AATACATARAATT
TCCAATGTTACTAATAAATTTTGT TG TAGATGGAGGT TTATAATAGGACT AGGTAAAAT GAGTARATAGAT
TATATAACATTTTTAAATTTTTTAAAT AACTAATTAAT TT TARATAACATTTTTAAAT GATARAACT TTTT
TACTTGCGCTTCGCAACAGTTTCCACAT CACCTTGAARAATGAGTTTCTATCTACCTTTTTAT T TRATTAT
TTATCAATGTAATCAAAGCTATCT CAGTATCAT CARAAGTTGCAGCTGTT CTET T TCTAACTGGTTCTACAA
AACATTTTTTTGTGCCCAATTCGAAACACCCGAAACCCATTGT CCTTTACCCAACTCTGCGTCCCCTETTA
TATTTACATTTGCCAAATTTAGATTACACATTGTCTTGTGTGATTCTGCTAGCTAGGCCTA

Tdimid51; mi3rf; 533bp.

GAATCACARAACAAAGACACCGAGCAARAGGGAGTTACAGAGTTCACAATGC
ATAGTAAAAGGAAGCTAGATTTTCGAAATTGAGTTTTCGCCGGAAATACGTATTTTGGGGTCGGTCCCCTG
AATAAGGARAAAATGT TTTTAGCTAAT GGTCTGCGTATGT ATGTAGTANGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT GT]
[GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGT TAACAGAAT AT CTCAAAAACGAAAAGTCGCAGGAAGCTCAL
ACTTGGTATTCCATTTAGTCACTTATCACCGCAT CAGACACCAAGATTTCGGETARAAT TAATTT TTTTCA
GTTTTTCGTGATTTTCT CGAARACGGATCCAACGATTTTCTTTARACT ACARATATTATC TACACACATTT
CACTTTTATTTTTAACATTTTcCCGGAAAATTGATTTTGGGGTGTTCTGGAGGAACAGTAGCGTTATGCTT
TCCTCCAAAGTGATT ;

Tdimid52; mi3rf; 328bp.

KCGCWAGCGATTGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAAT CGCTTCACACTTCCCTCAACTACCATCTCARACATC
TACTCAAACTACTTCAGCAATCCCAACATGGCCTTCCATTGGGARAT TACCGAATTTACRAACAACARCAAC
ARCAACAGACCTCCAGCAATGTATCCAGAATCGGCTCTTTTCTCCAT GATATAAAARACATGTTTAATTTC
CAAAAARTTGTAAATGTCTTAAAATCAACAGTCCTAAAAGT TAAGTGCTCCCCAGATCCTTCATCCARART
AGTTTCCCTAATCGAAGGTGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAACA

Tdimid53; ml3rf; 584bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAAT CGCTTCCTRAACTGAAATACAGCCACTGGARAGGTGGACAGTTGAAAT
TATTAARAAARCATTTGTTTTT-
AAACAGARCTTTACTTCAACATTACAAAATGCTGATGCGAATACTTGATAAACGATCTAACTAAACACTTA
ATAACARACAGCT AATT TACAAAGT AATATT TAAACCTATTTGGACATACGGTGCAGARCTGTGGGETT CA
ACCAAACGATCTAATTATAATCGTATCCAAACATTCCAATCTAAAATCCTCCGCAAAATCGTTTCAGCTCC
TTTCATTTGTTTCTAACCATACAATCCATACAGATTTAAATT GTCCATAAGTCCGTCARGARATCCCCATT
CGGTTACAACAAATTTTCGTGT TATTACGAACACACACACACATGGAGAGAGAGAGAGAAAGAGAGAGATG
AAAGAGAGTTTCTAARAAACCACCTCT TCCGATTCAGGARATTTAARACATTTCTTTCCGGTTGCTGTAT TG
CAATGTTCGCAGTTTATTGAARATTTGATATGTTCGCAGT GATTCTGCTAGCTAGGCCTTRARACA

Tdimid54; mi3r; 57Chp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAAT CACAGGTGTT TGCTGAAAT GAGAACACACGAAGTGGCACTATAGTCA
CAATAAATATTTCACGATTTACTTAGT GCGTAGARAAGACTGAATAT AGAAGGTAT AGT GGCCGAACGAAGA
GTAATGAGTT TGETAGGGGLGTTGGCTGTTTTGAGTCTCCCGAAGCGTGATCTGGCTAGTTATAACTCTTA
TTTGTTCTAACGGTGGATTAGT TATT GTGACTTT CAAGGT TAGTAATGAGATTTGTTAACTCCTCARAGTT
GAAGTTARACCCCAGATGGTCAGTTTTTTGTGTCTCTAGATAATAGT TCGAGT CAGT TTGATATTGGCTGT
ATCCATATTGAAGCTCATTCGCCATTACATTGCAGTGGGCGTGACAGAGGGATTAAT GCTAGTTGAAGTGC
TCTTAGAGGCTCAATGGTGGCGTTTGATACGGCTAGT AT TGAAATTATTGAGTCCAGCATATGTTTGTGGC
GAATTAGCTGCCTTGTTTGAAT TACATTTTCCTTT T TAGT ATCTAAATGARATATCAAAT TTGAACTTCCT
GCGATTTTTCGITTTTAGATGTGCTGACTACAAATAACACACACATAAACATARAAAL TAGTAAGATTGTT
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ATTTATTATTCTGTATTGAGCAATTGACATGGACCAGTTTTTAAATCATTGATCCCTGGTTGAAAATTCAA
TTGACTTCAGGTGATTCTGCTAGC TAGGCCTTARACAATC

Tdimid57; ml3rf; 370bp.

TG TTTARGGCCTAGCTAGCAGAATETAT TCGCGTTT TGACCAT TTEATGTTCCTTGCTTC GCCTTTATGCG
ATAARATTATTTCGCCGATATACTTTGASTGGTTCGTCARCAGCACCAGTGCTAATTTGCACTCTTCARCCT
GCTTCACTTTACTTTAGTTT GGGATTCTTGCATTACAGCCAGTTTTCTTCGTCACGTATTATTTTCCTTTA
TACCCATAGCTTGTATTGCCCTATCCTTCATCCCATCATCTTATMI TCTCCACATTTACA CACACACACAC)
PCACACACACATCCATACACA#CTGTAGACATATTATATCGCACTTTAACTTACCTGTGATTMTGCTAGCT

Tdimid60; ml3rf; 44Zbp.

NTAGTGATTGTT TAAGGECTAGCTAGCAGAATCTAGC TAGCAGAATCACTAATGAGC TGTT TACGGAGGEE
TATAGGTAGCATGTTTTTATGGAGT T TCAACTGATATARAGATT TATGAACACTTTTGCAGATATTGCTAR
TATGGCTCTTCCAAGACAAAGTATTAGAGAT TGTCAART CCCARACATTTTGCAGTCTCAACAT ARGGAATA
TTTACATTATTTACAT TAATT TTGGGGATTAAGT CTAAATTARTTGCACTTATATAT CTAT TACTCCCAAT
ARTCATTGTTTTGAGTGAGTGAGT GAGTGGGACAGAGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGCAGAGAAGT
TTAAACAACTATCATTAAAATATAAACACAACATACGAGAAGTTAATGTGACTCTATGTQATTG%GQTEEC

Tdimid&l; ml3£; 32Bbp.

CATTGTTTAAGGCCTAGCTACCACAATCGT TTCARATAAAGGTTATAGC TCATTATATGTGTAGTTGATAT
ACARGTTTGAAGAAAATCGTTGGAGC CGTTTTCGAGARAAT CACAARAAACGGAAAATTGAT TCAGTAAAT
GGGCACTTCCGETTGARCGATTTTTAAGAGAAGC T TAT TCTCAGGTCTCCTGGTTGCACTTARACGAALATA
TTAAGTTTGAATATTCTGCGATTTTTCTTTTTGAGATATGCT GTTCCACCTATACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACAGACCAAKTGCTAR

Tdimidé8; ml3r; 430bp.

TGTTT”“GGCCTAGCTAGCAGAA$CACcCAACGGGATGTCGTTTGTTTCTGCGATTTTTCGCTTTTGACCT
ATGCTGTTTNCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAEﬂATGAAGAGAGTAGAGACAA
TTTCCCAARAAACCCTTTTCTGAT TCAGCACTCAGGGERACCTCAARAGTGTATTTCCGGTGARCGTGTATT
TATGTTCATAAATACCTATCACTTTTATTTGAAACAT TTTCCTGGAARAATTGAAGT TTTGAGAGTTCTGE
GGGAACAGTAACATTAAGCTCTCTTCTATTCTACTATTTCAATAAAATGTGTGGTTCTATTACTTATTTAA
TATTAATATACATTAGARGTATTGCTAGAATTCCARAT TTGAAGAGATTCTGCTAGE
TS

Tdimid73; ml3rf; 347bp.

“GGCczascTAKCAGTAATCACGATAAAATGGTTTTTAKCGAATGGTTGTGTEGTGTGTGTGTGﬂ
L_GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGﬂTTATGTATRAACAAAATATCTGAAAAACTAAAAATCGCARGAA
AGTCAAATTTGGTATT CCGTCTAGGTCCTACCAACGAATC TAACTAAART TTTCAGGCAAAATARATARCG
GAATGCGATATTACTGGATGTTTTTTAACAATTTCAATTTTTAGCGATTTAATAACATTAGAATCATTGAT

Tdimid76; ml3f; 392bp.

SATTETI TAAGGCCTAGCTAGCANAATCGTTTCAAATAAAGGTTATAGC TCATTATATGTGTAGT TGATAT
ACAAGTTTGARGAAAATCGTTGGAGC CGT TTTCGAGAAAATCACAAAAAACGGAARATTGATTCAGTARAT
GGGCACTTCCGETTGARCGATTTT TARGARAAGCTTAT TCTCAGGTCTCCTGGTTGCACTTAAACGARATA
TTAAGTTTGARTAT TCTGCGAT TTTTCTTTTTCAGATATGCTGTTCCACCTATACACACACACACACACAT
ACACACACACACACACACACACACACACACACACCAATTGCTARACACHCTT TTTTGCACT CGGGGGACCT
CAAAACNGATATT CGGGGNGAACACTC TATATCAAAN




131

Tdimid83; ml3rf; 272bp.

CCEACCTAGCAGART CACCCACARGCATCTCCAGCTCAGCACAACT CTCTCT CACTCTCT GTGCCTGT
T GTCTGrCTGICTGT CTGTCTGT CTGTCEGE CEgt ctgtoTGARGATCTCT CTCTCTCTCTATCACATAR
ACACACCCTCTCTCACACGCTCCCCCTCTCTCTCTCTCTGACACACACACACACATTTAGTATATTTTACA
GARGACTGACTACATT CGATGTGATTCTGCTAGCTAGGC CITAAACA

TdimidB4; ml3r; 557bp.

TGTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATCACCTCAAAACCTGTATTTTCGGTGAARACT CGATATCGAAAGT TTG
ACAGGGTAACARTAGTT CCTGTTACTARCANAAAAGTAAT CTGGAAGAT ACAAAAT TAACAAAATARTGARA
AAGCTAAAATTAACAGTAATTACGGCAACAAT CTTCCAATACGAACTCT GT TACGAGCAAAATCCTARTAR
TCCTTTAACTCTTCAGCAGUCCARCAGCGCTATCTCCCAGATTGATTTAATCGTTCTTCTCTTCACCCTCT
TTCTTARCTCTCGGCTCGTATAGACTGAGATACT TGGGCTATGATGTTCCCCATACCAGGATATCCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCACTCTTTCTCT TACTCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAT
ACACATACACACACSTCACACACATTGAGTATAGAACCATATTTATCT GCTGCAGAATCTMTGACATTTAC
TTGTAAACCGCCCCCACCGTCCCTTCCCCCGTGATTGTGGTAGCTAGGCCTTAAACAAT G

Tdimid85; ml3r; 575bp.

GGCCTAGCTAGCAGARTCC TTTCTCTTGACCTCCAGGT GAACTGTAGAC CTGGGT CARGAGCTC
TCGGTTTATAAARACTATTATGACCATCCCACGTCCCTCCTCT TAGAARGT TTTATTACTTCAATCTAT GT
AAATTTGGTGTTATGCATTTTTATCATTTGCTACT GAAGAAAATATGAAAAAAAT TATGTAGAAATTTTCC
ATGGTTTTCACCAATACTTTCACTTTTCT GGCACAGCTAAACCCAAAAATAATATTACCTAATAT TTGTAT
GCAATGAATTTACTATARGTTATTCTCTCTCGCGCTCT CTCTCTCT CTCTCT CTCTCTCTCTATTC TAAGE
AAGAAAGGATAATTTCCATATTTTTCTCATTCARAATGCCCCAAATCGGGCAGGTCCGAATARTGATT GCT
CCTACTGCARTAAAAGARAGT CAACAAATAACTAANACAARGGTATATTCTAAAATTAATAACACAATTCA
TCCCCCACTATCATANTTGCATTGT CTATGGATGGGGNGGGGACCTACT TTGGGATGAT TAATTTARTCTG
ATTTTTA

Tdimid88; ml3r; 4%Cbp.
TGTTTAAGGCTAGCTAGCAGAATCACCTTCTCTCTCTCTCTCACCCTCCCTCTTTCTCTCTCTCTCTCACT
CTCTCACCCACACACATATAGACT CGAGAGAGGT GATGGGGGGCAAATACCGACCTACCAGCCCAAGCAGS
TAGGGAAGTGAAGAGCACGCCAGTAACAAAGARCCAACACCATATATTTGAAAT TTAACGCCACAAATCCC
GTAAACTARCTAAAATCAAGTTTGAAACCAAAGTGACAGCTTTATTTATATC TGACCTGATAGCATTCCAR
GITTAAACAAAATCGT TTTAGTCGTTTTCAAGATAATTAARAARAAAACTCAGARACATATTCTGTAAGTT
ATGCCTCCGGTTTTCTTCAAATT TGGAATTCGAGCARATGT TTTCAATGTATATTAAAATTATGTARCTGGT
TGGAACCAGACATTGTAT TGARATAGTGAT TCTGCTAGCTAGGGATTCT GCTAGCTAGGCCTTA

Tdimid95; mi3rf; 439bp.

! GGCCTAGCTAGCAGARTEGT TT CGGATTTATCTTCAGCTGCTT TGTATGGAGAT GTTGATTTCT
ACTTTTAAAGTTTCTGTCAAACACTCCACTTTTCTAGTATCTGACT TTAAAAT GRAAGT CARCATCACTAR
TCARACTTGTTGAATTCAGTCTCTTTCTCTCCCCCCTICTCTCTCTCTCTCTCT CTCTCTUTGATGACGGA
GGAAAATARGACATCGAACAGAAATAAGGCACAARAGCGTGCTATTATGGATATARCAARTATCTGAATATT
GCCCTGCTTACCTGAAATATTGCCTTTCCGCTCTCAATTAGCTGTTCAAGAATTGCAGAATTCTTTGATGA
AAGTCACTTTCTGATAATAGGARCTGACACARAAGGTCATAART TCCCAGCAATTGTGATTCT!
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J. Listado de los nimeros de identificacion y localidades de colecta de cada

individuo del estudio

A continuacioén se presenta la informacion de cada individuo colectado para este estudio.
El nimero que aparece en la primera columna corresponde a un mimero correlativo
asignado una sola vez para identificar en los procesos de laboratorio a la chinche
identificada por el “ID chinche”. El ID chinche informa sobre la geografia de la captura
y ¢l nimero de casa. El habitat intradomiciliar o peridomiciliar se refiere a captura
dentro de la casa o en sus alrededores respectivamente. De algunas muestras se
desconocen algunos datos, por lo que se les denominé en el campo desconocido “ND” o
no determinado.
Cuadro 21

Informacion de individuos capturados para este estudio

Deteccion
. . Estado al | microscopica de
No. ID ¢chinche Departamento | Habitat Sexo recolectar infeccit')ﬁpcon T
cruzi
1 19-038-22-D4 Zacapa Intra hembra viva no
2 19-065-16-D1 Zacapa intra macho muerta ND
3 18-098-65-D1 Zacapa Inira macho viva no
4 19-103-69-D1 Zacapa Intra macho viva no
5 16-110-1-D1 Zacapa intra hembra viva si
6 19-111-10-D1 Zacapa intra hembra viva si
i 19-132-56-D1 Zacapa Intra hembra muerta ND
8 19-144-22-D1 Zacapa intra macho viva si
9 10-144-22-D2 Zacapa intra macho viva no
10 19-145-10-D1 Zacapa Infra macho viva no
11 19-149-38-D1 Zacapa Intra hembra viva si
12 19-174-47-D1 Zacapa intra macho viva si
13 19-171-47-D2 Zacapa Intra macho viva no
14 18-171-47-D4 Zacapa inira macho viva no
15 19-173-59-D3 Zacapa Intra macho viva no
16 19-173-59-D5 Zacapa Infra hembra viva no
17 18-17359-D6 Zacapa Intra macho viva no
18 18-173-59-D7 Zacapa Intra macho viva no
19 19-173.598-D8 Zacapa Intra hembra viva no
20 19-188-6-D1 Zacapa intra hembra muerta ND
21 19-188-7-D1 Zacapa Infra macho viva si
22 19-267-22-07 Zacapa Intra hembra muerta ND
23 19-297-22-D11 Zacapa Intra hembra viva no
24 21-001-1-D1 Jalapa Intra macho viva no




25 21-001-1-D2 Jalapa Intra macho viva no
26 21-001-1-D3 Jalapa intra hembra viva no
27 21-001-1-D4 Jalapa intra macho viva no
28 21-001-1-D5 Jalapa Intra macho viva no
29 21-002-8-D1 Jalapa Infra macho viva si

30 21-004-2-D1 Jalapa infra macho viva no
H 21-004-4-D1 Jalapa Intra macho viva ho
32 21-026-5-1 Jalapa Intra hembra viva ho
33 21-027-4-D1 Jalapa Peri macho viva no
34 21-027-4-D2 Jalapa Peri macho viva 1o
35 210274-03 Jalapa Peri macho viva no
36 21-027-4-D4 Jalapa Peri macho viva no
37 21-027-4-D5 Jalapa Peri macho viva no
38 21-0274-D6 Jalapa Peri macho viva no
39 21-027-4-D7 Jalapa Peri macho viva no
40 21-027-4-08 Jalapa Peri macho viva no
4 21-027-4-D9 Jalapa Peri macho viva no
42 21-027-4-D10 Jalapa Peri macho viva no
43 21-027-4-D11 Jalapa Peri macho viva no
44 21-027-4-112 Jalapa Peri macho viva no
45 21-027-4-D13 Jalapa Peii macho viva no
46 21-037-21-D1 Jalapa Peri hembra viva no
47 21-042-2-D1 Jalapa Intra macho viva no
48 21-045-12-D1 Jalapa intra hembra viva si

49 21-060-148-D1 Jalapa intra hembra viva Si

50 21-094-13-D1 Jalapa intra macho viva no
51 2108413-D2 Jalapa Intra macho viva no
52 21-104-7-D1 Jalapa intra macho viva Si

53 21-113-4-D3 Jalapa Intra hembra viva si

54 21-1134-D4 Jalapa Intra hembra viva sl

55 21-113-4-D5 Jalapa Intra hembra viva si

56 21-1134-D6 Jalapa intra hembra viva si

57 21-113-6-D1 Jalapa Intra macho viva no
58 21-1136-D2 Jalapa Intra hembra viva no
59 21-1136-D3 Jalapa intra macho viva si

60 21-118-14-D2 Jalapa intra hembra viva si

61 21-162-4-D1 Jalapa intra macho viva 8i

62 21-163-12-D1 Jalapa Intra hembra viva no
63 20-626-1-D1 Chiquimula intra hembra viva no
64 20-020-1-D2 Chiquimula Intra macho viva no
65 20-020-1-D3 Chiguimula intra hembra viva no
66 20-021-8-D2 Chiguimula Intra hembra viva ho
67 20-021-8-D4 Chiquimula Intra hembra viva no
68 20-022-12-D1 Chiguimula Intra macho viva no
69 20-022-12-D2 Chiquimula intra macho viva no
70 20:034-35-D1 Chiquimuia Intra hembra viva no
71 20-036-17-D1 Chiguimula intra macho viva no
72 20-036-17-02 Chiguimula intra macho mugria ND




73 20038-5-D1 Chiquimula Inira hembra viva no
74 20-040-5-D1 Chiquimuta intra macho viva no
75 20-040-8-D1 Chiquimula intra hembra viva no
76 20-042-11-D1 Chiquimula Inira macho viva no
7 20-044-122-D1 Chiquimula Intra macho viva no
78 20-044-114-D1 Chiquimula Intra macho viva no
79 20046-68-D1 Chiquimula Intra hembra viva no
80 20-047-30-D1 Chiguimula intra hembra viva no
81 20-047-28-D1 Chiquimula inira hembra viva no
82 20-048-8-D1 Chiguimula intra hembra viva 1o
83 20-048-26-D1 Chiquimuta infra macho muerta ND
84 20051-22-D1 Chiguimula Intra macho viva no
85 20051-22-D2 Chiquimula tntra macho viva no
86 20-051-22-D3 Chiquimula Intra hembra viva no
87 20-093-2-D2 Chiquimula Intra hembra viva no
88 20-093-3-D1 Chiquimula Intra hembra viva no
89 20-093-6-D1 Chiguimula infra macho viva no
90 20-0936-D2 Chiquimula Intra macho viva no
91 20-054-8-D1 Chiquimula infra macho viva no
92 20094-8-02 Chiguimula intra hembra mugria ND
93 20-094-9-D1 Chiguimula Intra macho viva si

84 20094-9-D3 Chiguimula Intra magcho viva no
95 20-094-10-D1 Chiquimula Intra macho viva no
96 20-094-10-D2 Chiquimula intra macho viva no
97 20-:094-11-D1 Chiquimula infra macho viva no
98 20-095-11-D2 Chiquimula Intra macho viva no
99 20-095-12-D1 Chiguimula Intra macho viva no
100 20-095-12-D2 Chiquimula tnfra hembra viva o
101 20-085-13-D1 Chiquimula intra macho viva no
102 20-085-13-D2 Chiquimula Infra macho viva no
103 20-095-14-D1 Chiquimula Infra hembra viva no
104 20-095-14-D2 Chiquimula intra hembra viva si

105 20-095-14-D3 Chiguimula intra hembra viva no
106 20-085-16-D1 Chiquimula Intra macho viva si

107 206-118-1-D1 Chiquimula Intra hembra viva no
108 20-118-1-D2 Chiguimuia inira hembra viva no
109 20-118-6-D1 Chiquimula intra hembra viva no
110 20-118-6-D2 Chiguimula Intra hembm viva no
111 20-118-6-D3 Chiquimula intra hembra viva no
112 20-118-10-D1 Chigquimula intra hembra viva no
113 20-128-1-D1 Chiguimula intra macho muerta ND
114 20-128-1-D2 Chiquimula intra hembra muerta ND
115 22044706 Jutiapa Intra hembra muerta ND
116 22044-7-D7 Jutiapa intra hembra muerta ND
117 22044-18-D1 Jutiapa infra macho viva no
118 22044-18-D2 Jutiapa Intra hembra viva no
119 22-044-49-D1 Jutiapa intra macho viva no
120 22055-4-D1 Jutiapa Intra macho muerta ND
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121 22-055-13-D1 Jutiapa Intra macha viva no
122 22-055-13-02 Jutiapa Intra macho viva 8i
123 22-055-13-D3 Jutiapa intra macho viva no
124 22-055-13-D4 Jutiapa Infra hembra viva ne
125 22-055-13-D7 Jutiapa Inira macho muerta ND
126 22-057-16-D1 Jutiapa Inira macho viva st
127 22-057-16-D2 Jufiapa Intra macho viva ho
128 22-057-18-D1 Jutiapa intra mache viva no
129 22-057-18-D2 Jutiapa Intra mache viva no
130 22-057-18-D3 Jutiapa intra macho viva no
131 22-057-18-D4 Jutiapa intra hembra viva no
132 22-057-1%-1 Jutiapa fntra hembra viva no
133 22058-7-D6 Jutiapa Peri hembra viva si
134 22-058-7-D7 Jutiapa Peri macho viva si
135 22-058-7-D8 Jutiapa Peri N4 viva no
136 22-058-31-D1 Jutiapa Peri macho viva ho
137 22-059-45-D2 Jutiapa Inira macho viva no
138 22059-45-D3 Jutiapa Intra hembra viva si
139 22-059-27-D1 Jutiapa intra macho viva na
140 22059-27-D8 Jutiapa Peri macho muerta ND
141 22-062-22-D2 Jufiapa intra macho viva no
142 22062-22-03 Jutiapa intra hembra viva no
143 22-063-1-D1 Jutiapa Infra hembra viva no
144 22-069-45-D1 Jutiapa Intra macho viva no
145 22-069-52-D1 Jutiapa intra hembra viva no
146 22-069-52-D4 Jukiapa Intra macho viva no
147 22-070-21-D4 Jutiapa Intra hembra viva no
148 22-070-41-D1 Jutiapa intra hembra viva si
149 22-070-41-D2 Jutiapa Intra macho viva si
150 22-071-2-D1 Jutigpa Intra macho viva ho
191 22-071-2-D2 Jutiapa intra hembra viva si
152 22-071-2-D3 Jutiapa Intra macho mueria ND
163 22-071-7-D1 Jutiapa intra macho viva no
154 2-071-7-D2 Jutiapa Intra N4 viva no
155 22-071-7-D3 Jutiapa intra hembra muerta ND
156 22-075-40-D1 Jutiapa intra macho viva si
157 22-075-40-D2 Jutiapa intra macho viva no
158 22075-40-D3 Jutiapa Intra hembra viva Si
159 22075-40-D4 Juliapa intra hembra viva si
160 22-075-40-D5 Jutiapa intra hembra viva si
161 22-077-147-D1 Jutiapa Intra macho viva o
162 22-077-147-D2 Jutiapa Intra macho viva 8
163 22-077-147-D3 Jutiapa intra N4 viva si
184 22-077-147-D4 Jutiapa intra hembra viva si
165 22-077-147-05 Jutiapa intra NS viva si
166 22-078-15-D1 Jutiapa infra macho viva si
167 16-001-1-D1 Alta Verapaz intra macho viva no
168 16-003-4-D1 Alta Verapaz intra macho viva ne
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169 16-003-4-D2 Alta Verapaz Intra hembra viva no
170 16-003-5-D2 Alta Verapaz Intra macho viva no
171 16-003-5-D3 Alta Verapaz Intra macho viva si

172 16-003-5-D4 Alta Verapaz intra hembra viva no
173 16-010-6-D1 Alta Verapaz intra macho viva no
174 16-012-1-D1 Alta Verapaz Intra macho viva no
175 16-012-2-D1 Alta Verapaz Intra macho viva no
176 16-012-3-D1 Alta Verapaz intra hembra viva no
177 16-012-5-D1 Alta Verapaz Intra hembra viva ne
178 16-023-1-D1 Alta Verapaz intra hembra viva si

179 16-025-5-D1 Alta Verapaz intra hembra viva ne
180 16-029-7-D1 Alta Verapaz intra hembra viva si

181 16-009-10-D1 Alta Verapaz intra macho viva no
182 16-005-5-D31 Alta Verapaz Per macho viva no
183 16-005-5-D32 Alta Verapaz Peri hembra viva no
184 16-005-5-D33 Alta Vierepaz Peri hembra viva no
185 16-005-5-D34 Alta Verapaz Peri hembra viva no
186 16-005-5-D35 Alta Verapaz Peri hembra viva no
187 16-005-5-D36 Alta Verapaz Peri macho viva no
188 16-005-5-D37 Alta Verapaz Peri N5 viva no
189 16-005-5-D38 Alta Verapaz Peri N5 viva no
190 16-005-5-03% Alta Verapaz Peri N5 viva no
191 16-005-5-D40 Alta Verapaz Peri N5 viva no
192 16-005-5-D41 Alta Verapaz Peri N5 viva no
193 16-0055-D43 Alta Verapaz Peri N5 viva no
194 16005-5-D44 Alta Verapaz Peri N5 viva no
195 16-005-5-D1 Alta Verapaz intra macho viva no
196 16-005-5-02 Alfa Verapaz intra macho viva no
197 16-005-5-D3 Alta Verapaz intra hembra viva no
198 16-005-5-D4 Alta Verapar intra hembra viva no
199 16-006-11-D1 Alta Verapaz Intra macho viva o
200 16-006-11-D4 Alta Verapaz Intra hembra viva no
201 16-009-9-D2 Alta Verapaz Intra macho viva no
202 16-009-8-D3 Alta Verapaz intra macho viva no
203 15-015-24-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva no
204 15017-129-D4 Baja Verapaz intra magho viva no
205 15024-26-03 Baja Verapaz Intra macho viva ho
206 15026-1-D2 Baja Verapaz intra macho viva no
207 15026-1-D3 Baja Verapaz Intra hembra viva no
208 15-026-4-03 Baja Verapaz | Intm hembra viva no
209 15027-65-D2 Baja Verapaz intra macho viva no
210 15-028-36-D16 Baja Verapaz intra hembra viva no
21 15-036-2-D1 Baja Verapaz intra hembra viva no
212 15-041-13-D2 Baja Verapaz intra macho viva ho
213 15-041-13-D3 Baja Verapaz intra macho viva no
214 15-041-13-D4 Baja Verapaz intra macho viva no
215 150714-D1 Baja Verapaz intra hembra viva no
216 15073-16-D1 Baja Verapaz Intra macho viva si
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217 15-073-16-D2 Baja Verapaz intra hembra viva no
218 15-074-20-D1 Baja Verapaz Intra mache viva no
219 15075-23-D1 Baja Verapaz Intra macho viva no
220 15075-26-D1 Baja Verapaz intra hembra viva si

221 15077-34-D2 Baja Verapaz Intra macho viva no
222 15-082-1-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva si

223 15082-5-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva si

224 15091-10-D2 Baja Verapaz Peii macho viva no
225 15-162-1-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva si

226 15-105-33-1 Baja Verapaz intra macho viva no
227 15-112-12A-D1 Baja Verapaz intra macho viva si

228 15-1159-D1 Baja Verapaz Intra macho viva 8l

229 15-117-21-D2 Baja Verapaz Intra hembra viva no
230 15-117-21-03 Baja Verapaz Intra macho viva no
231 15-117-21-D4 Baja Verapaz intra macho viva no
232 15-117-21-D6 Baja Verapaz Intra hembra viva no
233 15-117-21-07 Baja Verapaz Intra hembra viva no
234 15-117-21-D8 Baja Verapaz Intra hembra viva no
235 15-143-2-D1 Baja Verapaz intra macho viva no
236 15-148-10-D1 Baja Verapaz Peri hembra viva no
237 15-149-1-D1 Baja Verapaz intra macho viva no
238 15-148-3-D2 Baja Verapaz Peri hembra viva o
239 15-1555-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva no
240 15-200-2-D1 Baja Verapaz intra macho viva ne
241 15-200-3-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva no
242 15-233-5-D1 Baja Verapaz Intra macho viva no
243 15-235-3-D1 Baja Verapaz Intra macho viva no
244 15-241-1-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva no
245 15-241-1-D2 Baja Verapaz intra hembra viva no
246 15-241-1-03 Baja Verapaz Intra macho viva no
247 15-241-1-D1 Baja Verapaz intra hembra viva no
248 15-241-1-05 Baja Verapaz intra macho viva no
249 15-241-1-D6 Baja Verapaz Intra hembra viva no
250 15-241-1-D8 Baja Verapaz Intra hembra viva no
251 15-244-7-D1 Baja Verapaz intra macho viva no
252 15-244-11-D1 Baja Verapaz Intra hembra viva si

253 1-084-108-D1 Chiquimula ND N4 ND ND
254 4058-108-D1 Chiquimula ND macho ND ND
255 4-058-108-D2 Chiquimula ND hembra ND ND
256 4052-108-D4 Chiguimula ND ND ND ND
257 4-052-108-D5 Chiquimula ND ND ND ND
258 1-061-228-D1 Chiguimuia ND hembra ND ND
259 1061-228-D2 Chiquimula ND ND ND ND
260 1-031-228-D1 Chiquimula ND ninfa ND ND
261 1-031-228-D2 Chiguimula ND ninfa ND ND
262 1-127-239-D1 Chiquimula ND hembra ND ND
263 1-148-235-D1 Chiguimula ND macho ND ND
264 1-148-233-D2 Chiquimula ND hembra ND ND
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265 4-052-239-D3 Chiguimula ND ND ND ND
266 1-072-048-D2 Chiquimula ND N4 ND ND
267 1-029-054-D1 Chiquimula ND hembra ND ND
268 4051.54-D1 Chiquimula ND ND ND ND
269 | 4.051-54-D2 Chiguimula ND ND ND ND
270 1-077-237A-D1 Chiquimula ND macho ND ND
271 1-077-237TA-D2 Chiguimula ND macho ND ND
272 1077-237A-D3 Chiquimula ND macho ND ND
273 1-027-237A-D1 Chiguimula ND macho ND ND
274 1027-237A-D2 Chiguimula ND macho ND ND
275 1-027-237A-D3 Chiquimula ND ninfa ND ND
278 1-064-033-D2 Chiquimula ND macho ND ND
277 1-064-033-D4 Chiquimula ND macho ND ND
278 1-064-033-05 Chiquimula ND N4 ND ND
279 1-076-033-D1 Chiguimula ND hembra ND ND
280 1076-033-D2 Chiguimula ND macho ND ND
281 1-024-033-D2 Chiguimula ND macho ND ND
282 1024-033-D3 Chiquimula ND hembra ND ND
283 1024-033-D4 Chiquimula ND ninfa ND ND
284 1-024-033-D5 Chiquimula ND ninfa ND ND
285 1-035-033-D2 Chiquimula ND hembra ND ND
286 1-051-060-D1 Chiguimula ND ninfa ND ND
287 1051-060-D2 Chiquimula ND ninfa ND ND
288 1-089-066-D1 Chiguimuia ND N4 ND ND
289 1-085-060-D2 Chiquimula ND hembra ND ND
290 1-89-060-D3 Chiquimula ND ND ND ND
291 1-036-060-D1 Chiguimula ND ninfa ND ND
292 1-036-060-02 Chiquimula ND ninfa ND ND
293 1-036-060-D3 Chiquimula ND ninfa ND ND
294 4-013-060-D1 Chiquimula ND macho ND ND
295 4-013-060-D2 Chiguimula ND hembra ND ND
296 5086-10-D1 Sta. Rosa ND hembra ND ND
2497 5(96-10-D2 Sta. Rosa ND macho ND ND
298 5096-10-D3 Sta. Rosa ND hembra ND ND
299 5096-10-D4 Sta. Rosa ND N3 ND ND
300 5118-16-D1 Sta. Rosa ND hembra ND ND
301 5-118-10-D10 Sta, Rosa ND N4 ND ND
302 5-118-10-D11 Sta. Rosa ND N4 ND ND
303 5118-10-D14 Sta. Rosa ND N3 ND ND
304 5086-11-1 Sta. Rosa ND macho ND ND
305 5096-11-D2 Sta. Rosa ND hembra ND ND
306 5-066-11-D3 Sta. Rosa ND macho ND ND
307 5-006-11-D4 Sta. Rosa ND hembra ND ND
308 5-118-11-D1 Sta. Rosa ND macho ND ND
309 5-118-11-D10 Sta. Rosa ND N4 ND ND
310 5-118-11-D11 Sta. Rosa ND N4 ND ND
311 5118-11-D12 Sta. Rosa ND N4 ND ND
312 5-086-12-D1 Sta. Rosa ND macho ND ND
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313 5006-12-D2 Sta. Rosa ND macho ND ND
314 5006-12-D3 Sta, Rosa ND N3 ND ND
315 5118-12-D1 Sta. Rosa ND hembra ND ND
316 5-118-12-D10 Sta. Rosa ND N4 ND ND
317 5-118-12-D11 Sta. Rosa ND N4 ND ND
318 5-102-03-D1 Sta. Rosa ND macho ND ND
319 5-102-03-D2 Sta. Rosa ND hembra ND ND
320 5-120-03-D1 Sta. Rosa ND macho ND ND
321 5-120-03-D2 Sta. Rosa ND macho ND ND
322 5420-03-D3 Sta. Rosa ND macho ND ND
323 5-104-37-D1 Sta. Rosa ND macho ND ND
324 5-104-37-D2 Sta. Rosa ND macho ND ND
325 5-104-37-D3 Sta. Rosa ND N4 ND ND
326 5-120-37-D1 Sta. Rosa ND N3 ND ND
327 5-120-37-D2 Sta. Rosa ND N2 ND ND
328 5099-38-D1 Sta. Rosa ND hembra ND ND
329 5099-38-D6 Sta. Rosa ND N4 ND ND
330 5-099-38-D11 Sta. Rosa ND N4 ND ND
331 5-119-38-D2 Sta. Rosa ND N3 ND ND
332 5-118-38-D3 Sta, Rosa ND N3 ND ND
333 5-119-38-D4 Sia. Rosa ND N3 ND ND
334 5-101-54-D1 Sta. Rosa ND N4 ND ND
335 5-101-54-D2 Sta. Rosa ND N4 ND ND
336 5-101-54-D3 Sta. Rosa ND N4 ND ND
337 5-119-54-D1 Sia. Rosa ND hembra ND ND
338 5-119-54-D2 Sta. Resa ND hembra ND ND
339 5-119-54-D3 Sta. Rosa ND hembra ND ND
340 5-102-55-D1 Sta. Rosa ND hembra ND ND
341 5-102-65-D3 Sta. Rosa ND N5 ND ND
342 5-102-55-D5 Sta. Rosa ND N4 ND ND
343 5-119-55-D1 Sia. Rosa ND macho ND ND
344 5-119-56-D2 Sta. Rosa ND macho ND ND
345 5-119-55-D3 Sta. Rosa ND macho ND ND
346 | Alex Guerra, Lachua} Alta Verapaz ND hembra viva gi

347 300003 México Intra macho muerta ND
348 300005-1 México silvestre macho muerta ND
349 300005-2 México silvestra macho musrta ND
350 300006-3 México silvestre macho muerta ND
351 300006-4 México silvestre macho muerta ND
352 800002 México silvestre macho muernta ND
353 60000-2 México Intra macho muerta ND
354 60000 México ND hembra muerta ND
355 6000031 México ND hembra muerta ND
356 8000036 México ND hembra muerta ND
357 7000356 México Pen hembra muerta ND
358 700044-2 México Peri hembra muerta ND
350 100006 México Peri macho muerta ND
360 100011 México Intra macho muerta ND
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361 200027 México Intra macho muerta ND
362 200015-7 México Intra hembra mueria ND
363 200027-2 Mexico Intra macho merta ND
364 20028-2 México intra hembra muerta ND
365 6000034 México Peri macho muerta ND
366 600003-8 México Peri macho muerta ND
367 300005-3 México silvesire macho muerta ND
368 300005-11 México silvestre | hembra muerta ND
369 3060007-7 México silvestre | hembra muerta ND
370 300007-8 México silvestre macho muerta ND
371 605316 México ND macho muerta ND
372 605116 México ND macho muerta ND
373 Insectario México ND macho muerta ND
374 insectario México ND macho muerta ND
375 6-165-12-D1 Sta. Rosa Intra N4 viva si
376 6-001-4-D2 Sta. Rosa Intra macho viva no
377 6-073-4-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
378 6-074-8-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
379 6078-12-D3 Sta. Rosa Intra hembra viva no
380 6067-1-D2 Sta. Rosa intra hembra viva si
381 6-067-4-D1 Sta. Rosa intra hembra viva no
382 6-248-2-D4 Sta. Rosa Intra hembra viva no
353 6-249-5-D1 Sta. Rosa intra macho viva no
384 6-249-7-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
385 6-249-11-D1 Sta. Rosa Intra macho viva Si
386 6-253-2-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
387 6-010-12-D1 Sta. Rosa Inira macho vive 1o
388 6-005-5-D2 Sta. Rosa Intra hembra viva no
389 6-014-8-D1 Sta. Rosa intra hembra viva no
390 6-194-1-D1 Sta. Rosa Per N5 viva no
391 6-193-17-D4 Sta. Rosa Intra macho viva no
392 6-026-9-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
393 6-350-2-D1 Sia. Rosa Intra hembra viva no
394 6-352-10-D1 Sta. Rosa Intra macho viva st
385 6-356-6-D1 Sta. Rosa infra macho viva si
396 6-364-10-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
397 6-362-3-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
398 6-358-4-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
399 6-285-1-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
400 6-3159-D1 Sta. Rosa Intra machp viva si
401 6-303-1-D3 Sta. Rosa Intra hembra viva no
402 6-303-5-D1 Sta. Rosa intra macho viva no
403 6-304-7-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
404 68-262-1-D1 Sta. Rosa Intra NG viva no
405 6-258-1-D4 Sta. Rosa Intra hembra viva si
406 6-272-2-D1 Sta. Rosa Intra magcho viva sl
407 6-079-1-D1 Sta. Rosa Infra macho viva no
408 §-091-21-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
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409 6-100-22-D4 Sta. Rosa Intra macho viva ne
410 6-108-52-D1 Sta. Rosa intra macho viva no
411 6-084-39-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
412 6-088-16-D1 Sta. Rosa intra macho viva no
M3 6-049-5-D1 Sta. Rosa Infra macho viva no
414 6-205-1-D1 Sta. Rosa Intra macho viva sl
415 6-059-3-D1 Sta. Rosa Intra N5 viva no
416 6-044-7-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
417 6047-11-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
418 6-144-70-D1 Sta. Rosa intra N5 viva no
419 6-227-95-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva si
420 6-153-19-D1 Sta. Rosa intra N5 viva no
421 6-229-7-D4 Sta. Rosa Intra macho viva no
422 6-148-6-04 Sta. Rosa Intra hembra viva no
423 6-237-383-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
424 6-116-1-D2 Sta. Rosa Intra macho viva Si
425 6-140-1-D3 Sta. Rosa Intra macho viva no
426 6-114-6-D1 Sta. Rosa Intra N5 viva no
427 6-122-1-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
428 6-111-3-D1 Sta. Rosa Intra N5 viva no
429 6-109-1-D1 Sta. Rosa intra macho viva no
430 6-336-1-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva no
431 6-329-5-D1 Sta. Rosa Intra macho viva ho
432 6-032-14-D1 Sta. Rosa Intra macho viva no
433 6-333-5-D1 Sta. Rosa Intra hembra viva §i
434 6-027-1-1 Sta. Rosa Intra macho viva ne

K. Manual de uso del software Allelogram

Allelogram: Programa automatizado para definir alelos de marcadores microsatélites

Contenido:
Uso
ENTRADA
convert_format.sh
SALIDA
GRAFICAS
UsoO:

1) Crear el ejecutable:

Allelogram.c escrito en ANS! C y puede ser compilado (en Unix) como sigue:
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USQ:

1) Crear el gjecutable:
Allelogram.c escrito en ANSI C y puede ser compilado (en Unix) como sigue:

gee —Ilm —o allelogram.exe allelogram.c

2) Crear el archivo de entrada con el formato requerido —ver seccion ENTRADA
3) Ejecutar el programa con ¢l comando:

allelogram.exe allelogram ipt.dat markerlist.dat
durante la ejecucion se requiere:

-Tamafio de repeticién (mimero en pb, por ejemplo 3 para un marcador trinucleoétido)
-Distancia para el punto de corte (pb) de la media para el tamafio de los alelos (por
gjemplo ~0.5 para marcadores dinucle6tidos)

N.B.
e Los archivos de salida estan escritos en el directorio “allelogram_output.dir”. El
directorio debe crearse antes de correr el programa.
e Los programas deben correrse en el directorio allelogram.dir para asegurar que los
archivos de salida se envien al directorio apropiado.

ENTRADA:
El programa allelogram requiere de 2 archivos de entrada:
i) allelogram ipt.dat: es el principal archivo de datos (contiene el tamafio de los
alelos)
it) markerlist.dat
1) Hay dos formatos de entrada:

Formato 1: El formato 1 es el archivo de datos de entrada requeridos por el programa
allelogram (allelogram ipt.dat)

Formato 2: FEl formato 2 es el archivo de datos que es convertido en el formato 1 por el
scriptconvert_format.sh

Formato 1:

Fl archivo de datos de entrada debe contener una linea para cada persona con los
siguientes campos:

Columna 1: codigo que identifica a la persona (alfanumérico)
Columna 2-N: tamafio de los alelos, 2 parejas (4 columnas) por marcador:
- pareja de alelos con nimeros enteros {poner cero si no se ha hecho ¢l
llamado de alelos previamente)
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- datos crudos de los picos de parejas de alelos (obtenidos de un programa
de genotipificacién)

Un ejemplo de un fragmento de archivo, describiendo 3 individuos genotipificados con 2
marcadores:

1234 320 332 32071  332.67 112 118 111.82 11779
1234 a 322 332 322.54 332.54 114 120 113.69 119.87
1011 322 324 322.67 324.57 116 118 115.96 117.96

Las columnas 2, 3, 6, 7 corresponden a los alelos que se han definido manualmente (son
valores discretos asignados) antes de usar el programa. Si los alelos todavia no se han
definido manualmente, estas columnas deben tener un 0 para cada individuo.

1234 0 0 320.71  332.67 0 0 111.82  117.79
1234 a 0 0 32254 33254 0 0 113.69 119.87
1011 0 0 322.67 32457 0 0 11596  117.96

Las columnas 4, 5, 7, 8 corresponden al valor real asignado a cada fragmento de DNA.
Formato 2:

Este archivo de datos de entrada debe contener para cada marcador una linea para cada
persona con los siguientes campos:

Columna 1: el marcador, puede ser numérico, con caracteres o ambos sin espacios.
Columna 2: cédigo individual, id.

Columna 3, 4: el tamafio de las parejas de alelos definidos anteriormente (se coloca 0 si
no se ha hecho previamente)

Columna 5, 6: los datos crudos de las parejas de picos (obtenidos de un programa de
genotipificacion)

D75481 1234 320 332 332.71 332.67
D75481 1234 2 320 332 332.54 332.54
D75481 1011 332 334 322.67 324.57
D75481 1234 112 118 111.82 117.79
D75481 1234 2 114 120 113.69 119.87

D78481 1011 116 118 115.96 117.86
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El script “convert format.sh” convierte el formato 2 en el formato 1 y crea el archivo
markerlist.dat. Ver seccion de convert format.sh

ii)

markerlist.dat: Es la lista de nombres de los marcadores con el orden correspondiente al
archivo de entrada.

D75481
D75481

El archivo markerlist.dat es creado por el script “convert_format.sh”

convert_format.sh

script para convertir el formato del archivo en el formato requerido por el programa

ENTRADA:
Ver formato ! en la seccion INPUT (i)

USO:
i) compilar el programa “markerlist.c” (utilizando en convert_format.sh) con el
comando:
gcc —o markerlist.exe markerlist.c
para crear el ejecutable markerlist.c
i1) correr el script:

convert_format.sh file formatl.dat
Nota: correrlo en el directorio allelogram.dir

SALIDA: allelogram_ipt.dat: file format2.dat
Ver formato 2 en la seccion ENTRADA (i)

markerlist.dat: lista de marcadores
-entrada requerida por el programa
SALIDA:
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(en el directorio allelogra out.dir)

-allelogram formatl.out: como el formato de entrada | Unicamente con las parejas de
alelos definidos

-allelogram format2.out: como el formato de entrada 2 tinicamente con las parejas de
alelos definidos

-allelogram all.out: como el formato de entrada 1 con las parejas de alelos definidos
para cada marcador (3 parejas, 6 columnas, por marcador)

-binstats.out: la informacion de cada bin o cajuela por marcador

-allele.err: lista de alelos que tengan distancia del promedio del bin > al punto de corte
especificado. Nota: para cada marcador a una salida separada para cada alelo en la
pareja.

En el futuro se podra incluir la intensidad del pico en los datos de entrada y se podré
definir un punto de corte para la intensidad. Por ejemplo, si la intensidad del pico es < 50
se eliminan los alelos.

GRAFICAS:

USO:
1} Copiar
-archivo de salida “allelogram all.out”y
-archivo “markerlist.dat”

en el directorio “graph.dir”

2) Elprograma merge.c se utiliza en allele_gph.sh; se debe crear el ejecutable antes
de correr allele_gph.sh

Compilarlo usando:
gec -lm —0 merge.exe merge.c
3) Correr el script:
allele_gph.sh allelogram all.out markerlist.dat
A medida que el script se mueve y muestra las gréficas, el usuario debe oprimir cualquic

tecla para eliminar la figura actual y mostrar la siguiente figura.

Cada grafica muestra 3 curvas — Picos (sin cambio)
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Alelos definidos manualmente (si se incluyeron)
Alelos definidos autométicamente

El programa le pregunta al usuario:

_Si incluy® los alelos definidos manualmente o colocd cero como dato
-Si quiere salvar la grafica como archivo ps

El script también llama a merge.exe y un nimero de comandos awk/shell para buscar
datos y asegurarse que los datos que tengan cero se eliminen.

GRAFICAS:

eje-x: conteo acumulativo de alelos para un marcador
eje-y: tamafio del alelo

L. Archivos de salida “binstats.out” con informacién sobre cada bin, para cada

marcador
MARKER TDAK49 :
allele smallest largest binmean NumAlleles SumSars std dev

1 145.29 145.29 145 1 0 0
2 148.58 148.66 149 3 0 0.04
3 163.41 163.69 164 5 0.04 0.09
4 166.32 166.8 166 11 0.18 0.13
5 166.8 168.13 167 2 0.88 0.66
6 168.54 169.38 169 8 0.54 0.26
7 170.9 172.07 171 9 1.23 0.37
8 172,35 174.07 173 8 1.88 0.49
9 174.86 175.89 176 7 0.73 0.32
10 180.65 181.69 181 4 0.72 0.42
11 183.27 184.33 184 7 0.58 0.29
12 187.25 187.57 187 2 0.05 0.16
13 189.49 189.49 189 1 0 0
14 195.55 195.55 196 1 0 0
15 210.96 210.96 211 1 0 0

MARKER TDMS4 :

allele smallest largest binmean NumAlleles SunSquares std dev

1 141.24 141.24 141 1 0 0

2 141.82 143.13 143 8 1.36 0.41




8 154,12
9 156.18
10 159.67
11 164.86
12 166.9
13 169.04
14 177.05
15 178.11
16 181.25
17 183.08
MARKER TDMS11 :
allele smallest
1 105.95
2 157.83
3 169.42
4 170.63
5 172.18
6 174.87
7 176.24
8 178.75
9 181.04
10 185.72
11 195.45
12 197.8
13 198.46
14 200.7
15 205.64
16 218
17 222.47
18 22528
19 228.83
20 230.47
21 233.13
22 235.27
23 236.89
24 238.91
25 240.92
26 242.8
27 244 97
28 246.72
29 248.73
30 250.96
31 252 .83
32 255.08
33 258.13

106
158
170
172
174
176
178
179
181
186
195
198
200
201
206
218
222
225
229
231
234
236
237
239
241
243
245
247
249
251
253
255
258

154.25
166.59
159.67
164.91

166.9
169.04
177.05
17917
181.25
183.06

106
158
170
172
173
175
177
179
181
186
195
198
199
201
206
218
222
225
229
231
233
238
237
239
241
243
245
247
249
251
253
255
258

154
156
160
165
167
169
177
179
181
183

2
1
5
28

—y
]

-_—
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largest bin mean NumAlleles SumSquares StdDev

0

0
0.08
4.63
56
1.02
2,33

0.35

0.06
0.01
0.05
0.02
0.08

0.1
0.02

0

0.01

0.13
0.41
0.54
0.41
0.41

0.ce
0.18

0.02

o o

0.03

o
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29 248.73 |
30 250.96
3 252.83
32 255.08
33 258.13
34 260.16
35 264.86
36 267.34
37 270.32
38 277.24
MARKER TDMS22 .
allele smallest
1 94.38
2 97.63
3 102.66
4 104.66
5 181.48

249
251
253
255
258
261
265
267
270
277

largest
94.48

100.05
104.54
107.59
181.48

249
251
253
255
258
261
265
267
270
277

- oeh = RO = BN N

bin mean

94
99

103
106

181

0.1

0.02

0

0

o

0.61

o

0

0

0

NumAlleles
2
41
35
12

1

0.18

0.1
0.04
0.01

0.45
0.02

Sum3qrs
0.01
3.43
8.73

9.1
0

9

std dev
0.05
0.29
0.5
0.88
0
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