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RESUMEN

Trypanosoma rangeli es considerado un parésito de importancia clinica dada la
reactividad antigénica cruzada que presenta con Trypanosoma cruzi, el agente
causal de la enfermedad de Chagas y la presencia de infecciones mixtas tanto en
el hospedero vertebrado como en los insectos transmisores de ambos protozoarios,
dificultando la identificacion morfologica de las especies y originando reacciones
serologicas cruzadas que complican el diagnostico especifico de la infeccion

chagésica.

Varios han sido los métodos bioquimicos y moleculares que han permitido
demostrar variabilidad entre aislados del parasito. Actualmente, 7. rangeli ha sido
clasificado segiin la presencia o ausencia del minicirculo KP1 en el ADN del
cinetoplasto y diferencias en la amplificacion del gen mini-exon en grupo 1 o
cepas KP1 (-) y grupo 2 o cepas KP1 (+). Recientemente, estos grupos han sido
asociados con las lineas evolutivas del vector Rhodnius, siendo las cepas KP1 (+)
asociadas con la linea evolutiva ‘Prolixus’ y las cepas KP1 (-) con la linea
evolutiva ‘Pallescens’ sugiriendo fendémenos de co-evolucion o adaptacion
simultanea entre el vector y el parasito. Estudios recientes usando las secuencias
de los ITS de las subunidades 18, 5,8 y 28 S del ADN ribosomal demostraron
variabilidad inter-especifica sugiriendo la presencia de mas grupos con respecto a

los ya mencionados.

En el presente trabajo, se empleo la region intergénica del gen histona H2A como
un marcador diferencial entre cepas de 7. rangeli. Para ello se analizaron las
secuencias respectivas en las cepas KP1 (-) Tre, C23, 5048 y las cepas KP1 (+)
Choachi y H14 de T. rangeli. Luego de amplificar, clonar y secuenciar la region
respectiva de las cepas KP1 (-) 5048 y Tre y de la cepa KP1 (+) Choachi, las
secuencias obtenidas fueron analizadas junto con las ya reportadas para las cepas
KP1 (-) C23 y la cepa KP1 (+) H14.

Los resultados mostraron como todas las cepas KP1 (-) del parasito (Tre, C23,

5048) se agrupan en un clado aparte de las cepas KP1 (+) (Choachi y H14) y de
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Trypanosoma cruzi, organismo utilizado como grupo raiz externo. De la misma
manera, fue posible comparar estas secuencias con las reportadas para cepas de 7.
cruzi, T. brucei y Leishmania infantum donde fue posible observar una mayor
cercania filogenética entre 7. rangeli y T. cruzi que con respecto a 7. brucei el
cual es transmitido por saliva y segiun resultados previos se relacionaba mas

cercanamente a 7. rangeli.

Estos resultados constituyen la primera evidencia de secuencias nucleares que
apoyan la subdivision de 7. rangeli en las poblaciones KP1 (-) y KP1 (+), asi
como soportan la hipdtesis acerca de la aparicion de las cepas KP1 (-) a partir de
una posible divergencia temprana presente en las cepas KP1 (+) mediante un
fenomeno de simplificacion génica como pudo haber sucedido con la delecion del

minicirculo KP1 en el ADN del cinetoplasto.
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1. INTRODUCCION

Trypanosoma rangeli es un pardsito protozoario hemoflagelado que con
frecuencia puede infectar al hombre, animales silvestres, domésticos e insectos
vectores en distintas regiones del centro y sur de América (Guhl & Vallejo, 2003);
donde hasta el momento no se ha demostrado ser patogeno para el huésped
humano, contrario a lo que sucede con Trypanosoma cruzi el agente causal de la
enfermedad de Chagas, con quien comparte vectores, reservorios y ubicacion
geografica provocando infecciones mixtas tanto en el hospedero vertebrado como
en los insectos transmisores de ambos protozoarios, dificultando la identificacion
morfologica de las especies (Vallejo et al, 1988) y originando reacciones
serologicas cruzadas que complican el diagndstico especifico de la infeccion

chagasica (Guhl & Marinkelle, 1982; Guhl et al., 1987).

Por lo anterior, este pardsito genera importantes consecuencias practicas en la
epidemiologia de la enfermedad de Chagas, pues la presencia de 7. rangeli en las
areas endémicas de 7. cruzi plantea la necesidad de desarrollar metodologias que
garanticen el acertado diagnodstico de la enfermedad (Vallejo ef al., 2000b). Asi
mismo, resulta de gran interés el estudio de las caracteristicas genotipicas de 7.
rangeli con el fin de dilucidar el panorama evolutivo, filogenético y biologico de
dicho parésito. De esta forma, se han utilizado herramientas bioquimicas y

moleculares que evidencian variabilidad entre los individuos de esta especie.

Utilizando amplificacion del ADNk (ADN del Cinetoplasto), en Colombia se han
detectado dos grupos de 7. rangeli molecularmente diferentes. Un grupo de cepas
aisladas de Rhodnius prolixus presentan tres clases de minicirculos en el ADNk
denominados KP1, KP2 y KP3, mientras que las cepas aisladas de Rhodnius
colombiensis presentan solamente dos clases denominados KP2 y KP3. Esta
diferencia molecular ha sido evidenciada mediante la técnica de PCR y técnicas
de hibridizacion en mas de 50 cepas de diferente origen geografico en Colombia

(Vallejo et al., 2002a; 2003; Urrea et al., 2005).
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A su vez se ha determinado que las cepas KP1 (+) se asocian con la linea
evolutiva del vector R. prolixus, mientras que las cepas KP1 (-) se asocian con los
triatdbminos del grupo ‘pallescens’ (R. colombiensis, R. ecuadoriensis y R.

pallescens) (Urrea et al., 2005; Vallejo et al., 2007).

Los anteriores estudios, indican que las cepas aisladas de estos triatdbminos no
solamente difieren en la clase de minicirculo que portan, sino que la diversidad se
extiende a otras caracteristicas moleculares y biologicas (Vallejo et al., 2000 b),
de manera que se ha propuesto la division de 7. rangeli en dos grupos: grupo 1, al
cual pertenecen las cepas que no portan el minicirculo KP1 [KP1 (-)] y grupo 2, al
cual pertenecen las cepas que portan el minicirculo KP1 [KP1(+)] (Vallejo et al.,
2002).

Teniendo en cuenta que estudios moleculares postulan a la proteina Histona H2A
de T. rangeli como un marcador molecular de las poblaciones KP1 (+) y KP1 (-)
del flagelado (Puerta et al., 2000; Cuervo et al., 2006); en el presente trabajo se
utilizé la secuencia intergénica de la Histona H2A, como base molecular para
establecer evidencias que se sumen a las ya existentes para sustentar la

clasificacion de 7. rangeli en cepas KP1 (+) y KP1 (-).
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2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de Trypanosoma rangeli

Trypanosoma rangeli es un protozoo flagelado del hombre y otros vertebrados,
caracterizado por tener una morfologia similar a Trypanosoma lewisi, especie del
subgénero Herpetosoma transmitida principalmente por las heces del vector (D’

Alessandro & Gore - Saravia, 1999).

La forma sanguinea de 7. rangeli es delgada y mide alrededor de 26 a 34 um de
longitud incluyendo el flagelo libre. Tiene un cinetoplasto pequefio y subterminal,
caracteristica que al microscopio permite diferenciarlo de 7. cruzi al menos en los
parésitos con morfologia caracteristica. El nticleo esta situado cerca a la mitad del

cuerpo y la membrana ondulatoria esta bien definida (Fig. 1) (Cuba, 1998).

T. rangeli se considera un pardsito de importancia médica y epidemioldgica
debido a que presenta alto grado de reactividad inmunoldgica cruzada con T.
cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, interfiriendo en su diagnéstico

serologico (Guhl & Vallejo, 2003).

2.1.1. Estadios morfologicos de 7. rangeli
Morfologicamente es posible distinguir en el ciclo vital de 7. rangeli las

siguientes formas:

2.1.1.1.  En el huésped vertebrado:
- Tripomastigotes sanguineos circulantes que no se multiplican, en la opinién de

la gran mayoria de autores (Guhl & Vallejo, 2003).

2.1.1.2. En el huésped invertebrado o triatdminos vectores:
- Fase intestinal (intestino anterior o "estdémago", medio y posterior): Se describen

las siguientes formas: amastigotes, epimastigotes (cortos, medianos y largos),
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esferomastigotes y tripomastigotes largos y cortos. Tripomastigotes cortos
diferentes a los tripanosomas metaciclicas presentes en glandulas salivares,
pueden ser encontrados en el recto y ser evacuadas con las heces (D’ Alessandro &

Gore-Saravia 1999).

- Fase hemolinfatica y de parasitismo intracelular de los hemocitos: Los
flagelados que parasitan libremente la hemolinfa son formas tripomastigotes,
epimastigotes (cortos, medianos y muy largos) y tripomastigotes. Grandes masas
de flagelados en activa division binaria longitudinal y también en division
multiple, son observadas. En paralelo, formas intracelulares, esferomastigotes y
tripomastigotes, contenidas en el citoplasma muy vacuolizado de los hemocitos

son facilmente observables en los triatdbminos vectores naturales (Cuba, 1998).

- Fase en glandulas salivares: En las glandulas salivares del insecto se encuentran

las formas tripomastigotes metaciclicas infectivas de 7. rangeli (Cuba, 1998).

2.1.1.3. Caracteristicas principales de cada uno de los estadios morfoldgicos:

- Epimastigote: (20-40 x 2 pm) Forma elongada en la que el flagelo se origina
préximo y por delante del niicleo, emerge por un costado del cuerpo arrastrando la
membrana citoplasmaética en un corto trayecto dando la imagen de una membrana
ondulante corta y se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el
vector y en cultivos axénicos y constituye una de las formas proliferativas de 7.
rangeli. Es también la forma de mas facil cultivo in vitro (Cuba, 1998).

- Amastigote: (2 - 4 um) Forma esférica u ovalada que carece de flagelo libre y
tiene capacidad replicativa (Cuba, 1998).

- Tripomastigote: (20 x 25 um) Forma elongada con el cinetoplasto situado por
detrés del nucleo; el flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del
cuerpo, se libera por el extremo anterior creando la imagen de una membrana
ondulante de importante extension; este estadio esta presente en la circulacion del
mamifero (tripomastigote circulante) y carece de capacidad replicativa (Rodriguez

et al., 2004).
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Fig. 1. Trypanosoma rangeli (Choachi-2V) en hemolinfa de Rhodnius prolixus, dia 10 post-
infeccion experimental: se observan dos formas metaciclicas (A) y dos epimastigotas (B), tefiidos
por Giemsa, 100x (Palau et al., 2001).

2.1.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida esquematico de 7. rangeli que se presenta en la figura 2, se basa
primordialmente en las observaciones hechas en Rhodnius ecuadoriensis,
triatdbmino que circula en Ecuador y Pert, y en un modelo murino utilizando

cobayas (Cavia porcellus) (Cuba, 1998).

La transmision del parésito se hace principalmente por la picadura del triatomineo
vector conocido en nuestro pais como “pito” (Fig.3), pero también es posible por
la contaminacion con deyecciones del insecto. 7. rangeli se localiza en el vector,
en la porcion delgada del intestino medio y muy poco en el recto (Fig. 3) (Guhl &

Vallejo, 2003).

En el intestino, 7. rangeli se transforma en epimastigote, que mide de 39 a 60
micras de longitud. Estas formas invaden la hemolinfa, donde se multiplican y
llegan a medir hasta 80 micras. Después de 10 a 15 dias de estar en la hemolinfa,
invaden las glandulas salivares donde se transforman en tripomastigotes
metaciclicos, con 13 a 20 micras de longitud (D’Alessandro & Gore-Saravia,

1999; Vallejo & Guhl, 2003).

Por su parte, los huéspedes vertebrados se infectan durante la picadura del insecto

infectado, al inocularle durante la mordida saliva rica en las formas
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metatripomastigotes infectantes (D’Alessandro & Saravia, 1999; Vallejo & Guhl,
2003). Tres dias después de la picadura, los parésitos se agrandan y transforman
en tripomastigotes sanguineos. La forma como estos tripomastigotes se mantienen
en el animal y en el hombre se desconoce hasta el momento, existiendo una gran
controversia acerca de las capacidades replicativas e invasivas de los
tripomastigotes sanguineos (D’Alessandro & Gore-Saravia, 1999; Vallejo &
Guhl, 2003).

Ampoia
rectal

e

/(- - ol
Z o
Tripamastigote
£ Tripomastigote oo
/ sanguines Epirnastigots

Tripomastigate Hemolinfa

rtaciclios

H*$

Fig. 2. Esquema del ciclo bioldgico de Trypanosoma rangeli en sus huéspedes vertebrado e
insecto triatdbmino vector. Se representan las formas mas frecuentemente observadas del flagelado
(Pavia, 2004).

Glandulas
Salivales

2.1.3. Vectores

Los vectores de 7. rangeli comprobados bioldgicamente, son los triatbminos que
en condiciones naturales o experimentales tienen capacidad para desarrollar
tripomastigotes metaciclicos infectantes en sus gldndulas salivares. En 12 de las
15 especies de Rhodnius descritas actualmente, se ha comprobado el desarrollo de
T. rangeli en las glandulas salivares y su capacidad vectorial a través de la
picadura en condiciones naturales o experimentales (Guhl & Vallejo, 2003).

En adicién a estos vectores, solo se ha reportado la infeccion natural de 7. rangeli

en glandulas salivares de Triatoma dimidiata capturados en viviendas humanas de
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Colombia con transmision para el vertebrado por picadura. La simple presencia de
flagelados semejantes a 7. rangeli en el intestino del insecto no constituye una
prueba de la capacidad vectorial del insecto, pues la evidencia definitiva es la
demostracion de los tripomastigotes metaciclicos en las glandulas salivares con

capacidad infectiva para el vertebrado (Vallejo ef al., 2000D).

Los vectores triatomineos se infectan al picar animales que portan el parasito en
sangre, seguido de esto los parasitos se desarrollan en el intestino del insecto
(Guhl & Vallejo, 2003) e invaden el hemocel y glandulas salivares ocasionando
lesiones tales como aumento excesivo de la hemolinfa, procesos anormales de

muda y malformaciones (Kreier & Baker, 1992).

et P--Lﬁi‘

Fig. 3. Rhodnius prolixus (Tomado de http://wikipedia.org/rhodnius.htm).

Los vectores transmisores de 7. rangeli cumplen un papel relevante en la
segregacion de cepas del pardsito con caracteristicas genéticas diversas,
constituyéndose en un modelo bioldgico importante para comprender procesos de
coevolucion entre tripanosoma-triatomino (Urrea ef al., 2005). Es asi, como se ha
podido demostrar la transmision selectiva de algunos genotipos por parte de los
vectores locales, actuando como filtros bioldgicos del parasito (Vallejo et al.,
2007) y sumando evidencias mediante ensayos de RAPDs y morfometria a la
relacion existente entre cepas KP1 (+) aisladas de R. prolixus y cepas KP1 (-)

aisladas de R. ecuadoriensis, colombiensis y pallescens (Vallejo et al., 2007).

Sanchez et al. (2005) demostraron la existencia de un factor tripanolitico en la

hemolinfa de R.prolixus frente a la infeccion experimental con cepas KPI (-)
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aisladas de R. pallescens, ecuadoriensis y colombiensis, lo cual impediria la
circulacion de las cepas KP1 (-) en vectores circulando al oriente de la cordillera
de los andes, confirmando una vez mas el papel de filtro bioldgico que cumplen
los vectores en la dinamica de transmision de los parasitos y la estrecha
asociacion entre las dos subpoblaciones de 7. rangeli y las dos lineas evolutivas

principales del vector Rhodnius.

2.1.4. Reservorios

Las especies del subgénero Herpetosoma suelen tener hospederos especificos, sin
embargo 7. rangeli presenta un amplio rango de reservorios vertebrados
distribuidos en cinco ordenes: Edentata, Marsupialia, Carnivora, Rodentia y
Primates. Diferentes especies que incluyen ratas, ratones, hamster, conejos,
perros, cobayos, murciélagos y primates han sido experimentalmente infectadas

con 7. rangeli (Vallejo et al., 2000b).

2.1.5. Ciclos de transmision
La principal via de transmision del tripanosoma entre sus hospedadores es la
transmision vectorial en la cual se pueden distinguir tres ciclos: el ciclo silvestre,

el ciclo doméstico y el ciclo peridoméstico (Rodriguez et al., 2004).

El ciclo silvestre o ciclo primitivo del tripanosoma es de naturaleza
eminentemente zoondtica, donde el protozoario circula entre vectores y
reservorios silvestres a lo largo de la mayor parte del continente americano desde
hace millones de afos. La tripanosomiasis silvestre prefiere ambientes
ecologicamente cerrados o semiabiertos, variando en las proporciones de
hospederos a vectores dependiendo de una serie de factores como el clima, altitud,
humedad, caracteristicas fauno floristicas y disponibilidad de alimentos

(Rodriguez et al., 2004).

En el ciclo doméstico el hombre sobresale como principal reservorio de la
infeccion, llevando al parésito hacia las zonas urbanas y hacia nuevas regiones y

paises no endémicos, tal como sucede con 7. cruzi donde es posible hacer una
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asociacion entre su tipo de transmision y los linajes actualmente descritos (Triana

et al., 20006).

En el ciclo peridoméstico intervienen mamiferos (roedores domésticos,
marsupiales, gatos, perros) que libremente entran y salen de las residencias y los
triatomineos silvestres que son atraidos por la luz de las casas y por el alimento.
Este ciclo sirve de unién a los ciclos silvestre y doméstico, aunque algunos

autores lo incluyen en el ciclo doméstico (Rodriguez et al., 2004).

En este contexto es posible encontrar el parasito en distintas regiones de
Latinoamérica, albergdndose en mamiferos de medio y pequeio tamafo y en los
insectos vectores. Entre otros, prevalecen aquellos ecosistemas donde los vectores
pueden formar sus colonias tales como palmeras, cocos, troncos, pedregales, etc.
Se trata de un estado de equilibrio desarrollado a través de una larga adaptacion
que se traduce en la baja o ninguna accion patogénica del protozoario sobre sus

hospederos naturales vertebrados (Rodriguez et al., 2004).

2.2. Caracteristicas taxonomicas

La clasificacion sistematica de estos parasitos de acuerdo con Maslov et al.,

(2001) se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxondémica del parasito en estudio.

CLASIFICACION
Super Reino Eukarya
Reino Protista
Phylum Euglenozoa
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Herpetosoma
Especie rangeli
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Tradicionalmente, 7. rangeli ha sido clasificado en el subgénero Herpetosoma,
junto con T. lewisi, la especie mas importante de este subgénero. Dos secciones
sin estado taxonomico fueron creadas por Hoare (1972), para separar los
tripanosomas cuyo desarrollo ocurre exclusivamente en el intestino de los
vectores y son transmitidos por heces (Stercoraria), de los tripanosomas
transmitidos por medio de la inoculaciéon de formas metaciclicas en la saliva de
las moscas TSE — TSE (Salivaria) (Da Silva et al., 2004). En este sentido, 7.
rangeli a pesar de ser también transmitido por la saliva, se ubica en la seccion

Stercoraria junto con T. lewisi.

Para que un tripanosoma sea considerado como 7. rangeli “sensu-estricto”, debe
presentar una morfologia en la sangre del vertebrado compatible con la
morfologia del subgénero Herpetosoma y debe infectar a los triatdbminos vectores
con formacidén de tripomastigotes metaciclicos infectantes en las glandulas

salivares (Fig. 1).

De conformidad con lo anterior, los flagelados con morfologia del subgénero
Herpetosoma aislados del intestino en los triatdbminos vectores o de la sangre en
los vertebrados, capaces de desarrollarse en el intestino, pero incapaces de invadir
la hemolinfa y producir tripomastigotes metaciclicos en las glandulas salivares de
vectores triatdbminos bioldgicamente comprobados, no podran ser considerados
como 7. rangeli, siendo definidos como similares a 7. rangeli o rangeliformes (7.

rangeli-like) (Vallejo et al., 2000Db).

Contribuyendo a esclarecer la posicion taxonomica de 7. rangeli se han analizado
las relaciones filogéneticas entre aislados de 7. rangeli procedentes de humanos,
mamiferos silvestres y vectores originarios de diferentes zonas geograficas
comparando el ADN de la subunidad pequefia del ARN ribosomal (ARNT). Los
resultados obtenidos indican que el subgénero Herpetosoma es polifilético y
soporta fuertemente la division de este grupo en dos linajes monofiléticos, uno a
partir de 7. rangeli junto con especies relacionadas y otro conformado por T.

lewisi y taxones relacionados (Da Silva et al., 2004).
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En contraste con lo anterior, Afiez (1982) propuso remover a 7. rangeli del
subgénero Herpetosoma creando el subgénero Tejeraia dentro de la seccion

Salivaria.

De esta forma se propone la validacion del subgénero Herpetosoma como un
taxon conformado solo por especies del grupo lewisi y el mantenimiento de 7.
lewisi como la especie tipo de este subgénero; ademads la clasificacion de T.
rangeli, T. rangeli-like y especies relacionadas en un grupo 7. rangeli relacionado
mas cercanamente a las especies del subgénero Schizotrypanum (T. cruzi) que del

Herpetosoma (T. lewisi) o Trypanozoon (T. brucei) (Da Silva et al., 2004).

2.3.  ADNK (ADN del Cinetoplasto)

En los paises latinoamericanos en donde 7. cruzi y T. rangeli se presentan en los
mismos reservorios y son transmitidos al hombre por los mismos vectores, es de
gran importancia el desarrollo de metodologias que permitan la caracterizacion y
el diagnostico diferencial de los dos parasitos. Donde las secuencias de ADNk o
ADN del cinetoplasto se han utilizado para el diagnostico y caracterizacion de

estos tripanosomatidos, de ahi la importancia de su estudio (Vallejo, 1998).

Este particular ADN representa el genoma mitocondrial y constituye entre el 10 y
el 20 % del ADN total. Est4 conformado por una compleja red, que en cada célula
contiene entre 5000 y 10000 minicirculos y 50 maxicirculos concatenados entre si
(Thomas et al., 1993). Los maxicirculos son similares al ADN mitocondrial de los
eucariotas superiores y codifican ARNs ribosomales y proteinas involucradas en
la cadena respiratoria que tiene lugar en la mitocondria. Por su parte los,
minicirculos codifican para los ARNs guias involucrados en el proceso de edicion
del ARN mensajero (ARNm) de los genes mitocondriales. Todos los minicirculos
presentan por lo menos una region conservada que varia entre 100 y 200 pb. En T.
cruzi existen cuatro copias de la region conservada dispuestas en angulos de 90°

como sucede en el minicirculo KP3 de 7. rangeli (Fig. 4) (Guhl & Vallejo, 2003).
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Sorpresivamente, 7. rangeli es hasta ahora el Gnico tripanosomatido en el cual se
ha podido comprobar la existencia de minicirculos con una, dos y cuatro regiones
conservadas (Fig. 4) en una misma cepa del parasito (Vallejo, 1998). Es asi como
los minicirculos con una sola regién conservada, denominados KP1, tienen un
tamafio de 165 pb (Vallejo et al., 1997), mientras que los que poseen dos regiones
o KP2, poseen 1,6 kb (Vallejo, 1998) y los minicirculos con 4 regiones
conservadas o KP3, tienen un tamaio de 1600 pb (Vallejo, et al., 1997).

La presencia de cada tipo de minicirculo en el parasito se detecta por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los cebadores S35, S36 y KP1L, en
donde los productos de amplificacion de 165 pb corresponden al minicirculo KP1,
en tanto que los fragmentos de 760 pb y 300 — 450 pb corresponden a los
minicirculos KP2 y KP3, respectivamente (Vallejo et al., 2002).

Utilizando la amplificacion del ADNk como marcador molecular, en Colombia se
han detectado dos grupos de 7. rangeli molecularmente diferentes. Un grupo de
cepas aisladas de Rhodnius prolixus que presentan tres clases de minicirculos de
ADNk denominados KP1, KP2 y KP3 y otro grupo de cepas aisladas de Rhodnius
colombiensis que presentan solamente los minicirculos KP2 y KP3 (Vallejo et al.,

2000 b).

Estudios de Vallejo, (1998); Vallejo et al. (2000 a y b); (2002) y (2003) en el
Departamento del Tolima, sugieren la existencia de estas variantes poblacionales
en una misma region geografica, llegando a sugerir la division de 7. rangeli en
dos grupos molecularmente diferentes: cepas KP1 (-) pertenecientes al grupo 1y

cepas KP1 (+), al grupo 2, cada uno con caracteristicas biologicas y bioquimicas

diferentes (Tabla 2).

Al parecer, las especies de 7. rangeli han coevolucionado con las especies de
Rhodnius, pues las cepas de 7. rangeli aisladas de R. pallescens, R.

ecuadoriensis, R. colombiensis en Colombia presentan el perfil de 7. rangeli 1
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KP1 (-) y las cepas de T. rangeli asiladas de R. prolixus, el perfil de T. rangeli 2
KP1 (+) (Vallejo et al., 2003).

Fig. 4. Representacion esquematica de los minicirculos KP1, KP2 y KP3 de Trypanosoma rangeli.
Los bloques representan las regiones conservadas de cada uno de los minicirculos (Adaptado de
Vallejo et al., 1998).

De igual forma se establecid una asociacion molecular entre los resultados
obtenidos por PCR usando el ADNk y el gen mini-exon, donde las cepas del
grupo KP1 (+) amplifican un producto de 340 pb para este ultimo gen y las cepas
KP1 (-) amplifican una banda de 380 pb (Urrea et al., 2005).

Los estudios de co-evolucion de los parésitos y sus hospederos constituyen un
topico central en la parasitologia porque aportan importante informacion para
comprender la filogenia, la adaptacion y la especificidad de los parasitos a sus
hospederos. Es asi como las interacciones entre las subpoblaciones de 7. rangeli y
las diferentes especies del género Rhodnius constituyen importantes modelos para

los estudios de co-evolucion.

Finalmente, Maia Da Silva et al., (2004) estudiando la presencia de polimorfismo
en las secuencias del ARNr, encontraron que las poblaciones de 7. rangeli se
distribuyen en cuatro grupos: Grupo A, compuesto de aislados de Colombia,
Venezuela, Honduras y Brasil (Rondonia e Islas Marajo); grupo B formado
exclusivamente por aislados de Acre, Amazonas y Rio Negro medio en Brasil,
grupo C constituido por aislados de Panama, el Salvador y Colombia; y grupo D

representado por el aislado SC 58 de Santa Catarina en Brasil.
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Tabla 2. Caracteristicas de los grupos 1 y 2 de 7. rangeli.

Grupo 1 Grupo 2 Referencias
c Vallejo et al., 1998;
Minicirculo KP1 Ausente Presente 2002: 2003
Amplificacion del Carranza et al., 2001,
gen mini-exon 380 pb 340pb Vallejo et al., 2003
R. colombiensis
R. pallescens
Vectores R. ecuadoriensis R. prolixus Vallejo et al., 2000 ay b

% Lisis mediada
por el complemento
Afinidad por
Lectinas (Phytolaca
americana)
Produccion de
Neuraminidasa
Reactividad cruzada
antigénica

P. megistus
P. geniculatus

0-5,5%

Negativo

Mayor

Si

26,60 -31,4 %

Positivo

Menor

Si

Bernal et al., 2001

Bernal et al., 2001

Bernal et al., 2001

Ayala et al., 2001

2.4. Variabilidad de 7. rangeli

Las primeras evidencias de variabilidad entre aislados de este parasito fueron

reportadas por Zeledén, (1965) y mas tarde por Souza, (1966), quienes

encontraron que las cepas de 7. rangeli aisladas en Panamad, a diferencia de las

aisladas en Colombia y Venezuela, no se desarrollaban en el vector Rhodnius

prolixus, sino en Rhodnius pallescens. Desde entonces, se han realizado diversos

estudios tendientes a dilucidar el grado de polimorfismo de 7. rangeli.

2.4.1. Bioquimica

Varios métodos bioquimicos se han aplicado a la caracterizacion de 7. rangeli.

Entre ellos se destacan la sensibilidad a la lisis mediada por el complemento, la

caracterizacion de los azucares de superficie utilizando lectinas, la produccion de
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neuraminidasa, la caracterizacion antigénica y el analisis de isoenzimas (Vallejo ef

al., 2000b).

2.4.1.1. Respuesta a la lisis mediada por el complemento

En contraste con los epimastigotes de cultivo de 7. cruzi los epimastigotes de
cultivo de T. rangeli son resistentes a la lisis mediada por el complemento
activado por la via alterna. Esta diferencia en la susceptibilidad a la lisis mediada
por el complemento ha sido utilizada para diferenciar las dos especies en cultivo a

nivel del intestino del vector (Schotellus & Muller, 1984; Marinkelle ef al., 1985).

No obstante, se ha observado que el comportamiento frente al complemento varia
segun la cepa de T. rangeli, es asi como las cepas KP1 (-) presentan un mayor
porcentaje de resistencia a la lisis mediada por el complemento que las KP1 (+)

(Tabla 2) (Bernal et al., 2001).

2.4.1.2. Isoenzimas

Los estudios realizados con Trypanosoma rangeli son escasos y ademads en cada
estudio se ha utilizado un nimero pequeio de cepas. Holguin et al, (1987)
analizaron cepas de 7. rangeli de ciclos selvaticos y doméstico en Colombia.
Estos autores estudiaron 14 enzimas: Glucosa fosfato isomerasa (GPI), Fosfoenol
piruvato sintasa (PEP), Manosa 6-Fosfato Isomerasa (MPI), Fosfoglucomutasa
(PGM), Alanina amino transferasa (ALAT), Aspartato aminotransferasa (ASAT),
Aconitato hidratasa (ACON), Malato deshidrogenada (MDH), Piruvato Quinasa
(PK), Isocitrato deshidrogenasa (ICD), Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD),
Lactato deshidrogenasa (LDH), Fosfoglucoquinasa (PGK) y la Enzima malica
(ME). Los autores encontraron que solo la enzima Isocitrato deshidrogenasa
(ICD) mostré alguna variacion, indicando que las isoenzimas no conseguian
diferenciar las cepas domésticas de las silvestres, contrario a lo sucedido con 7.

cruzi (Vallejo et al., 2000b).

Diferentes estudios de perfiles isoenzimaticos de cepas de 7. rangeli indican que

estos perfiles son menos similares cuando la distancia geografica de los lugares de
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los aislados se incrementa. Los parasitos aislados de Colombia, Venezuela y
Honduras muestran menor variabilidad con respecto al patron isoenzimatico
comparado con los aislados de Santa Catarina - Brasil (Steindel et al., 1992;

1994).

2.4.1.3. Neuroaminidasa

Pereira & Moss (1985), reportaron que los epimastigotes de cultivo de 7. rangeli a
diferencia de los de 7. cruzi, producen neuraminidasas en cantidades facilmente
detectables. Consecuentemente, esta enzima es un importante marcador

bioquimico que permite la diferenciacion de las dos especies de flagelados.

Llamativamente, estudios de Vallejo & Guhl 2003, sugieren que las cepas de T.

rangeli varian en la produccion de neuroaminidasa, donde en las cepas KP1 (+) es

menor que en las KP1 (-) (Tabla 2) (Bernal ef al., 2001).

2.4.1.4. Lectinas

Varios investigadores han caracterizado los azucares de superficie de 7. cruzi y T.
rangeli mediante afinidad especifica con varias lectinas. Se ha encontrado que los
epimastigotes de 7. cruzi y T. rangeli presentan manosa y glucosa en su superficie
celular, presentando aglutinacion comuin con las lectinas de Cannavalla
ensiformis. No obstante, la presencia de residuos de N — Acetilgalactosamina en la
superficie de 7. rangeli permite aglutinacion especifica por las lectinas de Vicia

villosa y Phytolaca americana (De Miranda Santos & Pereira, 1984).

De especial interés es el hecho de que tal como se observa en la tabla 2, existen
diferencias entre las cepas del grupo 1 y grupo 2 de 7. rangeli en su afinidad por
las lectinas, como es el caso de las lectinas de Phytolaca americana, las cuales
muestran un mayor porcentaje de aglutinacion con la cepas de 7. rangeli 2 o KP1

(+) (Bernal et al., 2001).
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2.4.2. Genética

Durante mas de tres décadas los investigadores han detectado variabilidad en la
biologia de las poblaciones de 7. rangeli de diferentes origenes geograficos.
Tratando de comprender esta variabilidad se han aplicado técnicas bioquimicas y
moleculares para la caracterizaciéon de estas poblaciones. Asi por ejemplo los
estudios de huella digital del ADN por Macedo et al, (1993) mostraron
diferencias genéticas entre las cepas de Brasil y las aisladas en Honduras,

Colombia y Venezuela.

Estudios realizados por Steindel et al.,, (1994) empleando técnicas de
amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD) y analisis de isoenzimas
también revelaron dos grupos distintos de cepas de 7. rangeli, uno formado por
las cepas de Santa Catarina (Brasil) y el otro, por las cepas procedentes de
Colombia, Honduras y Venezuela, confirméndose lo reportado en el estudio

anterior.

Grisard et al., (1999) determino la existencia de variabilidad en las secuencias del
gen mini-exon entre las cepas de estos paises, confirmando entonces los anteriores
estudios, seglin los cuales las cepas oriundas de Centro América y la region Norte

de Sur América difieren de las cepas del Brasil.

Estudios realizados por Henriksson et al, (1996) y Toaldo et al, (2001),
analizando cariotipos moleculares de varias cepas de 7. rangeli han mostrado una
variacion en el tamafio de las bandas cromosémicas desde 400 kb hasta 2900 kb
revelando polimorfismo cromosémico entre cepas aisladas de El Salvador,
Honduras, Venezuela, Colombia y Panama y cepas del sur del Brasil.

Por otro lado, segun lo demostrado por Beltrame-Botelho et al., (2004) al utilizar
los espaciadores internos transcritos (ITS) de la subunidad 5,8 S en el ADNr de
distintas especies de 7. rangeli, se establecidé este como un marcador util en la
diferencia inter-especies con tripanosomatidos como 7. cruzi, pero no arrojo

evidencias significativas que permitan agrupar las cepas de 7. rangeli en los dos
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grupos moleculares ya caracterizados, formando una tnica agrupaciéon con alta

confidencia por las minimas diferencias encontradas.

2.5. Histonas

Las histonas son proteinas estructurales que juegan un importante rol en la
organizacion y funcion del ADN dentro del ntcleo eucariotico. Ellas son proteinas
altamente basicas y extremadamente conservadas a lo largo de la escala evolutiva
(Cummings et al., 2005). Las histonas se asocian con el ADN en todas las c€lulas
eucaridticas y permiten su empaquetamiento en los nucleosomas, la unidad
estructural basica de la cromatina. El nticleo central de los nucleosomas consiste
de un complejo octamérico de cuatro histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Fig. 5B),
asociado a un fragmento de ADN de 146 pb, que envuelve al octamero (Lewin,

2004).

Una quinta Histona, H1, se sit@ia por fuera del octimero, en el ADN enlazante,
sellando dos giros completos de ADN (Fig. 5A) (Galanti et al, 1998) y se
presenta con mayor variabilidad de secuencia y tamafo en distintas especies o
tejidos, mientras que las otras cuatro estan altamente conservadas (Luque &
Herraez, 2001).

Una vez formados los nucleosomas, estos se condensan formando fibras de 10 y
30 nm. Estas fibras poseen un enrollamiento helicoidal que da lugar a una
estructura de solenoide, el cual contiene 6 nucleosomas por vuelta y se organiza
en un orden de estructura superior formando gigantescos ‘loops’, los cuales
constituyen el componente basico tanto de la cromatina en interfase, como de los
cromosomas mitoticos (Lewin, 2004).

Recientemente, ha sido descrito como las histonas no solamente desarrollan un
papel fundamental en el empaquetamiento del ADN, sino que intervienen en los
eventos que requieren de un cambio en la configuracion de la cromatina:
recombinacion, replicacion, reparacion del ADN vy transcripcién. Por ejemplo,
durante la transcripcion de algunos genes, se ha visto que la acetilacion de los

residuos de lisina de ciertas histonas, mediada por la enzima histona
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acetiltransferasa, participa en la induccion de la expresion de los mismos (Wolffe

& Hayes, 1999).

Mucleosome “bead”
(8 histone molecules +
146 nucleotide pairs of DNA)

Fig. 5. A) Representacion esquematica del nucleosoma constituido por dos copias de las Histonas
(H2A, H2B, H3, H4) formando un octamero alrededor del cual se enlaza el ADN, la quinta histona
HI se ubica en el exterior de la estructura. B) El nucleo de histonas se sefialan y se muestra como
se enlaza cada uno de los nucleosomas a través del ADN ‘linker’ (Cummings ef al., 2005).

2.5.1. Histona H2A en T. rangeli

Segun lo reportado por Puerta et al., (2000) el locus codificante para la histona
H2A en la cepa C23 KP1 (-) de T. rangeli estd conformado por lo menos de 11
unidades génicas de 790 nucleotidos (nts) de longitud, organizadas en tandem y
localizadas en un tnico cromosoma de aproximadamente 1,9 mb. Las unidades
génicas activamente se transcriben en un ARNm de 700 nts, los cuales se

encuentran poliadenilados.

En contraste, en 7. cruzi, existen dos tipos de unidades codificantes para la histona
H2A: 0,76 y 1,2 kb, las cuales basicamente difieren en la insercion de una
secuencia del tipo ‘Short Interspersed Nucleotide Element’ (SINE) en la regién 3’
no traducida de las unidades de 1,2 kb, y dan origen a su vez, a dos tipos de
transcritos diferentes, los cuales adicionalmente se regulan diferencialmente

durante el ciclo celular del parasito (Marafion ef al., 2000).
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De otra parte, la histona H2A de 7. rangeli de la cepa C23 (Tabla 3) es una
proteina de 135 aminodcidos que tiene tedricamente un punto isoelectrico de
12,12 y un peso molecular de 14,45 kDa (Asford & Horn, 2004). Analisis
comparativo de esta secuencia con la histona H2A de T. cruzi, Leishmania
infantum, Crithidia fasciculata y humano, muestra un 94, 76, 74 y 50 % de
identidad, respectivamente (Puerta et al., 2000).

Estudios recientes de Cuervo et al, (2004; 2006), mostraron que los genes
codificantes para la histona H2A en la cepa H14 KP1 (+) del parasito,
basicamente comparten la misma region codificante, con un 99,5 % de identidad.
Por el contrario, la region intergénica tiene un 5 % de divergencia (Fig. 6). Con
base en estos resultados, se estandarizd una prueba de PCR — ‘Low Stringer

Single Primer’ (LSSP) para distinguir entre cepas de 7. rangeli KP1 (+) y KP1 (-).

Otra diferencia importante entre estas cepas KP1 (+) y KP1 (-) del parasito es la
localizacion cromosémica de los genes H2A, por cuanto el analisis de
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) revel6 que en las cepas Choachi y
H14, KP1 (+), los genes H2A estan localizados en dos cromosomas de 1,1 y 1,9
mb, mientras que en las cepas Tre y 5048 KP1 (-) estan localizados en
cromosomas de 1,7 y 1,9 mb (Tabla 3) (Cuervo et al., 2006). Resultados similares

fueron encontrados para el gen KMP-11 (Uruena et al., 2004; Diez et al., 2005).
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Fig. 6. Alineamiento de la region intergénica de la Histona H2A entre las cepas C23 KP1 (-) y
H14 KP1 (+) de T. rangeli, segin las secuencias reportadas en el GenBank (No de acceso:
AF169130, y AY 147905 respectivamente). En rojo se denota el iniciador H14 IntF y en azul se
denota el iniciador H14 IntR los cuales amplifican un fragmento de aproximadamente 310 pb.

2.6. Aproximaciones filogenéticas

Segun Li (1997), los datos moleculares, en particular las secuencias de ADN son
herramientas mas poderosas que los datos morfologicos y fisicos en los estudios
evolutivos, ya que estos construyen las caracteristicas fenotipicas de un individuo,
sus datos son mucho mas manejables para tratamientos cuantitativos y son mas

abundantes, lo cual es especificamente 1til en el estudio de microorganismos.

Los arboles filogenéticos sirven para ilustrar las relaciones evolutivas entre un
grupo de organismos, este se compone de nudos y ramas, donde una rama conecta
dos nudos adyacentes, los nudos representan las unidades taxondmicas (especies,
poblaciones, individuos o genes) y las ramas definen las relaciones entre las
unidades en términos de descendiente y ancestro, el patrén de ordenamiento de
estas ramas se conoce como topologia y la longitud de la rama usualmente

representa el nimero de cambios que han ocurrido en la rama (Nei, 1987).

Dichos arboles pueden ser enraizados o sin raiz, en los primeros existe un nudo

particular llamado raiz, desde el cual una Unica ruta lleva a algin otro nudo. La
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direccion de cada ruta corresponde al tiempo evolutivo, y la raiz (outgroup) es el
ancestro comun de todas las unidades taxonomicas operativas (OTUs) bajo
estudio. Un arbol sin raiz es un arbol que solo especifica las relaciones entre los
OTUs, pero no define la ruta evolutiva, los arboles sin raiz no hacen suposiciones

0 requieren conocimiento acerca de ancestros comunes (Li, 1997).

Un grupo de taxa se dice ser monofilético si estos son derivados desde un ancestro
comun unico, pero se le llama polifilético si estos son derivados desde mas de un
ancestro comtin. También es posible llamar un grupo como parafilético si los
taxones son derivados desde un ancestro comun, pero el grupo no incluye todos
los taxones descendientes del mismo ancestro comun (Li, 1997). En estudios de
filogenética es importante la identificacion de clados, un clado es definido como
un grupo monofilético que incluye todas las especies descendientes del ancestro

comun (Nei, 1987).

Autores como Nei, (1987) y Felsenstein, (1988) han propuesto distintos métodos
para reconstruir arboles, porque un tinico método no se desarrolla bien bajo todas
las circunstancias. Estos métodos pueden ser clasificados en cuatro tipos: métodos
de matriz de distancia, métodos de méaxima parsimonia, métodos de maxima
verosimilitud y métodos bayesianos. En los métodos de matriz de distancia, las
distancias evolutivas (nimeros de nucledtidos o sustituciones de aminoacidos
entre secuencias) son computadas para todos los pares de taxones y el arbol
filogenético es construido usando un algoritmo basado sobre algunas relaciones
funcionales entre los valores de distancia. En los métodos de maxima parsimonia,
son usados los caracteres de estado (la posicion del nucleodtido o el aminoacido) y
la ruta mas corta que conduce a estos caracteres de estado es escogida como el
mejor arbol. En el método de maxima verosimilitud se busca el valor maximo
para las configuraciones de estado de caracter entre las secuencias en estudio para
cada arbol posible y escoge como arbol preferido aquel con el valor de ML mas

grande (Li, 1997).
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Una gran controversia ha sido desarrollada en taxonomia, la cual se basa en la
disputa entre cladistas y feneticistas, el termino cladistico puede ser definido
como el estudio de las rutas de la evolucion, en otras palabras, estan interesados
en cuantas ramas hay entre un grupo de organismos, cual rama se conecta con otra
y cual es la secuencia en el ordenamiento de las ramas. Un cladograma es un arbol
que representa las relaciones entre ancestro y descendiente, refiriéndose a la

topologia de un arbol filogenético enraizado (Avise, 1994).

Por otro lado, la fenética es el estudio de las relaciones entre un grupo de
organismos sobre la base del grado de similaridad ente ellos, bien sea por su
similaridad molecular, fenotipica o anatomica y el arbol que expresa estas
relaciones fenéticas es llamado fenograma, el cual puede servir como un indicador
de relaciones cladisticas y no necesariamente es idéntico al cladograma. Si hay
relacion lineal entre el tiempo de divergencia y el grado de divergencia genética (o
morfologica), los dos tipos de arboles podrian ser idénticos el uno con el otro

(Avise, 1994).

2.6.1. Métodos de distancia

Estos métodos se fundamentan en la idea de que al poder conocer la distancia
evolutiva actual entre todos los miembros de un grupo de secuencias, es posible
reconstruir la historia evolutiva de estas secuencias, basada en las relaciones entre

las distancias presentes en el arbol (Tabla 4) (Page & Holmes, 2000).

Considerando los métodos de distancia, es posible distinguir entre métodos para
construir arboles y métodos para obtener distancias. Si la estimacion de la
distancia evolutiva es pobre, entonces el desempeiio de un método de distancia
puede ser afectado adversamente, lo cual no puede ser una verdadera reflexion de
los meritos del método para construir el arbol por si mismo. Las mayores
objeciones para los métodos de distancia han sido; que al resumir un grupo de

secuencias por una matriz de distancia en los pares de bases se pierde informacion
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y que las longitudes de las ramas estimadas por estos métodos no pueden ser

interpretables evolutivamente (Page & Holmes, 2000).

2.6.1.1. Método ‘Neighbor-Joining‘(NJ)

Es un método relacionado conceptualmente al andlisis por agrupamiento, pero
también permitido para tasas desiguales de cambios moleculares entre ramas, es
ampliamente usado para la construccion de arboles, el cual combina velocidad
computacional con resultados tUnicos (mas implementaciones dan un arbol

sencillo), estos dos atributos lo han hecho muy atractivo (Page & Holmes, 2000).

Este es un método de agrupamiento mas no un método 6ptimo y asi mismo sufre
de las limitaciones que este no optimiza a criterio de tamafio entre el arbol y los
datos, sin embargo, es un buen método heuristico para estimar la minima
evolucion (ME) del arbol. Una estrategia para encontrar la minima evolucion del
arbol es primero computar el arbol de NJ, después observar si en cualquier
rearreglo local del arbol NJ se produce un arbol mas corto. Esta estrategia no
garantiza encontrar el arbol de ME, pero a menudo estos dos tipos de arboles son

muy similares (Page & Holmes, 2000).

2.6.2. Métodos discretos

En contraste a los métodos de distancia, los métodos discretos operan
directamente sobre las secuencias o en funciones derivadas de estas, mas que
sobre las distancias apareadas (Tabla 4). De alli la procura para evitar la perdida
de informacion que ocurre cuando las secuencias son convertidas a distancias. Los
dos métodos mads discretos son la maxima parsimonia (MP) y la mdxima
verosimilitud (ML); el primero escoge el arbol (o arboles) que requieren los
menores cambios evolutivos, y el ML escoge el arbol (o arboles) que de todos los
arboles es el mas probable de haber producido los datos observados (Page &

Holmes, 2000).
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2.6.2.1. Método Maxima Parsimonia (MP)
El principio de la maxima parsimonia es la bisqueda de un arbol que requiere el
numero mas pequefio de cambios evolutivos para explicar las diferencias

observadas entre los OTUs bajo estudio (Li, 1997).

Los datos para maxima parsimonia comprenden los sitios individuales para cada
nucledtido; para cada sitio, la meta es reconstruir la evolucidon de este sitio sobre
un arbol sujeto a la restriccion de apelar al menor numero de cambios evolutivos
posibles (Page & Holmes, 1998). A este arbol se le conoce como arbol de maxima
parsimonia, cuya particularidad radica en lo que corresponde al arbol con el
numero mas largo de sitios informativos, donde el principio basico radica en
inferir el minimo nimero de sustituciones requeridas para un arbol dado, entre
mas grande sea el nimero de secuencias a trabajar hay muchos mas arboles
posibles para considerar, a su vez que el nimero de sustituciones para cada sitio

informativo (Felsenstein, 2003).

Finalmente, se escogera el arbol o arboles con el nimero minimo de sustituciones
y si existe mas de un arbol parsimonioso, un tnico arbol no podré ser inferido (Li,

1998).

2.6.2.2. Método Maxima Verosimilitud o ‘Maximium Likelihood’ (ML)

El método ML fue desarrollado por Felsenstein (1973, 1981) quien desarrolld
algoritmos ML para aminoacidos o secuencias de nucledtidos; este requiere de un
método probabilistico para el proceso de sustitucion de nucleotidos. Es decir, se
debe especificar la probabilidad de transicion desde un estado de nucledtido a otro

en un intervalo de tiempo en cada rama (Li, 1997).

‘Likelihood’ es la probabilidad de observar los datos dado un modelo particular,
diferentes modelos pueden hacer estos datos mas o menos probables, este método
surge del hecho de poder encontrar la probabilidad de obtener D dado H, en el
contexto de filogenia molecular, D es el grupo de secuencias para comparar y H es

el arbol filogenético, por lo tanto se pretende encontrar la probabilidad de obtener
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las secuencias observadas dado un arbol particular. No se debe confundir el
termino ‘likelihood’ con la probabilidad de que este 4rbol mostrado es el real, mas
bien es la probabilidad de que el arbol se ha ocasionado segin los datos

colectados (Page & Holmes, 1998).

2.6.3. El valor ‘Bootstrap’

Este valor en estadistica es una técnica computacional para estimar parametros
cuando la distribucion es dificil de derivar analiticamente, se ha utilizado
frecuentemente como una manera de estimacion el nivel de confidencia para la
hipotesis filogenética (Li, 1997). Este valor se utiliza como una alternativa de
remuestreo donde el nimero de réplicas seran puestas por el usuario y con base en

este nimero se calculara el porcentaje de confidencialidad para cada rama.

El ‘Bootstrap’ asume que la muestra original puede representar un espacio
original, tanto que cada pseudomuestra puede ser tratada como una muestra real.
Obviamente, para llegar bien a esta suposicion, la muestra original debe ser lo
suficientemente larga. Este remuestreo debe tener un reemplazo, de lo contrario
todas las pseudomuestras son las mismas excepto los sitios que son arreglados en
diferente orden, lo cual no producird ninguna variabilidad entre pseudomuestras

(Li, 1997).

Tabla 4. Algunos de los métodos filogenéticos mas cominmente utilizados, clasificados segun el
tipo de datos usados y el método para construir el arbol (Page & Holmes, 1998).

Tipo de datos

Sitio
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1. Formulacion del problema

La importancia del estudio de 7. rangeli se enmarca en el contexto de su
asociacion con 7. cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas. Esta
enfermedad es una parasitosis caracterizada por la presencia de cardiopatia o
danos intestinales. Es de amplia distribucion en Centro y Sur América,
encontrandose Unicamente en el hemisferio americano desde México hasta el sur

de la Argentina (OMS, 2002).

Estudios encabezados por el Ministerio de Salud, en colaboracion con el Centro
de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Tropical (CIMPAT) de la
Universidad de los Andes, el Centro de Investigaciones de Enfermedades
Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander y el Instituto
Colombiano de Medicina Tropical (ICMT), estimaron que alrededor del 7 % de la
poblacion colombiana estd infectada y que cerca del 23 % estd en alto riesgo de

adquirir la infeccion (Guhl & Nicholls, 2001).

Por otro lado, Trypanosoma rangeli es la segunda especie de tripanosoma que con
frecuencia infecta al hombre en Colombia y en varios paises latinoamericanos,
adquiriendo gran importancia en los Ultimos afios debido a que puede producir
infecciones mixtas con 7. cruzi. Ademas, T. rangeli complica el diagnodstico por
infeccion con 7. cruzi ya que estos parasitos inmunolégicamente presentan
reactividad cruzada. Adicionalmente, la presencia de 7. rangeli en ambos ciclos
de transmision de la enfermedad de Chagas (domiciliar y silvestre) (Vallejo &
Guhl, 2003), hace necesaria la caracterizacién molecular de las cepas de 7. cruzi 'y

T. rangeli.

Asi mismo, estudios recientes demuestran como la inmunizacion de ratones con
cepas de T. rangeli inducen una respuesta protectiva frente al reto con cepas

virulentas de 7. cruzi (Paldu et al., 2003; Basso et al., 2004). De manera que la
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caracterizacion molecular de las cepas de 7. rangeli es determinante con miras a

su utilizacion en estrategias de inmunizacion contra la infeccion por 7. cruzi.

3.2. Preguntas de investigacion

Con base en antecedentes moleculares (Cuervo et al., 2006), se evidencio la
posibilidad de utilizar la region intergénica para la histona H2A en 7. rangeli
como un marcador molecular para las subpoblaciones mencionadas y de esta
forma contribuir con otra herramienta para esclarecer el panorama filogenético de
este organismo, teniendo en cuenta la importancia de este modelo bioldgico a

nivel clinico.

De esta manera, se pretende utilizar la region intergénica del gen H2A como un
marcador molecular que permita distinguir los dos grupos moleculares de T.
rangeli postulados actualmente como cepas KP1 (+) y KP1 (-), donde se puedan
observar diferencias en las secuencias estudiadas que soporten la clasificacion
actual y sea de  util comparacion dentro de la especie y con otros

tripanosomatidos.

3.3. Justificacion de la investigacion

Estudios realizados por Urrea ef al., (2005) observaron mediante técnicas de PCR
e hibridizacion, que la secuencia del minicirculo KP1 estd presente en todas las
cepas de 7. rangeli aisladas del vector R. prolixus, mientras esta ausente en las
cepas aisladas de vectores de la linea evolutiva Pallescens (R. colombiensis, R.
pallescens y R. ecuadoriensis). Estos hallazgos sugieren la existencia de dos
grupos de 7. rangeli molecularmente diferentes y denominados como cepas KP1

(+) y KP1 (-) (Vallejo et al., 2002).
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Bajo este esquema surge la necesidad de estudiar los distintos grupos de 7. rangeli
encontrados y reportados hasta el momento, caracterizando sus aspectos mas
relevantes, teniendo en cuenta la importancia a nivel de diagnostico, genética e
inmunoterapia de este parasito enmarcado en lo correspondiente a la enfermedad

de Chagas, de gran interés en nuestro pais y América latina.

Se estudiara la region no codificante o intergénica de los genes H2A puesto que
dicha region no esta sometida a presion evolutiva de codificar para un producto
protéico funcional y por lo tanto puede acumular mas mutaciones. Sin embargo,
diferentes estudios muestran como la regulacion de la expresion génica en
tripanosomatidos ocurre a nivel post-transcripcional a través de elementos
localizados en esta region (Folgueira ef al., 2005). En este sentido vale la pena
mencionar que estudios recientes en 7. cruzi han demostrado como el analisis de
las secuencias 3" del gen de la calmodulina permite diferenciar los linajes 7. cruzi

Iy T. cruzi 11 de este parasito (Brandao & Fernandez, 2006).
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Utilizar la region intergénica del gen Histona H2A como un marcador
molecular que permita distinguir los dos grupos moleculares de 7.

rangeli postulados actualmente como cepas KP1 (+) y KP1 (-).

Objetivos especificos

Comparar los fragmentos obtenidos de la region intergénica del gen
para la histona H2A entre cepas KP1 (+) y KP1 (-) de Trypanosoma

rangeli.

Observar diferencias en las secuencias que soporten la clasificacion
actual y sea de 1util comparacion dentro de la especie y con otros

tripanosomatidos.

Determinar las relaciones evolutivas presentes entre las secuencias de
T. rangeli empleadas mediante la reconstruccion de arboles

filogenéticos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Metodologia general

Con los objetivos planteados y los antecedentes tedricos previamente descritos, se
elabor¢ el correspondiente disefio experimental el cual se describe de forma global

en la figura 7.

2. EXTRACCION

1.PCR: ADNs Cepas
CHOACHI, TRE, 5048. | 2| °F AD(%E;?L GEL

Iniciadores: H14 INT F/R .

4. ELECTROPORACION 3. LIGACION EN
DE Ecaoli JM109 —  pGEM-T EASY

5. CRECIMIENTO Y
SELECCION DE —

CLONES EN LB-2 (BioRad) (PROMEGA®)
7. EXTRACCION
E#-EHH%E%EL%EEDS DE ADMp POR 8. DIGESTION
OBTENIDOS MINIFPREP COMN EcoRl
(Promega)

9. TRANSFERENCIA
ALCALINA A MEMBERANA
DE NYLON

10. SOUTHERN-BLOT, || ¢—n
SONDA CLON C1

l

11. SECUENCIACION || = || 12. ANALISIS "BIOINFORMATICO"

Fig. 7. Esquema general de la metodologia empleada.
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5.2. ADN de los parasitos

Se utilizaron ADNs de las diferentes cepas de 7. rangeli como se indica en la
tabla 5, los cuales hacen parte del banco ADN o genoteca del laboratorio de
Parasitologia Molecular (LPM) de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ). Con
las cepas H14 (No de acceso: AY147905), C23 (AF169130) y T. cruzi cepa Y
(AF167074) se utilizaron las secuencias reportadas en el NCBI GenBank

Tabla 5. Clasificacion de las cepas utilizadas en este estudio
* Secuencias obtenidas desde el GenBank.

NOMBRE CODIGO PROCEDENCIA GRUPO KP1 REFERENCIA

Tre

Colombia 1 ) Morales et al.,

2002
MAOT/CO/8 Zuniga et al.
% _ s
C23 2/C-23 San Marcos (Sucre) 1 1997
MHOM/CO/ Morales et al.,
5048 99/5048 Santa Marta 1 - 2002
Choachi IRHO/CO/,86/ Cundinamarca 2 + Vallejo, 1998
Choachi
MHOM/Hond Acosta et al.
% s
Hl14 H14 Honduras 2 + 1991

5.3. Clon C1

Se trabajo con el clon Cl1, el cual codifica para la histona H2A de la cepa H14
KP1 (+) de Trypanosoma rangeli (Cuervo et al., 2006). Dicho clon contiene un
fragmento de 935 pb, el cual consta de un marco abierto de lectura (ORF) de 408
pb seguido por la region intergénica de 391 pb y por las primeras 146 pb del ORF
de la siguiente unidad, clonado en el sitio multiple de clonacion del plasmido

pGEM®-T Easy (Cuervo et al., 2006) (Fig. 8 y 9).
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5.4. Amplificacion de la region no codificante del gen histona H2A

Para la amplificacion de la region intergénica del gen codificante para la Histona
H2A en Trypanosoma rangeli se realizd un ensayo de PCR usando los iniciadores
H14 IntF (5° TAGATACACCTGGGGGAACG 3°) y H14 IntR (5
TCACAGCTGCAACAAGCAAAC 3’), los cuales amplifican un fragmento de
aproximadamente 310 pb (Fig. 8). Para ello se utilizaron 125 ng de ADN
genomico del parasito, 20 pmoles de cada iniciador, 2,5 pl. de buffer de reaccion
10 X (10mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCl, y 0,1 % de Triton X-100), 2,6 U de
Taq ADN polimerasa correctora (Roche ®), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada
dioxinucleo6tido trifosfatado (ANTPs), en un volumen final de reaccion de 25 pL.
El programa de la reaccion utilizado se muestra en la tabla 6 segliin lo descrito por

Cuervo et al., (2006).

Los productos de amplificacion esperados de aproximadamente 310 pb fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1,5% (Anexo 1). El ADN obtenido se extrajo
del gel de acuerdo a las instrucciones de la casa fabricante (QIAGEN®), usando
el estuche comercial QIA — Gel extraction kit, (Anexo 2) para luego ser insertado

en el plasmido vector.

Tabla 6. Programa de PCR utilizado para amplificar la region intergénica de la Histona H2A de
Trypanosoma rangeli (Cuervo et al., 2006).

Numero de Primers: Temperatura )
ciclos H14IntF/H14IntR ©°C) Tiempo (seg)
Denaturacion inicial 95 300
Denaturacion 95 30
35 Anillaje 65 40
Extension 72 40
Extension final 72 300
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CLON C1T CEPA'H14 935 pb

INTERGENICA H2A 391 pb
AL

5° 3 5 3
I H14 IntF [
ORF 408 pb s 408 pb
H14 IntR
\ﬂ_J
148 pb 243 pb

Fig. 8. Localizacion de los oligonucleotidos utilizados, en la cepa H14 de Trypanosoma rangeli.
Se muestra el tamafo del fragmento secuenciado de 935 pb para el clon C1-H14, donde se obtuvo
la region codificante y los dos extremos no codificantes 5’ y 3’ presentes en dos copias repetidas
en tandem del gen H2A.

i0 20 30 10 =11 a0
Jeere e g T e el ger T el g Teop_Temr_Tesemr b Tosl cmgm v Lom pawclum w2 B e Ll L g EEE L e B

70 B0 90 100 110 120
ORGSO A GG TEAC T ARG TS ISEOOOCATAGARTAGTGIGI T IGIITTIATT

130 140 150 1e0 170 160
TITATI TG TG IGEOGTIGEC T TCICOCAATT I TOC T CIOGOCTCTIOCAOSEGEARATS

190 Z00 210 220 230 240
ARG T TSI T TI T I TITIGGEATTITIGARARCATT TICOSOOSEGCAOC TEHEE GEOGE

250 Ze0 270 280 290 300
TEeETEC IS I T T TIC TG TIeEC e A TGOS IGC T I TCTOCTTITITCITTITIT

310 320 330 340 350
TINCCTI T TG TATIGTI TTI DCTI TS TITT TCARGA T ACAC TECASCAE AISCA AR

Se0 370 360
SOCACTITTITCAGTITTIGCAT T T CARC

Fig. 9. Secuencia de la region no codificante de la histona H2A (391pb) de la cepa H14 de T.
rangeli. En rojo se denota el oligonucleétido H14 IntF y en azul se denota el oligonucle6tido H14
IntR (Cuervo et al., 2006).

5.5. Clonacion de la region no codificante de la Histona H2A

Una vez verificada la calidad del fragmento de PCR mediante electroforesis
horizontal en gel de agarosa y determinando su concentracidon por
espectrofotometria a 260 y 280 nm (Sambrook et al., 2001), se procedio a la
clonacion de los productos de amplificacion en el plasmido vector pPGEM®-T

Easy (Promega®) (Anexo 3) (Fig. 10).
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Fig. 10. Plasmido pGEM®-T Easy. Mapa circular del vector y puntos de referencia de la
secuencia.

La clonacion de los fragmentos de interés (~310 pb) para cada cepa se realizo
ligando el inserto al plasmido pGEM®-T Easy (Promega®), mediante reaccion
con la enzima T4 DNA ligasa (Promega) seglin indicaciones de la casa comercial
(solucidon amortiguadora de ligacion 2 X, pPGEM®-T Easy-vector, 50 ng y 3 U/uL
de la enzima T4 ADN ligasa), a 4°C durante toda la noche. Esta reaccion de
ligacion se realizd usando una relacion inserto: vector de 3:1 (Anexo 3) (Puerta &

Urueiia, 2005).

Posteriormente, bacterias JM109 (50 uL) de alta eficiencia de transformacion
(Promega®), fueron transformadas con 2 pL del producto de ligacion, mediante
electroporacion utilizando el equipo electroporador de BioRad® Systems (Anexos
4 y 5). Posteriormente, las bacterias se resuspendieron en 950 pL del medio
enriquecido SOC (Anexo 4), y se incubaron por 1,5 h a 37°C con agitacion

constante (aproximadamente 150 rpm) (Puerta & Uruena, 2005).

Finalmente, 100 pL de bacterias transformadas se sembraron en cajas con agar
Luria Bertani (LB-A), suplementado con ampicilina 100 pg/mL (Anexo 4), 0,5
mM de Isopropilo-f-galactosido (IPTG) (Gibco-BRL) y 80 uL/mL de 5-bromo -

BRIAN SUAREZ - MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL



Comparacién de la secuencia intergénica del gen Histona H2A entre cepas KP1 (¥)
vy KP1 (-) de Trypanosoma rangeli

4-cloro -3-indolil-B-D-galactosido (X-Gal) (Gibco-BRL) e incubadas toda la

noche a 37 °C, para realizar el correspondiente test de blancas y azules.

Posterior a la incubacion, el ADN plasmidico (ADNp) de las colonias blancas se
extrajo mediante el estuche comercial ‘Wizard® Plus SV Minipreps DNA
purification system’ (Anexo 6) y luego se someti6 a digestion con la endonucleasa
EcoRI (Gibco-BRL), este ensayo se realizo a un volumen final de reaccion de 30
ul durante 3h a 37 °C (Anexo 7). La enzima EcoRI corta a ambos lados del sitio
de clonaciéon (Fig. 10); liberando el fragmento clonado correspondiente, en este
caso, a la region no codificante de la histona H2A de las cepas a evaluar de T.

rangeli.

5.6. Analisis de los colonias recombinantes

Posterior al crecimiento de las colonias transformadas en agar LB-A, se realizo el
correspondiente test de blancas y azules (Anexo 5) (Puerta & Uruefia, 2005),
donde aleatoriamente fueron seleccionadas cinco colonias de color blanco, para
hacer repiques en caldo LB-A y alicuotar 700 pL para conservar en glicerol al 15

% a -20°C.

5.6.1. PCR
Los cultivos de bacterias recombinantes crecidos en caldo LB-A segun la turbidez
del medio, fueron utilizados para verificar mediante PCR la presencia del

fragmento de interés clonado en cada colonia.

Este ensayo se realizo utilizando el protocolo rapido de extraccion de ADN para
cada colonia (Anexo 8), ADN de T. rangeli como control positivo y agua ‘mili-Q’
como control negativo de la reaccion, el programa de amplificacion fue el mismo

que se utiliz6 en el ensayo preliminar.
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5.6.2. Ensayos de ‘Southern Blot’

Los fragmentos de ADN resultantes de la digestion anterior fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 1%, visualizados por tincion con bromuro de
etidio en el visualizador para geles de electroforesis (BioRad® Systems) y

transferidos a membranas de ‘nylon’ usando el método alcalino, segun lo indicado

por Sambrook et al. (2001) (Anexo 9).

Finalmente, las membranas fueron hibridadas con el fragmento del clon CI,
correspondiente a la Histona H2A de 7. rangeli marcado con biotina utilizando el
estuche comercial ‘BIOPrime DNA labelling system’ (Invitrogen®) (Anexo 10).
Posterior a la hibridacion, las sefiales fueron reveladas colorimétricamente de

acuerdo a lo sefialado en el anexo 11.

5.7. Secuenciacion

La secuenciacion de nucledtidos de ambas hebras del ADN se llevd a cabo
mediante procedimientos estandares del servicio suministrado por la compaiiia
Macrogen® (Corea) en un equipo secuenciador automatico 3730XL, utilizando
las condiciones del estuche comercial BigDye™ y los iniciadores universales

MI13F y M13R, segtn la reaccion descrita por Sanger, (1977).

5.8.  Analisis bioinformaticos

Los estudios de similitud a nivel de nucledtidos entre las secuencias obtenidas y
las previamente reportadas en las bases de datos del GenBank para las cepas H14
(No de acceso AY147905) y C23 (No de acceso AF169130), de T. rangeli, se
realizaron usando el programa BLAST (www.ch.embnet.org) (Stephen et al.,

1997).
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Para comparar las respectivas secuencias de nucledtidos obtenidas se hizo uso del

programa L — ALIGN (www.ch.embnet.org) (Corpet, 1988), y para alinear

multiples secuencias se utilizo el programa CLUSTAL-W v1.81 (Thompson et
al., 1994) utilizando  parametros por defecto del sitio ‘Web’
(http//:workbench.sdsc.edu), estos son: (Penalidad de un espacio abierto: 15,
Penalidad de la extension del espacio: 6,66, Tamafio de transicion del ADN: 0,5 y
Retraso de la secuencia divergente: 30 %), finalmente el alineamiento fue
manualmente ajustado utilizando el programa ‘BioEdit Sequence Alignment
Editor’ (Hall, 1999), cuyos resultados fueron utilizados para realizar las

correspondientes aproximaciones filogenéticas.

La frecuencia de bases, composicion y valores de divergencia fueron calculadas

con el programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004).

5.8.1. Método ‘Neighbor Joining’

El analisis Neighbor Joining se llevé a cabo en el programa MEGA 3.1 (Kumar et
al., 2004), utilizando el ‘Bootstrap’ como método de remuestreo con un valor de
1.000 réplicas, y a las subunidades A y B para la region intergénica del gen H2A
en la cepa Y de 7. cruzi como grupo raiz externo. Los sitios incluidos como
‘gaps/missing data’ fueron las deleciones completas, el modelo de sustitucion
utilizado para los nucledtidos fue el modelo propuesto por Kimura, (1980) de 2-
parametros, las sustituciones incluian transiciones y transversiones, el patron entre

linajes fue homogéneo y las estimaciones se hicieron entre sitios uniformes.

5.8.2. Método Maxima Parsimonia

El andlisis de maxima Parsimonia se llevo a cabo en los programas MEGA 3.1
(Kumar et al., 2004) y PAUP 4.0 (Swofford, 1998) utilizando el ‘Bootstrap’ como
método de remuestreo con un valor de 1.000 réplicas, y a las subunidades A y B
para el gen H2A en la cepa Y de T. cruzi como grupo raiz externo. Los sitios
incluidos como ‘gaps/missing data’ fueron las deleciones completas y la opcion
de busqueda usada fue el ‘Close Neighbor Interchange’ (CNI) nivel 1 de 10

réplicas para la adicion aleatoria de arboles.
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5.8.3. Método Maxima Verosimilitud ‘Likelihood’

El anélisis de méaxima verosimilitud se llevd a cabo en el programa PAUP 4.0
(Swofford, 1998) utilizando el ‘Bootstrap’ como método de remuestreo con un
valor de 1.000 réplicas, la busqueda heuristica se empled6 como modelo de
busqueda, el modelo de sustitucion fue el HKYS85 propuesto por Hasegawa,
Kishino y Yano, (1985) y se utilizaron a las subunidades A y B para el gen H2A

enlacepaY de 7. cruzi como grupo raiz externo.
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6. RESULTADOS

6.1. Amplificacion por PCR del fragmento intergénico de la histona H2A

Para la amplificacion de la region intergénica de la Histona H2A se realizaron
ensayos de PCR para cada una de las cepas utilizando los oligonucle6tidos H14
IntF y H14 IntR (Fig. 9) mediante el programa descrito en la tabla 6; obteniéndose

los siguientes resultados:

6.1.1 Cepa Tre
En la cepa Tre correspondiente al grupo 1 o KP1 (-) se observd un tinico producto
de amplificacion del tamano esperado. En tanto que en el control de reaccion

(agua en lugar de ADN) no se observé amplificacion (Fig. 11).

1000

600

300 ~310 pb

Fig. 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %, del ADN producto de PCR en la cepa Tre. Carril
1: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen), Carriles 2-4: Producto de PCR con los
cebadores H14 IntF y H14 IntR, Carril 5: Control de reaccion.
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6.1.2 Cepa 5048
En esta cepa, que también corresponde al grupo 1 o KP1 (-), se observéd un tinico
fragmento de amplificacion de aproximadamente 310 pb y el control de reaccion

funcioné adecuadamente (Fig. 12).

1000

600

300 ~310pb

Fig. 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, del ADN producto de PCR en la cepa 5048.
Carril 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen ®), Carriles 2-5: Producto de PCR con
los cebadores H14 IntF y H14 IntR, Carril 6: Control de reaccion.

6.1.3 Cepa Choachi
En la cepa Choachi, agrupada dentro de las cepas KP1 (+), se amplificé un
fragmento de aproximadamente 310 pb, en tanto que en el control de reaccidon no

se observo senal de amplificacion (Fig. 13).
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pb 1 2 3 45

2036

1018

506/517
~310 pb

Fig. 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, del ADN producto de PCR en la cepa Choachi.
Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen®), Carriles 2-4: Producto de PCR con los
cebadores H14 IntF y H14 IntR, Carril 5: Control de reaccion.

6.2. Construccion de la molécula de ADN recombinante usando pGEM®-T

Easy como vector de clonacion (Promega®).

Las bandas obtenidas producto de la PCR fueron extraidas del gel de agarosa
usando el estuche comercial QIA-Quick extraction kit protocol (Anexo 2), y

fueron utilizadas para ser insertadas en el plasmido vector pPGEM®-T Easy.

Al realizar el test de blancas y azules luego de la transformacion de las bacterias
con la molécula de ADN recombinante, se evidenciaron en su mayoria colonias
blancas y unas pocas de color azul (Fig. 14). Las primeras corresponden a las
bacterias transformadas del plasmido recombinante, ya que la insercion del ADN
fordneo irrumpe el marco abierto de lectura del péptido a de la B-galactosidasa,
inactivandolo. Por su parte, las bacterias transformadas con el plasmido solamente
presentaron color azul, debido a la ocurrencia del fendmeno de complementacion
entre el péptido a del plasmido y el péptido Q de la bacteria de manera que se
produce la enzima B-galactosidasa, la cual degrada el sustrato X-gal y la bacteria

toma una pigmentacion azul (Sambrook et al., 2001)
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En cada uno de los casos, se tomaron 5 colonias blancas de manera aleatoria las
cuales fueron examinadas mediante PCR y ‘Southern Blot’, con el fin de

confirmar la presencia del fragmento correspondiente al gen H2A.

Colonia blanca
recombinante

Fig. 14. Test de blancas y azules. Colonias de Escherichia coli JM109 transformadas con el
plasmido recombinante pGEM®-T Easy, crecidas en agar LB-A. Transcurridas 16 h de incubacion
a 37 °C, se observan colonias puntiformes pequefias, algunas pigmentadas de color azul y otras de
color blancuzco.

6.3.  Analisis por PCR de los clones obtenidos

Los ensayos de PCR se realizaron a partir de un extracto crudo (Anexo 8) de cada
uno de las colonias seleccionadas al azar (Tabla 7). Es asi como para el caso de
los clones de la cepa Tre (Trec 1 - 5) se encontrd que tres de ellos contenian el
fragmento (Tabla 7, Fig. 15), en tanto que para el caso de la cepa 5048 todas las
colonias (C5048 1 - 5) amplificaron el fragmento esperado (Tabla 7, Fig. 16). En
cuanto a la cepa Choachi, de las 5 colonias estudiadas (Cho 1 — 5) todas
presentaron el fragmento de interés (Tabla 7, Fig. 17). Con base en la intensidad
del producto de amplificacion se seleccionaron los clones Trec 2, C5048 3 y Cho

1, para continuar los ensayos de ‘Southern Blot’ y secuenciacion.
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Tabla 7. Productos de amplificacion para los clones seleccionados en cada una de las tres cepas.

Cepa Colonias Presencia del fragmento esperado
Trec 1 Si
Trec 2 Si
Tre Trec 3 No
Trec 4 Si
Trec 5 No
C5048 -1 Si
C5048 -2 Si
5048 C5048 -3 Si
C5048 -4 Si
C5048 -5 Si
Cho 1 Si
Cho 2 Si
Choachi Cho 3 Si
Cho 4 Si
Cho 5 Si

pb 1 2 3 4 5 6 7 8

600

Inserto de ADN

300 amplificado ~ 300 pb

Fig. 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos de la PCR realizada a los clones
Trecl - Trec5. Carril 1: Patron de peso molecular 100 pb (Invitrogen®), Carriles 2 al 6: Colonias
Trecl — Trec5 escogidas aleatoriamente, donde se observa que solo para los clones Trecl, 2 y 4
amplifico el fragmento de ~ 300 pb, Carril 7: ADN de Trypanosoma rangeli como control positivo
y Carril 8: Control de reaccion. Con la flecha se sefiala el clon Trec2 escogido para continuar con
el experimento.
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pb 1 2 34 5 6 7 8

1636
1018

506/517
Inserto de ADN

amplificado ~ 300 pb

Fig. 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % producto de la PCR realizada a los clones
C5048-1-C5048-5. Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen ®). Carriles 2 al 6:
Colonias C5048-1 — C5048-5 escogidas aleatoriamente, donde se observa que todos los clones
tienen el fragmento de interés, Carril 7: ADN de Trypanosoma rangeli como control positivo y
Carril 8: Control de reaccién. Con la flecha se sefiala el clon c5048 3 escogido para continuar con
el experimento.

pb 1 2 34 5 6 7 8

600

Inserto de ADN

300 amplificado ~ 300 pb

Fig. 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % producto de la PCR realizada a los clones Cho 1
— Cho 5. Carril 1: Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen ®), Carriles 2 al 6: Colonias
Cho 1 — Cho 5 escogidas aleatoriamente, donde se observa que todos los clones amplifican el
fragmento de interés y solo para Cho 1 y Cho 2 se muestra una mejor concentracion, Carril 7:
Control de reaccion. Se sefiala el clon Cho 1 escogido para continuar con el experimento.
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6.4.  Analisis por ‘Southern Blot’

Tras realizar “stocks glicerolizados™ de cada uno de los clones seleccionados, se
procedio a la extraccion del ADN plasmidico de los mismos con el fin de verificar
la presencia del fragmento amplificado, y realizar ensayos de hibridizacion. Para
esto, se digirieron cada uno de los clones con la endonucleasa EcoRI para liberar
el fragmento clonado antes de su inmovilizacion en membranas de "nylon” e
hibridizacién. Es asi como en las figuras 18 y 19 se muestra la presencia del
inserto clonado con un tamafio esperado de aproximadamente 300 pb, en el caso
de los clones Trec 2 y C5048-3 correspondientes a las cepas Tre y 5048. En el
caso del clon Cho 1 a pesar de no observarse a simple vista la liberacion del
fragmento (Fig. 20), al realizarse el ensayo de hibridizacion se evidencio

claramente la presencia del mismo (Fig. 24).

pb
ADN plasmidico
total, de 3,0 kb
2027
564

Fragmento liberado
~310 pb

Fig. 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de digestion con la enzima EcoRI, del
clon Trec2. Carril 1: Marcador de peso molecular A Hind 111, Carril 2: ADN del clon Trec2 sin
digerir, Carril 3-4: ADN del clon Trec 2 digerido con la enzima EcoRI.
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pb
ADN plasmidico
total, de 3,0 kb 2027
Fragmento liberado 564

~310pb

Fig. 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de digestion con la enzima EcoRI, del
clon C5048 — 3. Carril 1-2: ADN del clon C5048-3 digerido con la enzima EcoRI, Carril 3-4:
ADN ¢5048-3 digerido con Nofl, Carril 5: Marcador de peso molecular A Hind I11.

pb

ADN plasmidico
total, de 3,0 kb

2027

Fig. 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de digestion con la enzima EcoRI
en el clon Chol. Carril 1: ADN del clon Chol sin digerir. Carriles 2 — 3 ADN del clon Chol
digerido con la enzima EcoRI, Carril 4: Marcador de peso molecular A Hind II1.
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Para los ensayos de hibridacion se utilizo como sonda el inserto del clon Cl
marcado con biotina; al cual al realizarle la prueba de su actividad se observo

sefal hasta un titulo de 1/1000 (Fig. 21).

Fig. 21. Titulacion de la marcacion de la sonda. Pozos 1 - 4: Diluciones de la sonda 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10000, respectivamente.

Luego de realizar la transferencia alcalina y los ensayos de hibridacion
mediante procedimientos estdndar para cada uno de los clones, se observo
claramente una fuerte sefial de hibridacion, lo cual indica que cada uno de los
productos de digestion corresponde a un fragmento de la histona H2A (Fig. 22

—24).

Fragmento H2A

Fig. 22. Ensayo de ‘Southern Blot” del clon Trec 2. Se observa sefial para el producto de
digestion que corresponde a parte de la secuencia del gen H2A. Carriles 1 - 2: ADN
plasmidico del clon Trec 2 digerido con la enzima EcoRlI, Carril 3: ADN plasmidico del clon
Trec 2 sin digerir.
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Fragmento H2A

Fig. 23 Ensayo de ‘Southern Blot’ del clon ¢5048-3. Se observa sefial para el producto de
digestion que corresponde a parte de la secuencia del gen H2A. Carriles 1-2: ADN plasmidico
del clon C5048-3 digerido con Sa/ I, Carriles 3-4: ADN plasmidico del clon ¢5048-3 digerido
con la enzima EcoRI.

Fragmento H2A

Fig. 24 Ensayo de ‘Southern Blot’ del clon Cho 1. Se observa sefial para el producto de
digestion que corresponde a parte de la secuencia del gen H2A. Carriles 1-2: ADN plasmidico
del clon Cho 1 digerido con la enzima EcoRI, Carril 3: ADN plasmidico del clon Cho 1 sin
digerir.
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6.5. Secuenciacion

Luego de haber confirmado mediante la técnica de ‘Southern Blot’ que los
fragmentos clonados correspondian a un fragmento del gen Histona H2A, se
procedio a realizar la secuenciacion de ambas hebras de ADN de cada uno de los
tres clones seleccionados. Es asi como en la tabla 8 se muestra el nimero de bases

secuenciadas con cada uno de los iniciadores utilizados.

Vale la pena resaltar que las secuencias obtenidas en este trabajo se derivan de
productos de PCR amplificados mediante la enzima Expand High Fidelity PCR
System-Roche®, que tiene como ventaja la actividad correctora de lectura
‘Proofreading’ sumada a la actividad polimerasa. Los productos asi amplificados
fueron clonados en el plasmido pGEM®-T Easy, seleccionandose un solo clon de
forma aleatoria, al cual se le realiz6 la secuenciacion de ambas hebras del ADN.
Por lo anterior, los datos obtenidos son confiables y corresponden a la secuencia
de una sola de las copias del gen, pero no representan una secuencia consenso de

las mismas.

Para realizar los analisis bioinformaticos, en primer lugar se procedi6 a revisar y
editar las secuencias obtenidas. Para ello, se eliminaron los fragmentos
“contaminantes” pertenecientes al plasmido de clonacion mediante anélisis
BLAST-N y ubicacion de los iniciadores H14 IntF/H14 IntR (Tabla 8).
Posteriormente, se realizdO un alineamiento entre las secuencias obtenidas con
ambos iniciadores, luego de invertir y complementar la secuencia obtenida con la
del iniciador M13 reverso (M13R). Finalmente, se obtuvieron las secuencias
definitivas con tamafios de 309, 307 y 324 pb para los clones Trec 1, C5048-3 y
Cho 1, respectivamente. (Tabla 8, Fig. 25 — 27). Vale la pena resaltar la

concordancia total obtenida entre la secuencia de ambas cadenas de cada clon.

Estas secuencias se encuentran reportadas en la base de datos del GenBank con

los numeros de acceso: EF100609, EF100610 y EF100611 (Anexo 12).
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Tabla 8. Numero de bases secuenciadas en cada uno de los clones analizados.

CLON CEBADORES USADOS No DE BASES SECUENCIADAS
Tre MI13F 466
Tre MI3R 872
Secuencia editada M13F/R 309
Choachi M13R 606
Choachi MI13F 606
Choachi SP6 826
Choachi T7 620
Secuencia editada M13F/R/T7 324
5048 MI13F 924
5048 MI13R 826
Secuencia editada M13F/R 307

1
el
121
121
241
201

ATACTETETT
TCEZCTTTTC
CEGECACCTEGE
CCTTTTTTTT
BACAAGTAN

SECUENCIA DEL CLON TREC 1 (309 ph)

THEFEEAACG
TTTTTTATT
CACSEEAATG
CEE2EECET G
TTETTTCCTT

CCATTEOCCA
TATTTATTT
TECAACGETCT
GETECTECET
CTTETETTET

GUCACASTGA
TETT ST
TTTTTTTTT
CTECTTTCTG
GTTTTCTTTG

CTCACGTETGE GCCCCATAGA
FOTTCOTCCCA ATTTCTCCTS
GATTTTT AL ACATTTTCGEC
TEECTECATG CETECTTTCT
TTCOTTCAAGSE TCACASCTEC

Fig. 25. Secuencia de nucleétidos del clon Trec 1, No de acceso en GenBank (EF100609). En rojo
se denota el oligonucleotido H14 IntF y en azul H14 IntR. Los numeros a la izquierda indican la
posicion de la secuencia.

1
el
2
121
241
201

TAGATACACC

ATASTETETT
TOFCCTCTTC
FECACCTEC
CTTTTTTTTT
CAMSCAR

SECUENCIA DEL CLON C5048-3 (307 ph)

TiFEEEA AT

TETTTTTATT
CACGFEALT G
FiFCEFCETEE
GTTTCCTTCT

CCATTGCCCA GCOCACAGTGA
TATTTATTTE TETTEECETE
CGZAACGTCT TTTTTTTTS:E
GTzCTEC0ETC TECTTTCTST
TETETTETET TTTCTTTETT

CTCACGTETG GOCCCATAGA
GOTTCTCCCA ATTTCTCCCC
ATTTTTALAE CATTTTCECC
FECTECATES GTSCTTTCTC
CTTCAAZATC ACAGCTGCARM

Fig. 26. Secuencia de nucledtidos del clon ¢5048-3, No de acceso en GenBank (EF100610). En
rojo se denota el oligonucle6tido H14 IntF y en azul el H14 IntR. Los nimeros a la izquierda
indican la posicion en la secuencia.
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SECUENCIADEL CLON CHO 1 (324 ph)
1 TAGATACACC TEEGEEAACGE CCATTGOCCA GOCACAGTGA CTCACGTESTG GOCCCATAGE
61 ATAGTGTGTT TETTTTTATT TATTTATTTG TETTEECATG GCTTCTCCCA ATTTCTCCTC
121 TCGCCTCTTC CACSSSAATG CECAACGTCC TTETTTITIT TTTGGGEEGE SSATTTTTGA
181 AACATTTTCE COGECACCTE GUGGCGGCET GEETECTECE TCTGECTTTCT GTEECTGCAT
241 GCGIECTTTC TCCTTTTTTT TTTTTTTTTE TTTCCTTCTT GTETTETTTT CTTTETTTTT
301 CAAGATCACA GUTECAACAL GCAR

Fig. 27. Secuencia final de nucledtidos del clon Cho 1, No de acceso en GenBank (EF600611). En
rojo se denota el oligonucleotido H14IntF y en azul el H14 IntR. Los numeros a la izquierda
indican la posicion en la secuencia.

6.6. Analisis bioinformaticos

En primer lugar se corrobor6 la identidad de los fragmentos clonados mediante
comparacion con las secuencias reportadas en las bases de datos NCBI usando la
herramienta BLAST-N (www.ch.embnet.org) (Stephen et al, 1997);
encontrandose identidad del 99,4 % con la region intergénica de la histona H2A
en la cepa Tre, 98,7 % con 5048 y 92 % con Choachi, con respecto a la cepa C23
KP1 (-). Por otro lado se obtuvo un 95,3 % de identidad con la cepa Tre, 94,7 %
con 5048 y 94,5 % con Choachi, con respecto a la histona H2A en la cepa H14
KP1 (+) (Tabla 9). Llamativamente, esta region solo presentd un 55,2, 55,5 y 54,5
% de identidad al comparar la subunidad A de 7. cruzi (760 pb) con las cepas Tre,
5048 y Choachi. Al comparar con la subunidad B de 7. cruzi (1,2 kb) la identidad
disminuye significantemente porque esta copia tiene insertado un elemento SIRE,
elemento que no se encuentra en el genoma de 7. rangeli (Vasquez, 1999) (Tabla
9).

Tabla 9. Porcentaje (%) de identidad en las secuencias de la region intergénica del gen H2A entre
cepas KP1 (+) y KP1 (-) de T. rangeli.

Tre KP1 (-) 5048 KP1 (-) Choachi KP1 (+)
C23 KP1 () 99,47 98,7 92
H14 KP1 (+) 95,3 94,7 96,3
T. cruzi Y sub. A 55,2 55,5 54,5
T. cruzi Y sub. B 32,1 32,3 33,2
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Posteriormente, con las tres secuencias obtenidas durante el desarrollo de este
trabajo y las dos previamente reportadas en el GenBank, se realizaron los
correspondientes analisis de alineamiento entre cada una de estas mediante la

herramienta L-ALIGN (www.ch.embet.org) (Corpet, 1988) asi como también se

realizé un multiple alineamiento de nucle6tidos mediante la opcion CLUSTAL-W
v1.81 (Thompson et al., 1994) (Fig. 28). Encontrandose diferencias tanto en el
tamafio de los fragmentos como en su secuencia entre las regiones intergénicas de
la histona H2A de los dos grupos del parasito denominados como KP1 (+) y KP1
(-), diferencias que se ubican entre los nucledtidos 149 y 290 del fragmento

amplificado.

Las diferencias mas significativas entre las secuencias se localizan en los
nucleotidos 150 — 154, donde las cepas KP1 (+) mantienen conservada una region
de 4 nts (CTTG), la cual esta ausente en las cepas KP1 (-); en la posicion 263 —
269 las cepas KP1 (+) conservan una region de siete timinas para la cepa Choachi
y seis para H14 mientras que en las cepas KP1 (-) dicha region esta ausente. Por
ultimo, en las posiciones 287 y 288 las cepas KP1 (-) mantienen conservado el

dimero “GT” el cual se encuentra ausente en las cepas KP1 (+) (Fig. 28).

También se observaron mutaciones a nivel individual en cada cepa siendo la
mayoria de ellas cambios en un Unico nucledtido (SNPs por la sigla en inglés
‘Single nucleotide polimorphisms’), en donde ocurrieron 7 transiciones, 3 de ellas
en cada una de las cepas KP1 (-) y 4 en las dos cepas KP1 (+). Ademas se
presentaron también a nivel individual eventos de inserciones y/o deleciones, dos

en dos de las cepas KP1 (-) y ocho en la cepa Choachi KP1 (+).

En concreto, en las cepas KP1 (-) la cepa C23 present6 una transicion de A — G
en la posicion 8, la cepa Tre C — T en la posicion 141 y la cepa 5048 presentd
una transiciéon de C — T en la posicion 119 y dos eventos de insercion/delecion

de timinas en las posiciones 163 y 263.
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Por su parte, en cuanto a las cepas KP1 (+), la cepa H14 present6 una transicion
de la posicion 36 A — G yde T — C en el nucledtido 260 y de G — A en la
posicion 283. La cepa Choachi present6 una transicion de G — A en la posicién
98, un evento de delecion/insercion de una timina en la posicion 269 y de 7

guaninas en la posicion 176 — 182 (Tabla 10).

Por otra parte, a pesar de que el contenido de A/T supera al de G/C en todas las
secuencias como era de esperarse para una region no codificante; el porcentaje de
cada nucleotido difiere entre las secuencias, especialmente el contenido de timina,

el cual es mayor en las secuencias de las cepas KP1 (+) (Tabla 11).

Tabla 10. Mutaciones encontradas entre las secuencias utilizadas (Tre, 5048, Choachi, C23 y H14)
de T. rangeli.

36 98 119 141 150 151 152 153 163 176-182

8

(€] (€]
A (€]
A (€]

260 263 261-268 269 283 288-289 300
T g
T
T

: ©
: : ©
: ©

B KP1O

Tabla 11. Resumen del contenido medio (%) de cada nucleodtido para las correspondientes cepas
analizadas, obtenido por el programa MEGA 3.1.

T C A G G+C

Tre 38,8 23,6 14,6 23,0 46,6

5048 37,8 24,4 14,7 23,1 47,5

C23 38,5 23,9 14,2 23,3 47,2
Promedio KP1 (-) 38,4 24 145 23,13 47,13
Choachi 39,2 22,8 14,2 23,8 46,6

H14 39,6 23,7 14,2 22,5 46,2

Promedio KP1 (+) 39,4 23,2 14,12 23,15 46,35
T. cruzi'Y Unit A 31,6 24,6 21,3 22,5 47,1
T. cruzi Y Unit B 33,1 30,9 13,7 22,3 53,2

Promedio 7. cruziY 32,35 27,75 17,5 22,4 50,15
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De especial interés es el hecho de que la secuencia repetida invertida
potencialmente formadora del ‘Stem-loop’ que interviene en la regulacion de
estos genes se encuentra totalmente conservada en todas las secuencias, (Fig. 28)
asi como los posibles sitios de adicion de la secuencia lider o mini-exon que
interviene en el proceso de ‘trans-splicing’ (Thomas et al., 1993). Llamativamente
en el tracto de polipirimidina que también interviene en este proceso, en las cepas

KP1 (+) se insertan de 6 a 7 nucledtidos de timina.

Finalmente, la distancia y relacién filogenética entre las cepas se determind
mediante los andlisis de ‘Neighbor-Joining” y méxima parsimonia y maxima
Verosimilitud respectivamente, con un valor ‘Bootstrap’ de 1.000 replicas en

todos los casos (Anexo 13).

En todos los casos cuando se utilizan las dos unidades de 0,76 kb y 1,2 kb de T.
cruzi como grupo externo en el andlisis, se observa que las cepas KP1 (-) se

clasifican en un clado distinto al de las KP1 (+) (Fig. 29, 30, 31).

De especial interés es el hecho de que las cepas KP1 (+) de T. rangeli en todos los
resultados utilizando este marcador molecular y con los diferentes métodos de
construccion de arboles, se aprecia que estas divergieron primero de la linea

evolutiva principal y se muestran mas cercanas a 7. cruzi.

Adicionalmente, cuando se amplian el nimero de secuencias de 7. cruzi a analizar
y se utiliza a Leishmania infantum como grupo externo, se observa que de una
parte se mantiene la topologia del arbol para las cepas KP1 (-) y KP1 (+) de T.
rangeli, y de otra que T. cruzi y T. rangeli forman clados distintos a partir de un

ancestro comun (Fig. 32 y 33).

Finalmente, cabe anotar que contrario a la asuncion inicial de que al ser 7. rangeli
transmitido por saliva, este se encuentra mas cercano a 7. brucei que a T. cruzi
(OMS, 2002), en estos resultados se evidencia claramente una mayor cercania a 7.

cruzi que a T. brucei.
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C23 tagatacygoce tgggyggaacy ccattgococca gocacagtga ctoacgtgtg
S048 tagatacace tggygygygaacy ccattgococa gocacagtga ctoacgtgog
TRE tagatacacc tgygygyggaacy ccattgooca gocacagtga ctoacgtgtg
H1l4 tagatacacce tgggyggaacy ccattgococca gocacggtga ctoacgtgtg
CHOMLCHT tagatacace tgygygyggaacy ccattgococa gocacagtga ctoacgtgotg
Ca3 goocoatadga atagLgLgtt CgoLttttatt tatttatttg Cgttggogtg
to4s goocoatadga atagbtgbgtt Cgtttttatt tatttatttg tgttggogtg
TRE gooocataga atagbhgtgtt tgottttatt tatttatttg Cgttggogto
H1l4 gooooatada atagLgLgtt Cgtttttatt tatttatttg Cogttgogogtg
CHOACHI goocoataga atagLgLgtt Cgtttttatt tatttatttg Cgttggoatg
C23 gottotocoa atttotoote Logoohottc cacggyaatd cogoaacgto—
5048 gottotocoa atttotoool Cogoohottc cacgggaaty cgoaacgto-
TRE gottotoooa atttotoote togoectette cacgggaaty bgoaacghbo-
Hi4 gottotooca atttotocts togoototte cacgggaaty cgoaacgtoe
CHOACHI gottotocoa atttotoote Cogoohobtc cacggyaaty cgoaacgtoo
C23 ===QLLLLLL Lttggr——— == ALttthga aacattttog coggoacoto
S04s ———fgttttLt tL-gog————-—— —-— aLLLtLga aacattLtocd coggoaccty
TRE —-——-fttttLt tLLogg———-- --— aLCLtLga sacattttcg coggoacctg
Hid ctggtttttt totgg-————- —— atttthga asacattttog coggoacotg
CHOACHI CLgUttttLt CLLOgOOyogy gogattLttiga aacattLtod coggoaccotg
C23 gUGECGECIGT GEGETHFCITGCE TCTGCTTTCT GTGHGCTECAT GCGTGCTTTC
5045 gUGECGEIGT GEETHFITGCSE TCTGCTTTCT GTHGCTECAT GCGTGCTTTC
TRE gUGECGECGT GEGTGCTGCG TCTGCTTTCT GTGGCTECAT GCGTGCTTTC
H14 gUGGECGECIGT GEGTGITGCE TCTGCTTTCT GTGGCTECAT GCGTGCTTTC
CHOACHT gUGECGEIGT GEETHFITGCSE TCTGCTTTCT GTHGCTECAT GCGTGCTTTC
C23 TCCTTTTTTT TTM—————- TTTCCTTCTT GTGETTGTE TTCTTTGT
5045 TCCTTTTTTT TTH—————- 3 TTTCCTTCTT GTGTTGTETT TTCTTTGTTC
TRE TCCTTTTTTT TTR—————- 3 TTTCCTTCTT GTGTTGTETT TTCTTTGTTC
H14 TCCTTTTTTC TTITTTTIT-G TTTCCTTCTT GTATTGT+-T TTCTTTGTIT
CHOACHT TCCTTTTTTT TTETTTTITTG TTTCCTTCTT GTGTTGT4-T TTCTTTGTIT
a3 TTCAAGATCA CAGCTGCLAC AAGCILA
5045 TTCAAGATCA CAGCTGCLAC ARAGCILA
TRE TTCAAGLATCA CAGCTGCLAC ARAGCLL
Hi4 TTCAAGLATCA CAGCTGCLAC ARGCLL
CHOACHT TTCAAGATCA CAGCTSCLAC ARGCILA

Fig. 28. Multiple alineamiento CLUSTAL-W, de las regiones intergénicas no codificantes de la
Histona H2A de T. rangeli procedente de diversas cepas del parasito. Se agrupan primero en el
orden C23, 5048, Tre KP1 (-) y H14, Choachi KP1 (+) respectivamente. En negrita se denota la
secuencia invertida con potencial para formar el ‘Stem-loop’. En azul se denotan los dinucledtidos
AG aceptores del ‘trans-splicing’, en rojo se denota el tracto de polipirimidinas, las diferencias
entre las secuencias de las cepas KP1 (+) y KP1 (-) se marcan en recuadros, las diferencias en un
solo nucledtido ‘SNPs’ se denotan en . En letra minuscula se denota el inicio de la region 3’
no codificante y de forma contigua se denota la region 5 en mayuscula.
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Fig. 29. Arbol Neighbor-Joining con un valor ‘Bootstrap’ de 1.000 réplicas utilizando el programa
MEGA 3.1 de las secuencias intergénicas H2A utilizadas en el estudio: KP1 (-) 5048 (No de
acceso: EF100610), Tre (EF100609), C23 (AF169130), KP1 (+) Choachi (EF600611), H14
(AY'147905) y las unidades A y B de T cruzi cepa Y (AF167074) utilizadas como grupo raiz

externo, comprendidas entre los nucledtidos 664-926 y 1427-1993 respectivamente.
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Fig. 30 Arbol Maxima Parsimonia con un valor ‘Bootstrap’ de 1.000 réplicas utilizando el
programa MEGA 3.1 de las secuencias intergénicas H2A utilizadas en el estudio: KP1 (-) 5048
(No de acceso: EF100610), Tre (EF100609), C23 (AF169130), KP1 (+) Choachi (EF600611), H14
(AY147905) y las unidades A y B de T. cruzi cepa Y (AF167074) utilizadas como grupo raiz
externo, comprendidas entre los nucleotidos 664-926 y 1427-1993 respectivamente.

Y2dalh

C23(10

a7 Tre(2)

Th oa43(30

10— Choachl(4

Hi4(50

Ylrqi?

Fig. 31. Arbol Maxima Verosimilitud ‘likelihood’ con un valor ‘Bootstrap’ de 1.000 réplicas
utilizando el programa PAUP 4.0, de las secuencias intergénicas H2A utilizadas en el estudio: KP1
(-) 5048 (No de acceso: EF100610), Tre (EF100609), C23 (AF169130), KP1 (+) Choachi
(EF600611), H14 (AY147905) y la unidad A de T. cruzi cepa Y (AF167074) utilizadas como
grupo raiz externo, comprendidas entre los nucleotidos 664-926 y 1427-1993 respectivamente.
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Fig. 32. Arbol de ‘Neighbor-Joining’ con un valor ‘Bootstrap’ de 1.000 réplicas utilizando el
programa PAUP 4.0, de las secuencias intergénicas H2A reportadas en este estudio para T rangeli
y en la base de datos del GenBank para T. cruzi, T. brucei y Leishmania infantum usado como
grupo raiz externo.

T. rangeli: Cepa Tre (EF100609), 5048 (EF100610), C23 (AF169130), Choachi (EF600611), H14
(AY147905); T. cruzi: Cepa P63 (No de acceso AY540658), MN (AY540657), MNI11
(DQO021891), MN17 (DQ021892), SC43 (AY540659), CL Brener (AF545081), Tulahuen
(AY540660), Tula 2 (DQO021887), Tula 12 (DQO021888), Tula 15 (DQ021889), Tula 18
(DQO021890), MS5631 (AY540661), Silvio X10 (AF545080), DM28C (AF545079), CM17
(AY540656), Can III (AY540654), M4167 (AY540653), CBB (AY540655), Esmeraldo
(AF545082), Y 1ra (AF167074); T. brucei (AY159408); L. infantum (AJ419627).
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Fig. 33. Arbol de maxima parsimonia con un valor ‘Bootstrap’ de 1.000 réplicas utilizando el
programa PAUP 4.0, de las secuencias intergénicas H2A reportadas en este estudio para T rangeli
y en la base de datos del GenBank para T. cruzi, T. brucei y Leishmania infantum usado como
grupo raiz externo. I. rangeli: Cepa Tre (EF100609), 5048 (EF100610), C23 (AF169130),
Choachi (EF600611), H14 (AY147905); T. cruzi: Cepa P63 (No de acceso AY540658), MN
(AY540657), MN11 (DQ021891), MNI17 (DQ021892), SC43 (AY540659), CL Brener
(AF545081), Tulahuen (AY540660), Tula 2 (DQ021887), Tula 12 (DQ021888), Tula 15
(DQO021889), Tula 18 (DQ021890), M5631 (AY540661), Silvio X10 (AF545080), DM28C
(AF545079), CM17 (AY540656), Can III (AY540654), M4167 (AY540653), CBB (AY540655),
Esmeraldo (AF545082), Y 1ra (AF167074); I. brucei (AY 159408); L. infantum (AJ419627).
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7. DISCUSION

El estudio de los proyectos genoma humano y de otros organismos ha puesto de
manifiesto que los marcos abiertos de lectura codificantes para productos
proteicos constituyen el 1,5 % del genoma, los cuales ademds no exhiben
diferencias significativas con especies similares. Por lo tanto, el 98, 5 % restante
del genoma que se compone de regiones intergénicas, secuencias reguladoras,
secuencias repetitivas y ARN no codificantes para proteinas, cobra importancia en

este sentido (Zemann et al., 2006).

En tripanosomatidos la mayoria de los genes codificantes para proteinas se
organizan en tandem Yy se transcriben de forma policistronica (Thomas et al.,
1993). De forma que los policistrones deben ser madurados a monocistrones
mediante dos mecanismos: La adicion de la secuencia lider del ‘splicing’ o mini-
exon en el extremo 5’ y la de una cola de poli-adeninas en el extremo 3°. Como
consecuencia, en tripanosomatidos la regulacion de la expresion génica no es
controlada durante el inicio de la transcripcion, sino de forma post-transcripcional
a través del procesamiento, estabilidad, localizacién y traduccion de los ARNs

mensajeros (Nozaki & Cross, 1995).

De esta manera las regiones no codificantes localizadas entre los diferentes
marcos de lectura o regiones intergénicas, se han visto implicadas en los
mecanismos de regulacion de la expresion génica que operan tanto a nivel post-
transcripcional como traduccional. Se ha demostrado que las sefiales del ‘trans-
splicing’ presentes en las regiones intergénicas determinan la poliadenilacion del
gen localizado corriente arriba, afectando asi su proceso de maduracién (Nozaki
& Cross, 1995). Ejemplos de estos tipos de regulacion lo constituyen las
secuencias intergénicas de los genes codificantes para la proteina de choque
térmico 70 (HSP70) de Leishmania infantum que operan a nivel traduccional
(Folgueira et al., 2005) y las de los genes codificantes para el antigeno de
membrana FL-160 de 7. cruzi, los cuales actian a nivel post-transcripcional

(Weston et al., 1999).
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Las regiones intergénicas de tripanosomatidos constituyen por lo tanto un blanco
inherente de estudio a pesar de no tener funcidén codificante para productos
proteicos. Es asi, como por ejemplo Brandao & Fernandes. (2006) demuestran
como la regién 3’ no traducida (la cual hace parte de la region intergénica o
espaciadora) de los genes codificantes para la calmodulina, acumula mutaciones
entre los diferentes linajes de 7. cruzi, que hacen posible su distincion utilizando

métodos filogenéticos.

La histona H2A es una proteina conservada evolutivamente la cual puede
presentar organizacién gendmica diferente segun la especie y la cepa (Maxson et
al., 1983). En T. cruzi se han encontrado diferencias en el niimero de copias,
organizacion cromosomal y el nivel de expresion de sus mARNs (Thomas et al.,
2000). Por su parte, en 7. rangeli se han observado diferencias a nivel de la
secuencia al comparar la region intergénica del gen H2A entre dos cepas (Cuervo
et al., 2006). Por lo tanto, estas secuencias pueden constituir un marcador nuclear
util para la agrupacion y diferenciacion de distintas cepas de 7. rangeli, adicional
a los actualmente postulados como es el ADNk (Vallejo et al., 2002), espaciador
no transcrito de los genes ribosomales (SIU-ITS) (Da Silva et al., 2004) y el gen

mini-exon (Grisard et al., 1999).

Por otra parte, Yang et al., (2004) estudiaron las relaciones filogéneticas entre
varias especies del grupo de Drosophila melanogaster usando las regiones
espaciadoras de los genes histona H2A-H2B, encontrando resultados consistentes
al usar distintos métodos de reconstruccion filogenética como maxima

parsimonia, maxima verosimilitud y métodos bayesianos.

Simpson et al. (2006), utilizaron las secuencias de proteinas de choque térmico
‘HSPs’ y genes ribosomales como la SSU-ARNTr, con el fin de agrupar especies
de tripanosomatidos y parasitos de vida libre, todos pertenecientes al orden
Kinetoplastida; demostraron la cercania ancestral de Bodo saltans a especies del

genero Trypanosoma.
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Dentro del anterior contexto, en este trabajo se estudiaron las relaciones
filogenéticas entre diversas cepas de 7. rangeli y T. cruzi usando como base la

region intergénica de los genes codificantes para la histona H2A del parasito.

En primer lugar, se detectaron diferencias en el tamafio de los fragmentos
amplificados al utilizar los iniciadores H14IntF/R. Encontrandose mayor tamaiio
en las cepas KP1 (+) Choachi y HI14 correspondientes a 324 y 316 pb
respectivamente, que en las cepas KP1 (-) Tre, 5048 y C23 los cuales
amplificaron fragmentos de 309, 307 y 309 pb respectivamente, mostrando estas
ultimas secuencias una menor dispersion en sus tamafios. Esta diferencia se
caracteriza principalmente por eventos de insercion/delecion, donde para el caso
de las cepas KP1 (+) no existe homogeneidad en dicho polimorfismo ya que para
la cepa Choachi existe una insercion de siete nucledtidos de guanina en la
posicion 166 ausente en la cepa H14. Estos resultados sugieren una mayor
heterogeneidad dentro del grupo KP1 (+), comparado con las cepas KP1 (-).
Hecho que debe confirmarse al realizar este ensayo con un nimero superior de

cepas.

Llamativamente, estudios de cariotipo realizados en el LPM de la PUJ han
demostrado como al separar los cromosomas de cepas KP1 (-) y KP1 (+) del
parasito mediante electroforesis en gel de campo pulsado, las primeras exhiben un
corrido homogéneo indistinguible entre ellas, mientras que las cepas KP1 (+)
presentan heterogeneidad entre sus perfiles de migracion (Uruefia & Santander,

2003).

En segundo lugar, el andlisis de las caracteristicas de esta region permitid
evidenciar la presencia de elementos importantes que participan en la regulacion
génica, por ejemplo fue posible evidenciar la region putativa formadora de la
horquilla involucrada en eventos de regulacion génica de los genes histona
acoplados al ciclo celular (Alsford & Horn, 2004), la cual se encuentra ubicada en

la region 3’ no transcrita del gen en las posiciones 11-32 de las secuencias
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reportadas. Para todos los casos se observa que es un segmento altamente
conservado demostrando la importancia del ADN intergénico en eventos de
expresion y regulacion génica. Igualmente, en esta misma secuencia se
encontraron sefiales tipicas del procesamiento y maduracion del ARN mensajero
policistronico en tripanosomatidos, tales como: 5 posibles sitios “AG” de adicion
del mini-exon o ‘splice’ lider precedidos por el tracto de polipirimidinas
requeridas para el proceso de ‘trans-splicing’, los cuales se conservan entre las

secuencias estudiadas (Benz et al., 2005) (Fig. 28).

Por otra parte, al comparar la region intergénica de los genes H2A de 7. rangeli
con la previamente reportada para 7. cruzi cabe destacar la ausencia en 7. rangeli
de los elementos de repeticion del tipo SIRE insertados en la region intergénica de

los genes H2A (Requena et al., 1992, Lopez et al., 1999, Vasquez et al., 1999).

Con los resultados de secuenciacion de las tres cepas de 7. rangeli y las
consignadas en la base de datos del GenBank y en los respectivos proyectos
genoma de los parasitos, se elaboraron aproximaciones filogenéticas con el fin de
evidenciar la agrupacion de estas cepas al ser comparadas con una especie cercana

como 7. cruzi utilizada como grupo raiz.

Mediante el método de distancia ‘Neighbor-Joining’ (Kimura & Nei, 1987) es
posible evidenciar que las cepas KP1 (-) se agrupan en un clado claramente
definido formando un grupo monofilético soportado por un valor ‘Bootstrap’ del

85 %, distinto a las cepas KP1 (+).

En constraste, también es claro las diferencias presentes entre las secuencias de 7.
rangeli y T. cruzi utilizado como grupo raiz, donde la histona H2A se encuentra
codificada por dos subunidades de 0,76 (A) y 1,2 kb (B), donde esta tltima tiene
insertado un elemento de tipo SIRE de 447 pb (Puerta et al., 1994).
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Adicionalmente, la alta divergencia existente entre las secuencias de estas dos
especies de Trypanosoma se correlaciona soportando con un valor ‘Bootstrap’ del

100 % para el clado de T cruzi, claramente distinto al de 7. rangeli.

De igual forma, la topologia del anterior arbol se mantiene al realizar los
respectivos andlisis discretos (MP y ML), basados en modelos probabilisticos los
cuales sugieren una mayor confidencialidad al momento de observar dichas
agrupaciones. Para el caso de maxima parsimonia (Felsenstein, 1983) el clado de
las cepas KP1 (-) tiene un soporte del 66 %, donde este valor disminuye debido a
que la cepa 5048 difiere en la delecion de 2 nucledtidos en las posiciones 163 y
263 y en un ‘SNP’ en la posicion 119. Igualmente se observa que 7. cruzi forma

un clado aparte con un ‘Bootstrap’ del 100 %.

Al emplear el método de méaxima verosimilitud o ‘Likelihood’, fue posible
evidenciar una topologia semejante a la obtenida con los dos analisis anteriores,
donde también difieren los valores que soportan dicha agrupacion por las
diferencias en el modelo aplicado. En este modelo la agrupacion de las cepas KP1
(-) se soporta por un valor del 57 %, inferior a los dos anteriores debido al modelo
de sustitucion obtenido segun la variante (HKY8S5), el cual sigue el modelo
propuesto por Kimura de 2-parametros (Kimura, 1980) utilizado en el método NJ,
donde se tiene una frecuencia mutacional distinta para todas las bases,
considerando las diferencias entre las frecuencias de transversiones y transiciones
(Felsenstein, 2004), que en las secuencias analizadas se encuentran en menor
nimero. El 76 % encontrado para el nudo correspondiente a las cepas KP1 (-) y
Choachi converge con lo mostrado por los dos modelos anteriores, donde las
cepas KP1 (+) no se agrupan en un solo clado claramente definido, formando una
rama aparte de las cepas KP1 (-), debido a las diferencias en 8 nucledtidos demas
para la cepa Choachi, teniendo en cuenta que los ‘gaps’ en el alineamiento son
datos tomados como pérdida y no se tienen en cuenta. De especial interés es el
hecho de que en este arbol, todas las cepas de 7. rangeli se agrupan en un solo

clado con un valor ‘Bootstrap’ del 100 %.
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De esta manera, los tres modelos de reconstruccion filogenética utilizados
muestran como las cepas KP1 (+) y en especial H14, aislada procedente de
Honduras, fueron las primeras en divergir de la linea evolutiva principal. Datos
que concuerdan con la hipdtesis filogenética de que las cepas KP1 (+) dieron
origen a las KP1 (-) ya que es mas facil contemplar un escenario en donde haya
ocurrido un fenémeno de simplificacion genética a través de la delecion del
minicirculo KP1 (+). Fenomeno que puede ocurrir debido a la presion selectiva
generado en las nuevas especies vectores de triatdbminos del grupo ‘Pallescens’

(Urrea et al., 2005)

Llama la atencion como todas las cepas colombianas, independiente del grupo al
cual pertenece se agrupan en un solo clado con valores ‘Bootstrap’ de 80, 92 y 76
% en los analisis de NJ, MP y ML, respectivamente. Diferencias, que estan dadas
por las caracteristicas intrinsecas de cada uno de los modelos seguidos para la

reconstruccion de los arboles.

Si bien existen reportes de asociacion de las cepas de 7. rangeli con su origen
geografico (Steindel et al., 1994), en este caso es necesario ampliar el numero de

cepas para ver si la asociacion anteriormente mencionada permanece.

Segun los estudios realizados hasta el momento, se ha podido demostrar
variabilidad genética entre las cepas de Trypanosoma rangeli (Beltrame-Botelho
et al., 2004). De esta forma, se han sugerido agrupaciones para las cepas de este
parasito donde la mas utilizada es la propuesta por Vallejo et al., (2002) donde se
clasifican en grupo 1 a las cepas KP1 (-) y grupo 2 a las KP1 (+) seglin la
presencia o ausencia del minicirculo KP1 con un bloque de secuencia conservada
en el ADN del cinetoplasto. Urrea et al., (2005) demostraron que existe una
asociacion molecular entre el huésped triatobmino y el grupo de cepas,
relacionando las cepas KP1 (-) con los vectores correspondientes a la linea
evolutiva Pallescens y a las cepas KP1 (+) con la linea Prolixus. Estudios

realizados por Maia da Silva et al, (2004) utilizando RAPDs sugieren la
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existencia de mas de un grupo de 7. rangeli clasificando las cepas en grupos A, B,

C y D independiente del origen geografico de la cepa.

Los resultados encontrados en este estudio apoyan los trabajos de Vallejo et al.,
(2003) y Urrea et al., (2005) en donde las cepas de 7. rangeli se agruparon en dos
clados distintos, siendo el clado de las cepas KP1 (-) claramente definido y
soportado por valores ‘Bootstrap’ significativos en los tres métodos de
reconstruccion filogenética empleadas. De especial interés, es el hecho de que las
cepas KP1 (+) y KP1 (-) de T. rangeli descritas por Vallejo et al., (2003) parecen
corresponder a los grupos A y C de Maia Da Silva et al., (2004). Por lo tanto, se
requiere aumentar el nimero de cepas, especialmente las cepas KP1 (+), asi como
también se deben incluir aislados procedentes de otros origenes geograficos, para

confirmar estos resultados.

Adicionalmente, al realizar analisis de MP y NJ utilizando un mayor niumero de
cepas reportadas en el GenBank para 7. cruzi, T. brucei y Leishmania infantum
entre otras, usada esta ultima especie como grupo raiz externo, cuya aparicion se
remite a hace mas de 55 millones de afios en el paleoceno (Kerr, 2006) se
evidencia como las diferencias en la region intergénica del gen H2A permite

distinguir 7. rangeli de T. cruzi.

Por otro lado, Da Silva et al., (2004) utilizando secuencias de ADNr indicaron que
el subgénero Herpetosoma es polifilético y a su vez se divide en dos linajes
monofiléticos (7. rangeli y T. lewisi) donde el clado para las cepas de 7. rangeli
se encuentra mas cercano a los individuos del subgénero Schyzotrypanum (T.
cruzi) que a T. lewisi o T. brucei. En este sentido, es importante anotar que en este
estudio también se evidencid con mayor proximidad filogenética entre 7. rangeli
y T. cruzi que entre T. rangeli y T. brucei, a pesar de que estos dos ultimos
parasitos son trasmitidos por la saliva del vector (Seccion Salivaria), mientras que
T. cruzi se transmite por las heces de los triatominos (Seccion Stercoraria) (de
Santa-Izabel et al., 2004). Resultados de la caracterizacion molecular genética de

distintos genes de 7. rangeli llevada a cabo en el LPM de la PUJ, como los
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codificantes para la Histona H2A (Puerta et al., 2000, Cuervo et al., 2006), la
proteina de membrana 11 del cinetoplasto (Diez et al., 2005) y la proteina de

choque térmico 70 (Cuervo et al., 2004), soportando estos hallazgos.
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8. CONCLUSIONES

i1 Se soportd la clasificacion actualmente reportada para T. rangeli como
grupos 1 [KP1 (-)] y 2 [KP1 (+)] al utilizar la region intergénica del gen

histona H2A como un marcador molecular nuclear diferencial entre cepas.

i1 Las cepas KP1 (-) de T. rangeli forman un clado bien definido y soportado

con valores ‘Bootstrap’ significativos.

i Las cepas KP1 (+) de T. rangeli presentan mayor heterogeneidad entre si,

comparadas con las cepas KP1 (-).

&1 Con las cepas de T. rangeli estudiadas, es posible sugerir que las cepas
KP1 (+) serian las primeras en divergir, probablemente dando origen a las
cepas KP1 (-) a través de eventos de simplificacion génica como quiza

sucedid con la delecion del minicirculo KP1 en el ADN del cinetoplasto.

i Se confirmoé la ausencia de elementos repetidos del tipo SIRE en la region

intergénica del gen H2A en las cepas de 7. rangeli.

& La region intergénica del gen que codifica para la histona H2A permite

diferenciar las especies de 7. cruzi y T. rangeli.

i Se confirm6 una mayor proximidad filogenéticamente 7. rangeli y T. cruzi

que entre 7. rangeli y T. brucei.
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9. RECOMENDACIONES

Aumentar el nimero de cepas para realizar futuros analisis de este mismo tipo
que soporten la clasificacion actual del parasito y mejoren la agrupacion del

mismo al realizar analisis filogenéticos.

Utilizar como blanco de estudio la region intergénica completa del gen

Histona H2A.

Continuar la caracterizacion molecular de las cepas KP1 (+) y KP1 (-) de T.
rangeli teniendo en cuenta genes de importancia nucleares y mitocondriales en

la relacion huésped-parasito y/o respuesta inmune.

Comparar estos resultados con los obtenidos posteriormente mediante la
secuenciacion del genoma completo de Trypanosoma rangeli y utilizar otros
marcadores moleculares que permitan elucidar el panorama evolutivo,

filogenético y biologico del mismo.
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10. ANEXOS

Electroforesis en gel de agarosa

. Pesar la agarosa dependiendo del porcentaje y volumen que se va a

utilizar. Ejemplo: Para una camara de 30 mL pesar 0,3 g de agarosa y
diluir en 30 mL de buffer TAE 1 X.

Calentar la mezcla hasta disolver y servir con los peines adecuados en la
camara cuando la temperatura haya disminuido sin dejar que esta se
solidifique.

Dejar solidificar aproximadamente 40 minutos para que el gel tome la
forma de la camara.

Retirar el peine de la camara y adicionar buffer TAE 1 X al punto que el
gel quede totalmente sumergido en este.

Sembrar 10 pL. de marcador de peso molecular, segun el tamafio a evaluar
y la concentracion del gel.

Sembrar las muestras de ADN adicionadas de 2 pL de buffer de carga
‘Load buffer’ por cada 10 uL de ADN.

Conectar los electrodos a la cdmara y a la fuente de poder, asegurandose
de poner adecuadamente los correspondientes colores, donde el ADN debe
correr del electrodo negativo (negra) hacia el electrodo positivo (rojo).

8. Correr la electroforesis cuadrando el voltaje y miliamperaje (100 V — 70
mAmps).
SOLUCIONES:
1. Buffer TAE 50 X
Tris 242 ¢
Acido Acético 5,71 mL
EDTA 0.5M 10 mL
H,O destilada 100 mL

A partir de esta solucion TAE 50 X se prepara el TAE 1 X

2. Buffer de muestra 6 X

Azul de Bromofenol 025¢g
Xilen Cianol FF 0,25¢g
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H,O destilada 100 mL
Almacenar a 4° C.

COLORACION CON BROMURO DE ETIDIO (BrEt)

1.

Una vez corrido el gel, se sumerge en una mezcla de BrEt (0,5 pg/mL) y
agua. A partir de un stock de 10 mg/mL se toma 5 uL. de BrEt por cada
100 mL de agua.

El gel y la mezcla se ponen en agitacion por 40 minutos
Se retira el exceso de BrEt en el gel con agua destilada por 15 minutos

Se observa el gel en el transiluminador U.V (302 nm). Asi se puede
visualizar el complejo ADN — BrEt.

En caso necesario el gel es visto bajo el analizador de geles BioRad®
Systems, para tomar la respectiva imagen y asi analizar la intensidad de
sus bandas y realizar las respectivas comparaciones.

DECONTAMINACION DE LOS RESIDUOS CONTAMINADOS CON BrEt

1.

Se recolecta la soluciéon en un bote Unicamente utilizado para este fin,
adicionando 1 g de carbon activado por litro de solucion.

Agitar la mezcla anterior Over Night (O.N).

Filtrar la mezcla anterior con papel filtro y se desecha en el lavadero,
seguido de un chorro de agua.

Nota: El BrEt es una sustancia teratogénica y carcinogénica, por lo cual se
requiere de estrictas medidas de bioseguridad para su manipulacion tales como;
guantes, gafas, gorro, bata y gafas con proteccion a la luz UV, asi como también
de los respectivos pictogramas de riesgo que denoten el peligro de este elemento y
el empleo de mecanismos adecuados de decontaminacion para aquellos residuos
contaminados con dicha sustancia.
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Protocolo de extraccion rapida de ADN en gel de agarosa
QIA — Quick Gel Extraction Kit Protocol, (QIAGEN)

1. Cortar el fragmento de ADN desde el gel de agarosa con la banda de
interés y mantener protegido de la luz.

2. Pesar la banda de gel obtenida y adicionar buffer QG en una proporcion de
3:1 con respecto al peso del fragmento. (100 mg ~ 100 pL).

3. Incubar a 50° C por 10°, o hasta que el gel se haya disuelto completamente
en el buffer, si es necesario utilizar vortex para disolver.

4. Chequear que el color de la mezcla sea amarillo, similar al buffer QG sin
disolver agarosa. Si el color de la mezcla se torna violeta o naranja,
agregar 10 pL de Acetato de Sodio 3 M pH 5,0 y mezclar. De tal forma
que el color de la mezcla cambiaré a amarillo.

La adsorcion del ADN a la membrana QIA-Quick es eficiente solo a pH <
7,5. El buffer QG contiene un indicador de pH el cual es amarillo a pH <
7,5.y naranja o violeta a pH mayor, permitiendo una facil determinacion
del pH 6ptimo para la unién al ADN.

5. Agregar 1 volumen de Isopropanol seglin el peso en mg de la muestra y
mezclar.
Por ejemplo, si la banda de gel pesa 100 mg, adicionar 100 puL de
Isopropanol. Este paso incrementa la liberacion de fragmentos de ADN <
500 pb y > 4 kb. Para fragmentos de ADN entre 500 pb y 4 kb, la adicion
de Isopropanol no tiene efecto sobre el rendimiento. No centrifugar la
muestra en este paso.

6. Poner la columna QIA-Quick en un tubo eppendorf estéril.

7. Para unir el ADN, poner la muestra en la columna y centrifugar por 2
minutos. El maximo volumen a poner en la columna es de 800 pL. Para
volimenes mayores, simplemente descartar y cargar nuevamente.

8. Descartar lo que pasa a través de la columna y ponerla nuevamente en el
tubo eppendorf, el cual puede ser reutilizado en este paso.

9. (Opcional): Adicionar 0,5 mL de buffer QG a la columna QIA-Quick y
centrifugar por 1 minuto. Con el fin de remover cantidades pequeiias de
agarosa. Esto es requerido cuando el ADN serd usado para secuenciacion,
transcripcion in vitro o microinyeccion.
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10. Adicionar 0,75 mL de buffer PE a la columna para lavarla, centrifugando
durante 2 min.

Nota: Dejar la columna quieta de 2-5 minutos después de adicionar el
buffer PE, antes de la centrifugacion.

11. Descartar el flujo que paso6 a través de la columna y centrifugar la columna
nuevamente durante 2 minutos.

12. Poner la columna en un nuevo tubo eppendorf estéril.

13. Para eluir el ADN, adicionar 50 pL de buffer EB o H,O al centro de la
membrana y centrifugar la columna por 1 minuto. Alternativamente,
adicionar 30 pL de buffer de elusion al centro de la membrana para
aumentar la concentracion de ADN, dejar la columna quieta por 1 minuto,
y entonces centrifugar por 1 minuto.
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Protocolo de ligacion utilizando el plasmido pGEM® T-Easy (Promega)

Se utilizd6 una proporcion de 3:1 entre el inserto y el vector, porque si la
concentracion del inserto es poca, hay que mantener una relacion 3:1 o mayor.

1. Adicionar en un tubo eppendorf:

5 pL de buffer de ligacion rapido 2 X, Ligasa T4 de ADN
1 puL del pldsmido pGEM ® T-Easy

3 pL del inserto de ADN

1 uL de la enzima Ligasa T4 de ADN

2. Incubar por 1 hora a 37° C y almacenar a 4° C O.N.

- Emplear reactivos que correspondan a la misma casa comercial

- Dar vortex al buffer de ligacion antes de usar

- Largos tiempos de incubacién pueden incrementar el nimero de
transformantes
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Preparacion de Medios de cultivo

1. Caldo/Agar Luria Bertani suplementado con Ampicilina (LB-A).

Pesar los siguientes componentes:

e NaCl 5¢g

e Triptona S5¢g

e Extracto de levadura 25¢g

e Agua 500 mL

e Hervir hasta disolucion y autoclavar

e Adicionar la Ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mL,
al medio estéril luego de que la temperatura haya disminuido.
Partiendo de un stock de 20 mg/mL, adicionar 5 pL por cada mL
de medio LB.

2. Agar LB-A

Idem al anterior adicionando:
e Agar-Agar 5¢g

3. Caldo LB-A Glicerol

e Adicionar un volumen de Glicerol al 30 % por partes iguales con el
medio LB segun el volumen que se desee preparar.

4. Stock de Ampicilina

e Vaciar el contenido de la capsula de Ampicilina y agregar bajo
condiciones de esterilidad 50 mL de agua destilada estéril

e Filtrar con filtros milipore de 0,45 um de didmetro, alicuotar y
guardar en nevera a -20° C.

5. Medio SOC
Pesar los siguientes componentes:

2 g de Bacto — peptona o triptona

0,5 g de extracto de levadura

0,5 gde NaCl 6 0,2 mL de NaCl 5 M

95 mL de agua destilada

1 mL de KCI 250 nM (0,186 g en 10 mL de agua)
Ajustar a pH final de 7,0 con NaOH 10 M

Llevar a 100 mL con agua destilada
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e Autoclavara 121° C, 15 Ib de presion durante 15 minutos.

Dejar enfriar y adicionar los siguientes componentes previamente
autoclavados:

e 1 mLdeMgCl, 1M (0.95¢g/10 mL)
e | mLdeMgSO47H,0 1 M (2.47 g/10 mL)

e 1,8 mL de Glucosa en solucion al 20 % (1,8 g/10 mL, filtrar en
filtros de 0,22 micras).
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Transformacion de células mediante electroporacion (Promega®)

Dejar a temperatura ambiente 2 cajas con agar LB-A (Anexo 3) y
suplementarlo con 100 puL. de Tio-Isopropil-B-D-Galactosido (IPTG) y 50
uL 5-Br-4-Cl-3-indolil-B-D-galactosido (X-Gal), homogenizando sobre la
caja. Dejar incubando durante 1 ha 37° C.

Sacar del congelador a -70° C el vial con 40 puL de las células E. coli
JM109 y mantenerlas en hielo hasta el momento de utilizar.

Encender y alistar el equipo electroporador BioRad Systems®, utilizando
el programa Ecl para bacterias.

Mezclar 7 uL del producto de ligacion con los 40 uL de células IM109 y
adicionar todo este volumen en la celda de electroporacion.

Con la celda puesta en el electroporador, dar el pulso con el programa
requerido y anotar las condiciones de la electroporacion (Kv y mseg).

Sacar la celda con las células y adicionar 900 pL. de medio SOC (Anexo
3), homogenizar evitando la formacion de burbujas en la celda.

Transferir el contenido de la celda a un nuevo tubo eppendorf incubando a
37° C durante 90 ’ en bafio de maria.

Sembrar en superficie 200 pL de la transformacion en la caja de agar LB-
A suplementado con IPTG y X-Gal. Homogenizar e incubar a 37° C
durante aproximadamente 16 h.

PRUEBA DE TRANSFORMACION (Test de blancas y azules).

1.

Después de la incubacion, tomar una asada de al menos dos colonias
blancas que indica el crecimiento de bacterias transformadas vy
recombinantes que poseen el inserto de interés clonado. Aquellas colonias
de pigmento azul indican la degradacion del sustrato X-Gal por bacterias
transformadas pero que no poseen el inserto.

Pasar las colonias de interés a 5 mL de caldo LB-A, rotular e incubar a 37°
C durante 16 h en agitacion constante.

Nota: Esta prueba aplica para cepas de E. coli y plasmidos que tengan el sistema o
complementacion de la B-galactosidasa.
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Extracciéon de ADN plasmidico ‘Wizard ® Plus SV Minipreps’ (Promega®)

10.

11.

12.

13.

A partir del cultivo de interés crecido en caldo LB-A, tomar una alicuota
de 750 pL y mezclar con 750 pL de caldo LB-A glicerol al 30%,
almacenar a -20° C para su conservacion.

Centrifugar todo el contenido de caldo LB-A con cultivo restante a 10.000
rpm durante 10 °.

Adicionar 250 pL de solucion de lisis celular y mezclar por inversion.

Agregar 10 uL de solucion proteasa alcalina, mezclar por inversion e
incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Agregar 350 pL de solucion de neutralizacion y mezclar por inversion.
Centrifugar a 10.000 rpm durante 10 minutos a T °© ambiente.

Insertar la columna en un tubo eppendorf nuevo y decantar el lisado dentro
de esta.

Centrifugar a 10.000 rpm por 1 minuto a T © ambiente y descartar lo que
ha pasado a través de la columna.

Agregar 750 pL de solucion de lavado adicionada con etanol y centrifugar
a 10.000 rpm por 1 ’. Descartar el flujo que pasa a través de la columna y
reinsertar la columna en el tubo eppendorf.

Repetir el paso anterior con 250 uL de solucion de lavado.

Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos a temperatura ambiente.
Transferir la columna a un nuevo tubo eppendorf estéril y adicionar 100
uL de agua libre de endonucleasas a la columna, centrifugar a 10.000 rpm

por 1 minuto.

Descartar la columna, rotular el eppendorf con el producto de extraccion y
almacenar a -20° C.
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Digestion del ADN plasmidico

1. Enun tubo eppendorf estéril mezclar los siguientes reactivos:

e ADN plasmidico 10 uL
e Agua ‘Mili-Q’ Estéril 16 uL
e Buffer enzima EcoRI 3 uL
e Enzima EcoRI 1 uL

- Incubar durante 3 horas a 37° C en bafio termostatado.

- Chequear la digestion en un gel de agarosa al 1% utilizando A
Hindlll como marcador de peso molecular y visualizar bajo luz UV
después de tenir con Bromuro de Etidio.
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Extraccion rapida de ADN bacteriano para chequeo por PCR

1. A partir de un cultivo bacteriano crecido en caldo LB-A tomar una
alicuota de 100 pL y someterla a 100° C en bafio de maria durante 10

minutos.

2. Centrifugar durante 10 minutos a 10.000 rpm, tomando 2,5 pL del
sobrenadante para realizar la PCR.
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Transferencia alcalina de ADN a membrana de ‘Nylon’

1. Una vez corrido, tefiido y visualizado el gel, se monta la piramide segun
como se indica en la figura de abajo:

2. Sobre una cubeta que contiene el buffer de transferencia NaOH 0,4 N (16
g/L), se coloca un vidrio a manera de puente. Sobre este se coloca una tira
de papel ‘Whatman’ 3M de manera que haga contacto con la solucién
buffer y lo suficientemente ancha para que el gel quede en contacto con
ella.

3. Sobre esta tira de papel se coloca el gel y sobre el se ubica cuidadosamente
el filtro de nylon (del mismo tamafio del gel) previamente humedecido en
el buffer o en agua.

4. Se hace rodar un agitador de vidrio sobre la membrana para sacar las
burbujas del aire que estén atrapadas.

5. Sobre el filtro se ponen 3 tiras de papel Whatman 3 M del mismo tamafo
del gel y el primero de ellos debe estar humedecido en el buffer.

6. Poner encima de esto un colchon de papeles absorbentes de igual tamafio
que pueden ser papel periddico, o papel de cocina.

7. Finalmente, se pone encima de esto el otro vidrio soporte y un objeto que
haga peso sobre esta superficie, permitiendo que el buffer ascienda por
capilaridad.

8. Desarmar la pirdmide cuidadosamente, el filtro de ‘Nylon’ se neutraliza
con el ADN mirando hacia arriba durante 10 minutos. El gel de agarosa
debe ser visto bajo luz UV para observar que no queden residuos del ADN
sin transferir.

9. Marcar los pozos de los dientes con lapiz, se identifica con la fecha y corta
la esquina derecha. Se sumerge la membrana con el ADN mirando hacia
arriba en SSC 2 X, durante 15 minutos con agitacion.

10. Dejar secar la membrana sobre una toalla absorbente.

11. Fijar en luz UV la membrana durante 5 minutos por ambos lados.

Nota: La duracién de la transferencia depende del tamanio del ADN a transferir,

para fragmentos pequefios se recomiendan tiempos no superiores a las 4-5 h y
para fragmentos pequefios se deja O.N.
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SOLUCIONES:

1. SSC20X

Citrato de Sodio dihidratado
NaCl

H,O destilada

pH final

88 g
175 ¢g
1L
7,0

A partir de esta solucion se prepara la cantidad de solucion 2 Xy 6 X
deseada.

2. NaOH 0,4 N

NaOH en pastillas
H,O destilada

l6 g
1.000 mL

nitrocellulose or
nylon membrane

Whatman 3MM paper
transfer butfer

paper towels

weight

-=+— glass plate

Whatman 3MM paper

e

g <—— gel

ks, 8

support

s

FIGURE 6-1 Upward Capillary Transfer of DNA from Agarose Gels

Buffer drawn from a reservair passes through the gel into a stack of paper towels. DNA eluted from the
gel by the moving stream of buffer is deposited onto a nitrocellulose or nylon membrane. A weight app[lt’-_d
to the top of the paper towels helps to ensure a tight connection between the layers of material used in
the transfer system.
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Marcaje y prueba de la sonda (Histona H2A del clon C1 cepa H14 T. rangeli)

1.

Diluir la sonda purificada en TBS-T a partir de 1/10 (1 pL de sonda y 9 pL
de TBS-T) hasta 1/10.000. Hacer las mismas diluciones del ADN control
2.

Marcar los pozos en la membrana deacuerdo a las diluciones (una
fila/muestra).

Sembrar en cada pozo 5 puL de la dilucién correspondiente y un pozo
control de TBS-T.

Dejar secar la membrana para luego fijarla a luz UV durante 5 minutos.

Bloquear la membrana con leche descremada al 5 % por 30 minutos a T °
ambiente con suave agitacion.

Retirar el conjugado y hacer tres lavados con TBS-T de 10 minutos cada
uno a T © ambiente y suave agitacion.

Adicionar buffer final de lavado (Tris-MgCl,, pH 9) durante 10 minutos en
agitacion suave.

Incubar la membrana a temperatura ambiente durante 30 minutos en
oscuridad a T © ambiente y agitacion con la solucion de revelado (BCIP y
NBT) (Anexo 10).

Lavar el filtro con agua destilada y secarlo con papel filtro, mantener la
membrana completamente seca y protegida de la luz para evitar que se
pierda la senal.
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‘Southern Blot’ - Hibridacion

Colocar un filtro en una caja a la medida, con el ADN mirando hacia
arriba.

Agregar la solucion de prehibridacion (Solucion 1) precalentada a 65° C,
de tal manera que quede cubierto el filtro.

Incubar con agitacion a 42 °C durante 1-4 h.

Descartar la solucion de prehibridacion y adicionar la solucion de
hibridacién (Solucién 2), precalentada a 42 °C.

Incubar con agitacion O.N a 42° C (hasta 2 dias).

Retirar cuidadosamente el filtro y lavarlo para retirar el exceso de sonda
no unida, guardar la sonda a 0° C.

Lavar la membrana 1 vez en SSC 2 X, SDS (0,1 % a 0,5 %, dependiendo
del ‘background’) a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Lavar 15 minutos en SSC 1 X, SDS 0,5 % a 42 °C.

Lavar 15 minutos en SSC 0,5 X, SDS 0,5 % a 42 °C.

10. Lavar 15 minutos en SSC 0,1X, SDS 0,5 % a 42 °C.

11. Enjuagar en SSC 2 X y guardar a T © ambiente hasta revelado.

SOLUCIONES:
1. Prehibridacion:
Reactivo Vf=12,5mL Vf=25mL
Formamida 6,25 mL del frasco 12,5 mL del frasco
Na,PO, pH 7,2 0,12 M 1,5 mLdeunaal 1 M 3mLdeunaal M
SDS 7 % 4,37 mL de 20 % 8,75 mL de 20 %
NaCl 0,25 M 0,625 mL de 5M 1,25mLde5M
EDTA 1 mM 25ul de 0,5 M 50 uL. de 0,5 M

Por cada 25 mL de esta solucion, se le adiciona 50 uL de esperma de salmon (10 mg/mL),
previamente denaturada.

2.

Solucidon de Hibridacion: Es la misma solucidén anterior mas la sonda
marcada previamente denaturada.
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3. Esperma de salmon (E. S)

Disolver 200 mg de E.S en 20 mL de agua

Agitar con magneto de 4 — 6 h hasta disolucion

Agregar 117 mg de NaCl y disolver

Extraer una vez con fenol y recuperar fase acuosa

Extraer una vez con fenol:cloroformo y recuperar fase acuosa
Pasar 12 veces por aguja No 17

Precipitar adicionando 40 mL de etanol absoluto frio
Centrifugar a 12000 rpm durante 30’

Desechar sobrenadante

Lavar con etanol al 70 % (10 mL por 5 minutos a 12000 rpm)
Dejar secar 5 minutos con el tubo boca abajo

Resuspender en agua estéril en 20 mL, alicuotar en eppendorf y
guardar a 20° C.

4. Solucion de lavados/100 mL.
SSC 2 X: 10 mL de 20 X + 2,5 mL de SDS 20 %
SSC 1 X:5mL de 20 X + 2,5 mL de SDS 20 %

SSC 0,5 X: 2,5 mL de 20 X + 2,5 mL de SDS 20 %
SSC 0,1 X: 0,5 mL de 20 X + 2,5 mL de SDS 20 %.

REVELADO DE MARCAJE NO RADIOACTIVO.

MARCAIJE NO RADIOACTIVO
Denaturar el ADN a marcar durante calentamiento en bafio maria durante 5
minutos e inmediatamente colocarlo en hielo, en un volumen de 24 pL (se inicia

con 25-500 ng de ADN).

1. Agregar: 5 mL de ANTP mix 10-X + 5 puL de solucion Random
primer 2,5 X.

2. Mezclar muy bien.
3. Adicionar 1 pL de enzima Klenow y mezclar en centrifuga.

4. Incubar a 37 °C por 1 hora.
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UNION DEL CONJUGADO FOSFATASA ALCALINA-STREPTAVIDINA

l.

Lavar el filtro brevemente en TBST 1 X (Soluciéon 1) a temperatura
ambiente.

Incubar en soluciéon de bloqueo (Solucion 2) 1 hora a 65° C con suave
agitacion.

Mientras tanto, centrifugar el tubo del conjugado SA-AP a 15.000 rpm por
30 minutos a 4° C.

Remover cuidadosamente 14 pL del sobrenadante y diluir 1/1.000 en
TBST a T © ambiente con agitacion.

Remover la solucién de bloqueo y enjuagar brevemente con TBST a T °
ambiente con agitacion.

Adicionar el conjugado diluido e incubar por 45 minutos—1 h a T °
ambiente y suave agitacion.

Retirar el conjugado y lavar la membrana con TBST por 15 minutos a T °
ambiente y suave agitacion. Repetir este lavado durante 1 h.

Lavar con buffer final de lavado (Solucion 3) durante 1 h a T © ambiente
con suave agitacion.

DETECCION

1.

Incubar la membrana a T ° ambiente durante 30 minutos en oscuridad y
agitacion con la solucidn de revelado (Solucién 4) precalentada.

Lavar el filtro con agua destilada y secarlo con papel filtro, mantener la
membrana completamente seca y protegida de la luz para evitar que se
pierda la senal.

DEHIBRIDAR

A. SSCO0,1 X

SDS 0,1 %
A 80 —-90 ° C 2 veces por 20 minutos y se utilizan 2,5 mL para cada uno

B. SSC0,01 X

SDS 0,01 %
A 65° C 2 veces por 20°.
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SOLUCIONES:
1. TBS1X.
Tris 100 mM 3g
NaCl 150 mM 8g
KCI 02¢g
H,O destilada 800 mL
Ajustar a pH 7,4 con HCI y completar el volumen a 1.000 mL y
autoclavar.
2. TBST
Tween-20 (0,05 %) 50 pL para cada 100 mL de solucion
TBS 1 X.
3. Solucién de bloqueo
Leche descremada 5¢g
TBST 100 mL
4. Buffer final de lavado
Tris 100 mM 6,057 g
NaCl 100 mM 2,09 ¢g
MgCl, 6 H,O 0,5¢g
H,0 destilada 500 mL
Cuadrar pH a 9,8 y autoclavar
5. Solucién de revelado del ‘Kit’
NBT (75 mg/mL): Adicionar 44 pL para un V=10 mL de buffer
final de lavado; 6 66 pL para un V{=15 mL.
BCIP (50 mg/mL): Adicionar 33 pL para un V=10 mL de buffer
final de lavado; 6 49,5 puL para un V=15 mL.
6. Soluciones para deshibridar

SSC 0,1 X/SDS 0,1 %
Lavar las membranas en esta solucion a 80-90 °C dos veces durante 20
minutos cada lavado.

SSC 0,1 X/SDS 0,1 %
Lavar las membranas en esta solucion a 65° C dos veces durante 20
minutos cada lavado.
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NUMEROS DE ACCESO AL GENBANK PARA LAS SECUENCIAS
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Resumen de resultados obtenidos para cada uno de los métodos filogenéticos

‘NEIGHBOR JOINING’
MEGA 3.1
No. of Taxa : 7
Data File : C:\Documents and Settings\HP\Mis documentos\Secuencias\H2A no
cd2.meg

Data Title : : H2A no cd2.txt
Data Type : Nucleotide
Analysis : Phylogeny reconstruction
Tree Inference :
Method : Neighbor-Joining
Phylogeny Test and options : Bootstrap (1000 replicates; seed=64238)
Include Sites :
Gaps/Missing Data : Complete Deletion
Substitution Model :
Model : Nucleotide: Kimura 2-parameter
Substitutions to Include : d: Transitions + Transversions
Pattern among Lineages : Same (Homogeneous)
Rates among sites : Uniform rates
No. of Sites : 258
No Of Bootstrap Reps = 1000

Type: Rooted
SBL: 0.5002840
Condensed value: Condensed value

MAXIMA PARSIMONIA
MEGA 3.1

No. of Taxa : 7
Data File : C:\Documents and Settings\HP\Secuencias\H2A no cd2.meg
Data Title : : H2A no cd2.txt
Data Type : Nucleotide
Analysis : Phylogeny reconstruction
Tree Inference :
Method : Maximum Parsimony
Phylogeny Test and options : Bootstrap (1000 replicates; seed=3364)
Search Options : CNI (level=1) with initial tree byRandom addition (10 reps)
Include Sites :
Gaps/Missing Data : Complete Deletion
No. of Sites : 258
No Of Bootstrap Reps = 1000
CI=1.000000

BRIAN SUAREZ - MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL



Comparacién de la secuencia intergénica del gen Histona H2A entre cepas KP1 (¥)
vy KP1 (-) de Trypanosoma rangeli

RI=1.000000

RCI = 1.000000(for all sites)

1CI = 1.000000(for parsimony informative sites)
iRI = 1.000000(for parsimony informative sites)
1RCI = 1.000000(for parsimony informative sites)

PAUP 4.0

Optimality criterion set to parsimony.

Bootstrap method with heuristic search:
Humber of bootstrap replicates = 1808
Starting seed = 19534894183
Optimality criterion = parsimony
Character-status summary:
0f 332 total characters:
All characters are of type "unord’
All characters hawe equal weight
23 characters are constant
136 variable characters are parsimonyg-uninformative
Mumber of parsimonyg-informative characters = 143
Gaps are treated a= "missing”
Starting treed=z) obtained wia stepwise addition
Addition seguence: simple (reference taxon = PG3I2
Humber of trees held at each step during stepwise addition = 1
EBranch-swapping algorithm: tree-bizection-reconnection (TER?
Stespest descent option not in effect
Initial 'MaxTrees' setting = 188
Branches collapsed (creating polgtomies) if maximum branch length is zero
'MulTrees' option in effect
Topological constraints not enforced
Trees are rooted

1888 bootstrap replicates completed
Mote: Effectivensss of search may houwe been diminished due to tree-buffer owverflow.
Timz used = BE:14:43.4

Bootstrap 588 majority-rule consensus tree

MAXIMA VEROSIMILITUD
PAUP 4.0

Boot=strap method with heuristic search:
NHumber of bootstrap replicates = 1066
Starting seed = 1615799153

Optimality criterion = likelihood
Likelihood settings:

MHumber of substitution types = 2 C(HEYEDS wvariantl
Transition/transversion ratio = 2 (kappa = 2.77287362
Assumed nucleotide freguencies {empirical fregquenciesi:
A=0. 16882 C=0.24951 G=@.232295 T=8.35751
Among-=site rate variation:
Assumed proportion of invariable sites = none
Distribution of rates at wvariable sites = equal
These settings correspond to the HKYSS5 model
Mumber of distinct data patterns under this model = 62
Molecular clock not enforced
Starting branch lengths obtained using Rogers-Swofford approximation method
Trees with approximate likelihoods S8 or further from the target score are rejected
without additional iteration
Branch-length optimization = one-dimensional Hewton-Raphson with pass limit=2za,
del ta=1e-86
-1ln L (unconstrained? = unavailable duse to missing-data and/or ambiguities
Starting treeds) obtained wvia stepwise addition
Addition sequence: as-is
Humber of trees held at each step during stepwise addition = 1
Branch-swapping algorithm: tree-bisection-reconnection (TER 2
Steepest descent option not in effect
Initial 'MaxTrees' setting = 1686
Branches collapsed (creating polytomies) if branch length is less than or equal to l=-88
'MulTrees' option in effect
Topological constraints not enforced
Trees are rooted

1888 bootstrap replicates completed
Time used = B0:85:54.6

Bootstrap S8% majority-rule consensus trees
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