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GENETICA DE LAS POBLACIONES 
DE TRYPANOSOMA CRUZl : 

CONOCIMIENTOS ACTUALES 

Breniere S.F. I, Bosseno M.F.I & Espinoza B. 2 

El conocimiento de las enfermedades por transmisi6n vectorial se basa en 
varios aspectos de los cuales la variabilidad genetica de los organismos puede 
jugar un papel preponderante en la epidemiologfa. A partir de los afios 60 y 
gracias al desarrollo de la tecnica de electroforesis de protefnas, se evidenci6 en 
los organismos una inmensa variabilidad genetica que fue mucho mas extensa 
de 10 que se pensaba anteriormente. Trypanosoma cruri, parasite unicelular 
causante del Mal de Chagas, no fue la excepci6n. En cambio, trabajos pioneros 
de la decada de los 70 mostraron que este parasite presenta una gran heteroge­ 
neidad isoenzimatica (Toye, 1974; Miles et al., 1977). De manera general, las 
protefnas son codificadas per genes muy polimorfos que existen bajo la forma 
de dos 0 varios alelos, los alelos de estos genes son general mente codominantes 
expresandose los dos en los individuos heterocigotos. Asf, la electroforesis de 
isoenzimas expresa indirectamente los genotipos de los genes correspondientes, 
por 10 tanto es una herrarnienta muy titil para los genetistas de poblaciones. Desde 
hace varios afios, se desarrollaron estudios sobre la variabilidad isoenzimatica 
de cepas de T cruzi aisladas de diversos huespedes, en pafses de la mayorfa del 
Cono Sur. incluyendo un amplio muestreo de cepas bolivianas (Tibayrenc et al., 
1983, 1984 & 1986; Tibayrenc & Miles, 1983). A partir de estos datos se ana­ 
liz6 el modo de multiplicaci6n de este parasite en la naturaleza y se concluy6 
que T. crud se multiplica de manera asexuada generando as! una estructura de 
las poblaciones esencialmente clonal (Tibayrenc et al., 1981 & 1991 a; Tiba­ 
yrenc & Ayala, 1988). Esta estructura clonal implica la existencia de entidades 
independientes (clones), las cuales pueden presentar propiedades biol6gicas di­ 
ferentes. 

'IRD, calle Ciceron n° 609, Col. Los Morales, AP 11530. Mexico DF. 
21nstituto de Investigaciones Biomedicas, UNAM, Mexico DF. 
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Planteamiento del problema 

Varias preguntas fundamentales justifican el estudio de la variabilidad ge­ 
netica de las poblaciones de T. cruzi : 

~ Cudles son las unldades taxonomicos biologicamenie importantes? - La 
estructura de la variabilidad de un organismo y su interpretacion estan basados 
en el estudio de los intercambios geneticos entre los miembros de una pobla­ 
cion. Los efectos de estos intercambios permiten determinar a traves de la ge­ 
netic a de poblaciones y del analisis filogenetico si una determinada "especie" 
puede considerarse como una unidad taxonomica geneticamente relevante 0 si 
esta compuesta de subunidades correspondientes a especies cripticas, subpobla­ 
ciones 0 linajes de clones (en el caso de reproduccion clonal). Estos subgrupos 
evolutivos son las unidades validas para los estudios integrados de la biologta, 
ecologfa y epidemiologfa de los organismos. 

~ Cudles son las relaciones evolutivas entre las diferentes unidades taxono­ 
micas? - La genetica de poblaciones permite medir los lasos geneticos entre 
grupos de organismos e individualizar grupos rnonofileticos que pueden ser luego 
considerados como unidades taxonornicas para el estudio de otros factores. No 
todos los marcadores son forzosamente apropiados para este estudio. Los mar­ 
cadores que evolucionan principalmente por mutaciones puntuales son los me­ 
jores para medir distancias evolutivas entre los organismos y las isoenzimas han 
sido ampliamente utilizadas para este proposito. 

~ Cudles son las implicaciones epidemiologicas de la variabilidad? - La 
deteccion de las unidades taxonornicas con utilidad en epidemiologfa de T. cruzi 
en los diferentes hospederos (vectores y mamfferos) y su reparticion geografica 
tienen varias consecuencias en el conocimiento de la enfermedad: 

- identificacion de las especies principales y secundarias de vectores, 

- evaluacion de las relaciones entre ciclos domesticos y silvestres, 

- identificacion de reservorios, 

- relaciones con endemicidad y patologfa humana. 

Trypanosoma cruzi y clonalidad 

El estudio del modo de reproduccion planteo el analisis de los intercambios 
de genes (flujo genetico) entre cepas de T. cruzl a partir de los datos isoenzi- 
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maticos. Tibayrenc y colaboradores propusieron un analisis original basado so­ 
bre la hip6tesis de poblaciones panmfcticas porque es la unica situaci6n para la 
cual las probabilidades estadfsticas estan bien establecidas. En ninguna pobla­ 
ci6n los autores obtuvieron estadfsticas en conformidad con la hip6tesis de pan­ 
mixia. Consecuentemente, propusieron la hip6tesis clonal como modelo de re­ 
producci6n de este parasite en la naturaleza (Tibayrenc et al., 1981 & 1991 a; 
Tibayrenc & Ayala, 1988; Tibayrenc, 1995). 

Los analisis comparativos de varios marcadores polim6rficos mostraron una 
alta correlaci6n con los diferentes zimodemas identificados (Morel et al., 1980; 
Tibayrenc & Ayala, 1987; Breniere et al., 1991; Solari et al., 1992). La corre­ 
laci6n entre marcadores polim6rficos independientes es consistente con la exis­ 
tencia de un desequilibrio de ligaci6n en una poblaci6n, concepto que apoya la 
estructura clonal (Tibayrenc et al., 1991a). Un desequilibrio de ligaci6n se 
puede observar en caso de estructuraci6n geografica para una especie, pero en 
este caso los genotipos multi locus mas frecuentes tienden a localizarse en una 
misma area. En el caso de T. cruzi se observ6 que los genotipos mas frecuentes 
ten fan una repartici6n geografica muy extensa, 10 que confirm6 una reproduc­ 
ci6n clonal (Tibayrenc et al., 1991 a; Tibayrenc 1995). 

Algunos trabajos sugirieron la presencia de intercambios geneticos en este 
organismo (Bogliolo et al., 1996; Carrasco et al. 1996). Asf, Carrasco y cola­ 
boradores demostraron la existencia de intercambios geneticos entre cepas ge­ 
neticamente muy relacionadas de la selva amaz6nica, de tal manera que la hi­ 
p6tesis de panmixia en esta poblaci6n no pudo ser rechazada (Carrasco et al., 
1996). El modelo clonal no excluye los fen6menos de intercambios geneticos 
entre las cepas pero no son suficientemente frecuentes para que los genotipos 
actuales (0 zimodemas) sean considerados como entidades inestables y transi­ 
torias. 

Diversidad clonal del taxon Trypanosoma cruzi 

Las isoenzimas son enzimas con la misma funci6n pero de movilidad elec­ 
troforetica diferente. La movilidad depende de la carga de la protefna la cual 
esta ligada esencialmente a su estructura primaria. La estructura primaria evo­ 
luciona por mutaciones puntuales, la selecci6n interviene poco a este nivel. Asf, 
las isoenzimas son marcadores evolutivos igual a un reloj molecular. El analisis 
isoenzirnatico permite estudiar el modo de reproducci6n de los organismos y 
medir distancias evolutivas entre organismos y luego construir filogenias. 
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Miles y colaboradores propusieron dividir el tax6n T. cruzi en tres grupos de 
cepas identificables por su perfil isoenzimatico, llamados zimodema ZI, Z2 y 
Z3 (Ready & Miles, 1980; Miles et al., 1981). Inicialmente, cada zimodema era 
bastante homogeneo. Posteriormente, el estudio de 250 cepas brasilefias sobre 
la base de 6 a 18 loci enzimaticos mostr6 una mayor variabilidad pero cada cepa 
se podfa facilmente relacionar a uno de los zimodemas previamente descritos 
(Miles et al., 1980). Luego, Tibayrenc & Ayala (1988) analizaron un gran rni­ 
mero de cepas de origen geografico mas diverso identificando 43 perfiles 
isoenzimaticos diferentes sin poder delimitar grupos geneticos (anal isis cladis­ 
tico). Finalmente, podemos concluir que el taxon T. cruzi se caracteriza pOI' un 
gran mirnero de clones distribuidos sobre largas areas geograficas con algunos 
clones mas frecuentes llamados clones mayores (Tibayrenc & Breniere, 1988). 
Las distancias evolutivas, calculadas a partir de los anal isis de similitudes de 
perfiles isoenzimaticos, pueden ser en ormes entre pares de clones. Las diver­ 
gencias geneticas observadas entre algunas cepas de T. cruzi son analogas a las 
observadas entre cepas de Leishmania pertenecientes a diferentes complejos y 
especies (Tibayrenc, 1998). Las leishmaniasis son enfermedades que presentan 
diversas patologfas estrechamente relacionadas con la variabilidad genetica de 
los agentes. La patologfa de la enfermedad de Chagas es tambien variable pero 
la relacion con la variabilidad genetica del paras ito es hasta ahora una hip6tesis 
de trabajo. 

El mirnero de clones identificados en el taxon T. cruzi no es limitado, el 
incremento de las cepas estudiadas y de la resolucion de las tecnicas utilizadas 
para el estudio del genoma (aumento de marcadores geneticos) nos permitira 
detectar mayor variabilidad. 

En el Cono Sur, en numerosas situaciones se observe una mayor diver­ 
sidad de clones de T. cruzi en los ciclos silvestres. Los ciclos silvestres presen­ 
tan una importante complejidad, en una misma area intervienen varias especies 
de vectores y numerosos mamfferos. Tambien, la intervencion de intercambios 
geneticos ocasionales podrfa ser la fuente de esta mayor diversidad (Bogliolo et 
al., 1996; Carrasco et al., 1996). 

Los clones de Trypanosoma cruzi se distribuyen en dos linajes principales 

Datos isoenzimaticos (22 loci) y anal isis recientes pOI' RAPD de 24 y 
luego 50 cepas representativas de la diversidad del taxon, mostraron que las 
poblaciones de T. cruzi se reparten en dos principales linajes ("clade" 0 filum), 
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Figura 1. (A) Dendrograma (UPGMA, "Unweighted Pair-Group Method") construido a partir de 
los datos de un analisis RAPD de cepas de T cruti representativas de la diversidad del tax6n segun 
Tibayrenc (1998). (B) Dendrograma UPGMA construido a partir de la matriz de distancias de Nei 
segun los datos de Tibayrenc y Ayala (1988). Los rnimeros identifican los diferentes zimodemas 
previamente descritos (l a 43) ; los zimodemas 17, 30 y 27 corresponden respectivamente a las 
cepas de referencia Zl, Z2 Y Z3 de Miles; los zimodemas 20 y 39 corresponden a los clones ma­ 
yores 20 y 39 encontrados en Bolivia. La correspondancia entre la nueva nomenclatura y la pro­ 
puesta en B es : Tcl=ZI9/20, Tc2.1=Z27, Tc2.2=Z32, Tc2.3=Z36, Tc2.4=Z39 y Tc2.5=Z43. 

n 

Sequn Tibayrenc, 1998 
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cada uno muy polimorfo (Fig. 1 A) (Tibayrenc, 1995 & 1998; Tibayrenc et al., 
1993; Brisse, 1997; Brisse et al., 1998). Los dos principales linajes se pueden 
visualizar por la clasificacion nurnerica de los datos de Tibayrenc & Ayala (1988) 
(15 loci) como 10 ilustra el dendrograma de la Fig. I B. La adicion de marcado­ 
res isoenzirnaticos y su comparacion con un marcador independiente (RAPD) 
aporto una mayor certeza a la interpretacion filogenetica de los datos (Tibayrenc, 
1998). Adernas, analisis de genes de mini exon y del ARN ribosomal 24Sa 
muestran un dimorfismo estrictamente concordante con los dos linajes de T. cruzi 
(Souto et a!., 1996); estos marcadores son asimilables a caracteres sinapomor­ 
fos y confirman la division filogenetica del tax6n T. cruri en dos grandes gru­ 
pos. 

Varios indices de distancias feneticas y geneticas se usan para estable­ 
cer similitudes de caracteres entre cepas y construir dendrogramas para figurar 
las relaciones evolutivas entre las cepas (escuela de la taxonomfa numerica 0 

fenetica). La escuela cladfstica propone un analisis diferente de los datos, don­ 
de la filogenia de cada caracter esta tomada en cuenta. Elegimos un muestreo 
representativo de la diversidad del taxon y aplicamos estos diferentes analisis 
sobre datos isoenzimaticos (22 loci) y RAPD separadamente 0 acumulados. 
Siempre se evidenciaron los dos grandes linajes agrupando las mismas series 
de cepas (Breniere, resultados no publicados). 

Las cepas previamente nombradas ZI por Miles et al. (1977) y el cion 
20, mayor en Bolivia, pertenecen al mismo linaje. Las cepas nombradas Z2 y 
Z3 por Miles y el clon 39, segundo cion mayor encontrado en Bolivia pertene­ 
cen al otro linaje (Miles et al., 1977 & 1981; Ready & Miles, 1980; Tibayrenc 
et al., 1986; Breniere et al., 1989, 1991 & 1995). 

lCual es la organizacion genetic a de los clones dentro de cada linaje? 

Filogenias construidas a partir de ana/isis isoentimdticos y RAPD - Re­ 
cientemente, un analisis por RAPD de cepas representativas de la diversidad 
isoenzimatica de T. cruri, sugiere una estructuracion de uno de los linajes en 5 
subdivisiones 0 clades (Brisse, 1997; Tibayrenc, 1998; Brisse et al., 1998)(Fig. 
1). Los dos linajes como los subgrupos son todos identificables por varias ban­ 
das RAPD especfficas (caracteres sinapornorfos; Brisse, 1997). La topologfa de 
las cepas, obtenida a partir de los datos RAPD, es notablemente similar a la del 
dendrograma construido a partir del anal isis por 15 loci isoenzimaticos (Fig. 1 A 
& B). Muchas de las cepas analizadas son comunes a estos dos estudios y sus 
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posiciones relativas son si mi lares debido a la fuerte correlaci6n entre los dos 
marcadores (Tibayrenc et al., 1993; Steindel et al., 1993). No se excluye una 
estructuraci6n del otro linaje en grupos geneticamente distintos pero no son 
identificables con los analisis actuales. En este linaje, las divisiones observadas 
presentaron probabilidades de agrupamiento bajas (bajos val ores de "bootstrap") 
y no se observaron caracteres RAPD y isoenzimaticos sinapomorfos entre las 
diferentes divergencias del arbol (Brisse, 1997). 

Sondas del ADN del cinetoplasto para caracterizacion de clones de T. cruzi 
- En base a los estudios filogeneticos se estudiaron las homologfas de las se­ 
cuencias de las partes variables de los minicfrculos del ADN del cinetoplasto 
(HVRm) entre las cepas de T. cruri. Estas HVRm fueron facilmente obtenidas 
de cualquier cepa del tax6n T. cruri por PCR, usando como cebadores secuen­ 
cias de 20 pares de bases complementarias de las partes constantes de los mini­ 
circulos del cinetoplasto. Sondas preparadas a partir de los productos de ampli­ 
ficaci6n (las HVRm) del ADN de cepas de referencia, hibridaron especfficamente 
con las HVRm de grupos de clones geneticamente muy relacionados: la sonda 
39 reconoci6 a todos los miembros de un subgrupo del segundo mayor filum 
nombrado clonet 39 (Fig. I, Tc 2.4; Yeas et al., 1991; Breniere et al., 1998); la 
sonda 32 reconoci6 a otro subgrupo del mismo filum (Tc 2.2, dato no publica­ 
do). La tercera sonda estudiada, sonda 20, reconoci6 un subgrupo de clones del 
primer mayor filum nombrado clonet 20 que se puede considerar como un gru­ 
po monofiletico (Veas et al., 1991; Breniere et al., 1995 & 1998). Estos datos y 
otros muestran que las secuencias de las HVRm de varios kinetoplastidae pue­ 
den distinguir especfficamente grupos geneticos (unidades taxon6micas utiles; 
Mathieu Daude et al., 1994; Breniere et al., 1996). 

Propuesta para una nomenclatura del taxon T. cruzi 

La concordancia entre varios analisis del genoma de T. cruzi permite con­ 
siderar la divisi6n del tax6n en dos linajes biol6gicamente valida. Consecuente­ 
mente, proponemos que estos dos linajes 0 fila se Ilamen Tc 1 y Tc 2 (Fig. I B). 
Por otro lado, existen buenos argumentos filogeneticos para subdividir el linaje 
Tc 2 en 5 subgrupos (Brisse, 1997; Brisse et al., 1998). Se propone la numera­ 
ci6n siguiente para estos grupos: Tc 2.1, Tc 2.2, Tc 2.3, Tc 2.4 y Tc 2.5 (Fig. 
I B). EI clonet 20 incluido en Tc I, representarfa un grupo monofiletico y la 
confirmaci6n de tal resultado en base a un mayor muestreo de cepas y a analisis 
adicionales permitiria nombrarlo Tc 1.1. La puesta en evidencia de subestructu­ 
racion dentro de los grupos del linaje Tc 2 podria facilmente introducirse a la 
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nomenclatura por un nombramiento tipo Tc 2.1.1. Tc 2.1.2 por ejemplo. Algunas 
cepas presentan posiciones taxon6micas diffciles de establecer; una cepa inter­ 
mediaria entre Tc I y Tc 2 perteneciente al tax6n T. cruzi se podrfa indicar como 
Tc 0; una cepa perteneciente a Tc 2, no claramente relacionada a uno de los 5 
grupos actual mente identificados, se podrfa nombrar Tc 2.0. 

De acuerdo a esta nueva nomenclatura, Tc I incluye las cepas del zimode­ 
rna 1 de Miles, el clonet 20 y corresponde al primer mayor filum de T. cruzi; Tc 
2.1 incluye el zimodema 3 de Miles y exclusivamente cepas de ciclos silves­ 
tres; Tc 2.2 el zimodema 2 de Miles y cepas de ciclo dornestico frecuentemente 
identificadas en el Cono Sur (Brasil, Chile, Sur de Bolivia); Tc 2.3 incluye ce­ 
pas escasamente aisladas de ciclos domestic os y silvestres; Tc 2.4 es bastante 
hornogeneo y se caracteriza por la presencia de perfiles heterocigotos en varios 
loci, este grupo incluye el clonet 39; finalmente Tc 2.5 presenta tambien perfi­ 
les heterocigotos en varios loci e incluye la cepa .de referencia Tulahuen muy 
conocida por varios laboratorios. 
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