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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES rRNA 5.8S E ITS
FLANQUEANTES Y Cyt b DE Trypanosoma cruzi I, CEPA SYLVIO X10.

AUTOR: Claudia Infante Jaimes

PALABRAS CLAVE: Heterogeneidad genética, Trypanosoma cruzi, ITS1—rRNA
5.8S—ITS2, multiclonalidad, Sylvio X10.

CONTENIDO

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado que ocasiona la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana. Es un organismo conocido por ostentar una amplia heterogeneidad
genética correlacionada con tropismo tisular, signos clinicos de la enfermedad o distribucion de las
DTUs. Sin embargo, aun existe incertidumbre sobre la confiabilidad de la clasificacion actual en
seis grupos o DTUs (Unidades discretas tipificadas), en parte por la insuficiencia en la
caracterizacion de los marcadores utilizados. En este Trabajo de Grado se hizo un andlisis
bioinformético de secuencias del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2 de T. cruzi | (cepa Sylvio X10
(ATCC 50823)), obtenidas de librerias construidas mediante amplificacion por PCR y clonacion en
los vectores CloneJET® (Fermentas) y GEM T-easy® (Promega). Los resultados reflejan alta
conservacion del gen rRNA 5.8S y una relativa variabilidad entre las regiones ITS, lo cual
concuerda con variacion en las repeticiones de los clusters de genes ribosomales. De otro lado, los
andlisis de distancia demuestran que la variabilidad de las regiones intergénicas no es
suficientemente discriminante para distinguir unas cepas de otras. Esto, debido a la existencia de
variabilidad intragendémica que hasta el presente, no se conocia ni ha sido reportada en T. cruzi.

* Proyecto de grado
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ABSTRACT

TITLE: MOLECULAR CHARACTERIZATION OF rRNA 5.8S e ITS AND Cyt b
GENES IN Trypanosoma cruzi, CEPA SYLVIO X10.

AUTHOR: Claudia Infante Jaimes

KEYWORDS: Genetic heterogeneity, Trypanosoma cruzi, ITS1—rRNA 5.85—
ITS2, multiclonality, Sylvio X10.

CONTENT

Trypanosoma cruzi is a flagellate protozoan that causes Chagas disease or American
trypanosomiasis. It is a microorganism known by its wide genetic heterogeneity correlate with clinic
symptoms of the disease, tissue tropism and geographical dispersion of the DTUs. However, there
is still uncertainty about the reliability of the current classification, in part because of the failure in
the characterization of the markers used. In this work, a bioinformatic analysis of sequences of the
fragment ITS1-5.8S rRNA-ITS2 of T. cruzi | (Sylvio X10 strain (ATCC 50823)) has been achieved.
Clones were obtained from libraries constructed by PCR amplification and cloning in vectors
CloneJET ® (Fermentas) and pGEM® T-easy (Promega). Results show high conservation of 5.8S
rRNA gene and relative variability between ITS regions. However, our analysis shows that the
variability range of the regions is not sufficiently discriminating to distinguish among strains. That
variation is due in part to polymorphisms in the ribosomal genes clusters. This is due to the
existence of intragenomic variability that until now, was unknown in T. cruzi.

* Thesis

** Faculty of Sciences. Biology Department. Director: Jorge Hernandez Torres Ph. D. Molecular
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INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado del orden kinetoplastida, familia
Tripanosomatidae y es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana. Esta patologia representa para Latinoamérica un serio
problema de salud publica, especialmente en zonas rurales donde se estima que
cerca de 12 mil a 20 mil personas mueren cada afio a causa de la enfermedad
(WHO, 2002). En Colombia la tripanosomiasis afecta cerca del 5% de la poblacion
y 20% esta en riesgo de infeccién (WHO, 2007).

La diversidad genética de Trypanosoma cruzi ha sido objeto de variados estudios
(e.g., Zingales et al., 1999; Tibayrenc, 2003; Macedo et al., 2004; Mejia y Triana,
2005; Pena et al., 2009; Duque et al., 2011; Camara et al., 2010) y multiples
clasificaciones preferiblemente relacionadas con signos clinicos de la enfermedad
y tropismo tisular (Vago et al, 2000). Los primeros andlisis moleculares se hicieron
por Miles et al., (1977), quienes identificaron patrones de isoenzimas de distintas
cepas y propusieron la primera clasificacion de T. cruzi, en zimodemos | y Il.
Estudios posteriores aplicando taxonomia numérica, plantearon una tercera

division, i.e., zimodemo lll (Ready y Miles, 1979).

En principio se plante6 que los zimodemos eran grupos homogéneos y podrian
estar asociados con la distribucion geogréfica. Tibayrenc y Le Ray (1984)
relacionaron el zimodemo | con cepas de la cuenca amazoénica y del ciclo selvatico
del parasito. EI método de clasificacion en zimodemos decay6 luego de un estudio
realizado por Tibayrenc y Ayala (1988), de quince enzimas en 121 aislados de
distintas localidades y hospederos, y de los ciclos selvatico y doméstico del
pardsito. Este trabajo derivd en una clasificacion en 43 zimodemos y terminé
concluyendo que como T. cruzi era un organismo diploide, los distintos zimodemos

correspondian a variantes alélicas.



Con el avance en las técnicas moleculares, el analisis de isoenzimas fue
remplazado por el uso de marcadores basados en ADN como el gen ribosomal
24Sa, genes de mini exdn (Fernandes et al., 1988; Souto et al., 1998; Brisse et al.,
2001; Cuervo et al., 2002) y RAPD (random amplification of polymorphic DNA)
(Oury et al., 1997; Brisse et al., 1998). Estos nuevos analisis condujeron a la
division del grupo T. cruzi en dos linajes principales, 1y 2. Los polimorfismos en el
tamafo del fragmento amplificado del gen 24Sa y la agrupacion de las secuencias
segun el linaje fueron determinantes (Souto et al., 1996). Por tal razon el Satellite

Meeting en Rio de Janeiro (1999) recomendo la clasificacion de T. cruzien | y Il

Ademas de los intentos de clasificar la heterogeneidad de las poblaciones de T.
cruzi con base en marcadores moleculares, los investigadores también han
abordado el problema examinando las diferencias en el curso de la infeccion, los
picos de parasitemia en distintos tiempos, la morfologia de las formas sanguineas
y las diferencias en infectividad a macrofagos peritoneales de ratdén y en cultivos
celulares in vitro e in vivo (Brener, 1977). Sin embargo, estas relaciones no han
sido concluyentes, bajo el argumento de que T. cruzi es una sola especie aunque

politipica (Momen, 1999).

Basados en una revision de los resultados genéticos y de la estructura clonal del
pardsito, Tibayrenc y Ayala (1998) y Tibayrenc (2003) propusieron la clasificacion
de T. cruzi en seis DTUs (Discrete Typing Units) definidas como “sets of stocks
that are genetically more related to each other than to any other stock and that are
identifiable by common genetic, molecular or immunological markers”. Segun este
nuevo ordenamiento, los aislados se clasificarian como DTU | y DTU II, éste ultimo
subdividido en las cinco DTUs lla-lle; el antiguo linaje T. cruzi Il seria llb
(Tibayrenc, 2003).

En un segundo Satellite Meeting llevado a cabo en Buzios (Brazil), las
comunidades de expertos reconocieron la nomenclatura en DTUs y recomendaron

clasificar las cepas de T. cruzi en DTUs | a VI. Bajo este nuevo esquema, DTU |y



DTU Il, serian sinbnimos de T. cruzi | y T. cruzi ll, respectivamente (Zingales et al.,
2009). No obstante, el problema de clasificar T. cruzi no parece haber sido
resuelto, y en cualquier caso, no se ha podido establecer una nomenclatura
basada en pocos marcadores moleculares. La complejidad de las pruebas
discriminantes induce a sospechar que aun falta por descubrir mucho de la
biologia del parasito, antes de considerar resuelto el asunto de la clasificacion. El
siguiente diagrama de flujo, reproducido de Brisse et al., (Int. J. Parasitol. (2001)
31:1218-1226) esquematiza el entramado de pruebas que se deben practicar a fin

de clasificar una cepa en su respectiva DTU:

T. cruzi
isolate
L
Mini-exon |
PCR |
yLsoo bp None*
24Sa rRNA 24Sa. rRNA
PCR PCR
(and weak
125 bp) 110 bp 125 bp
18S rRNA
PCR 130 bp
165 bp None*
Confirmatory l T. cruzil | J Lineage Iid ‘ | Lineage IIb | f Lineage lle | l Lineage lic | ‘ Lineage lla
PCR markers:
24Sa.rRNA 110 bp - - - - -
18SrRNA  175# 165 bp - - 165 bp 155 bp
p3/p6 PCR  none 1 none 1 1 none
p7/p8 PCR 4 1# 4# 4 1# none, 2 or 2 and 4
p9/p10 PCR 2 2 1 1and2 2 2

Otro aspecto de la biologia de T. cruzi, aun por profundizar y que podria tener un
inmenso impacto en la clasificacion intraespecifica, es el modo de reproduccion
entre sexual y asexual. A pesar de que T. cruzi es un organismo diploide, se ha

venido aceptando la hipotesis de una estructura de poblacion clonal, usualmente



carente de recombinacién genética (Tibayrenc y Ayala, 1986). Con base en esta
hipodtesis, T. cruzi se reproduce de manera asexual y cada individuo representa
una linea clonal. Ademas, una cepa aislada de vector o de humano podria ser en
realidad una mezcla heterogénea de clones reproducidos asexualmente
(Tibayrenc et al., 1995). Esto es lo que sugieren los datos experimentales
(Tibayrenc et al., 1986; Tybayrenc et al., 1991; Pena et al., 2009).

Obviamente, una consecuencia que se deriva de la hipétesis de la clonalidad,
seria que la variabilidad genética y morfolégica observada en los aislados de T.
cruzi provendrian de la evolucién independiente de lineas de clones (Tibayrenc et
al., 1995). Gaunt et al., (2003) consideraron haber demostrado la recombinacion in
vitro de T. cruzi, mediante el uso de clones transformados con genes de
resistencia a farmacos, como se ha documentado para otros protozoos,
parasiticos similares como Leishmania (Akopyants et al., 2009) y Plasmodium
(Bruce et al., 1990).

Para terminar de esbozar el complejo panorama de la genética poblacional de T.
cruzi, se ha evidenciado la existencia de grupos hibridos, TcV y TcVI, los cuales
habrian tenido su origen en un evento de hibridizacién entre Tcll y Tclll (Sturm et
al., 2003). Esto significaria que han existido al menos dos eventos de
recombinacién genética en el pasado (Brisse et al., 2003; Sturm et al., 2002;
Westenberger et a.l, 2005; lenne et al., 2010).

El CINBIN y el CINTROP han venido desarrollando una linea de investigacion de
la biologia molecular de T. cruzi. Los investigadores de los dos grupos de
investigacion han ido llegando a la conclusién de que el sistema de clasificacion
de T. cruzi debe ser revisado, a la luz de todas las variables anteriormente
descritas. Igualmente, consideran que algunos marcadores moleculares utilizados
no han sido caracterizados en profundidad, y por lo tanto, adn existen
inconsistencias en el sistema de clasificacion del parasito, el cual se debe

simplificar.
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Por lo anterior, teniendo en cuenta la compleja clasificacion y la probable
reproduccion clonal de T. cruzi, se plante6 como objetivo general de esta pasantia,
estudiar en detalle la secuencia del gen del rRNA 5.8S (nuclear) y sus ITS
flanqueantes, y el gen Cyt b (mitocondrial), secuencias aun no publicadas, en la
cepa de referencia de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823). El propoésito, es el de
iniciar una caracterizacion mas detallada de los marcadores moleculares que se
usan para clasificar a T. cruzi y aportar indicios sobre el comportamiento clonal de

la especie.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Extraccién de ADN total

El ADN total fue extraido de células de Trypanosoma cruzi cepa Sylvio X10
(Accesion ATCC 50823) en cultivo liquido, no cuantificadas. Las células fueron
concentradas por centrifugacion a 12000 g por 1 min. El sedimento fue
resuspendido en 567 ul de buffer TE (pH 8.0), 30 ul de 10% SDS y 3 ul de 20
mg/ml Proteinasa K e incubado a 37 °C durante 1h. Se adicionaron 100 pl de
solucion 5 M de NaCl y se mezclé con vortex. A continuacion, se agregaron 80
de CTAB-NaCl y se incub6 a 65 °C por 10 min. Después de este paso de lisis, se

realizé la extraccion de ADN por el método de fenol: cloroformo (Hills et al., 1996).
1.2 Amplificaciones por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El gen rRNA 5.8S y sus ITS flanqueantes se amplificaron usando oligonucle6tidos
especificos con la secuencia complementaria del gen 18S (ITS 1) 5-
GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-3' y del gen 24Sa (ITS-2) 5-
GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG-3' (Santos et al., 2002). La mezcla
de reaccion de 25 pl contenia: 1X buffer, 4 mM MgCl,, 300 uM de dNTPs, 0.16 pM
de cada uno de los oligonucleétidos, 1.25 U de Taq polimerasa (Fermentas), 30-
50 ng de DNA. La rutina de amplificacion Touchdown se realiz6 en un

termociclador Max Pro (ESCO), bajo las condiciones de la Tabla 1 (ver Anexo 1).

El gen Cyt b fue amplificado, usando los oligonucleétidos especificos p18 con la
secuencia complementaria (5-GACAGGATTGAGAAGCGAGAGAG-3) y p20 (5-
CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG-3") (Spotorno et al.,, 2008). Las reacciones
de PCR de 25 pl contenian: 1X buffer, 2 mM MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0.2 um de
los oligonucledtidos p18 y p20, 1.25 U de Taq polimerasa (Fermentas) y 30-50 ng
de ADN. La rutina de amplificacion se realiz6 con una desnaturalizacion a 94 °C
por 3 min y 35 ciclos a 94 °C por 35 s, hibridizacion a 60 °C por 30 s, extension a

72 °C. Finalmente, una extension a 72 °C por 3 min. Las reacciones se llevaron a

12



cabo en un termociclador Max Pro (ESCO). Los productos fueron verificados en
geles 0,8% agarosa coloreados con EZ Vision Il (Amresco®). La purificacion de
los productos se hizo en columna con el GeneJET PCR™ PCR Purification Kit

(Fermentas).
1.3 Caracterizacion molecular de los genes rRNA5.8SeITS1y 2y Cytb

Los productos PCR purificados del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2 de 1300
pb y el gen Cyt b se clonaron en los vectores CloneJET® (Fermentas) y pGEM T-
easy® (Promega) siguiendo los protocolos del proveedor. Con el producto de las
ligaciones, se transformaron células competentes de alta eficiencia de E. coli
JM109, mediante el método de CaCl, (Sambrock, 1989). Se realizaron
minipreparaciones de DNA plasmidico de acuerdo con el método propuesto por
Zhou et al., (1990). Los clones recombinantes se seleccionaron a partir de la
visualizacion en geles 0.8% agarosa coloreados con EZ Vision Ill (Amresco). La

secuenciacion de los insertos fue contratada con la empresa Macrogen (Corea).
1.4 Edicion y analisis de las secuencias de ADN

Las secuencias de los clones fueron editadas manualmente para eliminar
nucleotidos del vector. La naturaleza de los amplificados se determiné mediante
busqueda de secuencias con BlastN (Altschul et al., 1990), contra las bases de
datos de Genbank y EMBL. Con la herramienta BlastN y FASTA se capturaron
secuencias de cepas de T. cruzi Brasilefias y Colombianas, disponibles en
Genbank y EMBL, para el gen rRNA 5.8S e ITS flanqueantes (Anexo 2). Los
alineamientos de secuencias se hicieron con el programa ClustalW (Thompson et
al., 1990). Matrices de distancia fueron construidas bajo el método de Neighbor-
joining (Saito y Nei, 1987) y arboles de similitud con MEGAS (Tamura et al., 2011).

Con el programa BioEdit (Hall, 1999) se realiz6 una busqueda en los contigs de
los genomas de CL Brener (El-Sayed et al., 2005) y Sylvio X10 cl1 (Franzen et al.,

2011), para obtener secuencias completas del gen ribosomal.
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2. RESULTADOS

Para caracterizar en detalle la secuencia del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2
de 1300 pb y del gen Cyt b de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823), se empez0 por
extraer ADN total de cultivos celulares. Para verificar la calidad y la cantidad de
ADN extraido, se depositaron alicuotas en geles de agarosa. En la Fig. 1 se
muestran extractos concentrados y diluciones para reacciones de PCR. En el carril
2 de la Fig. 1 se aprecia el ADN gendmico de un peso molecular >10000 pb, lo
cual indica que el ADN sufri6 un elevado nivel de ruptura. Interesantemente, se
observaron dos bandas adicionales de 1500 y 1800 pb, que deberian
corresponder a los RNA ribosomales (Hernandez et al., 1990) ya que los extractos

de DNA no fueron tratados con ninguna RNAsa.

Figura 1. Extraccion de ADN total de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823). 1:
Marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 2:
Extracto de ADN concentrado a 100 ng/ul; 4: dilucion de trabajo 30-50 ng/pl.

Se procedié a amplificar mediante PCR el fragmento ITS1—rRNA 5.8S—ITS2,
usando los oligonucleétidos ITS1 e ITS2, disefiados por Santos et al., (2002).

14



Aunque estos cebadores no son totalmente especificos, ya que fueron concebidos
con base en un consenso del grupo tripanosoméatidos, se obtuvo el producto
esperado de 1300 pb (Fig. 2, carriles 2 y 3). Este mismo fragmento ya habia sido
empleado en nuestro laboratorio para experimentos de PCR-RFLP (Luna-Marin et
al.,, 2009). Por otra parte, el gen Cyt b también se amplificé, con los
oligonucledtidos p18 y p20 usados por Spotorno et al., (2008) en un estudio de
caracterizacion de cepas chilenas de T. cruzi | (Fig. 3). Es de anotar que aunque el
segmento parcial del gen Cyt b se observa de un tamafio ligeramente superior en
relacion con el marcador de peso molecular, es sabido que muestras de ADN con
concentraciones salinas diferentes de las del marcador tienden a cambiar la
movilidad del ADN (Smith et al., 1983). Este puede ser el caso, porque tanto el
buafer de carga (diferente del que contiene el marcador), como el 1X Taq buffer

afnaden sales adicionales a las muestras.

Figura 2. Gel de agarosa con el producto de 1300 pb del fragmento ITS1—rRNA
5.85—ITS2 (carriles 2 y 3) Carril 1: O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
(Fermentas).
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Figura 3. Gel de agarosa con el producto de 516 bp del gen Cyt b (carriles 2 y 3)
Carril 1: GeneRuler™ 1 Kb ladder (Fermentas).

2.1 Caracterizacion molecular del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2

Estudios previos en los laboratorios del CINBIN y el CINTROP han evidenciado
polimorfismos en los patrones de PCR-RFLP del fragmento ITS1—rRNA 5.85—
ITS2, entre diferentes cepas de T. cruzi |, aisladas tanto de vector como de
humano, incluyendo la cepa Sylvio X10. (Luna-Marin et al., 2009). En su
momento, este resultado se interpretd como probablemente relacionado con la

multiclonalidad del parasito.

Como aun no se han alojado las secuencias nucleotidicas de los genes para rRNA
de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823) en Genbank o EMBL, siendo una de las
cepas de referencia mas caracterizadas en el mundo, se procedié a determinarlas
en nuestro laboratorio. Mas de una variante de la secuencia del fragmento ITS1—
rRNA 5.85—ITS2 seria el indicador de una de dos alternativas: i) multiclonalidad
de la cepa Sylvio X10 ¢ ii) diversas formas del mismo segmento génico debido a

variaciones individuales en el curso de la evolucién, de los clusters de genes
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ribosomales (Eickbush y Eickbush, 2007). Se estima que en el genoma de T. cruzi
existen 219 genes de rRNA (El-Sayed et al., 2005).

Por lo anterior, se construyeron librerias del fragmento ITS1—rRNA 5.8S—ITS2
de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823) con el vector CloneJET® (Fermentas) y
pPGEM T-easy® (Promega). Se considerd que para responder a nuestras hipotesis,
10 clones plasmidicos recombinantes serian suficientes para comprobar si todos

contenian la misma secuencia nucleotidica o albergaban polimorfismos.

Es sabido que la Taq DNA polimerasa adiciona una dA cadena sencilla en 3’ de
los extremos del amplificado. El vector CloneJET® (Fermentas) permite subsanar
este problema mediante pre-tratamiento del amplificado con una exonucleasa,
antes de la ligacion. Sin embargo, observamos que la nucleasa tiende a degradar

mayor cantidad de nucleétidos en los extremos, produciendo clones parciales.

Por otro lado, los expertos de Promega Inc. resuelven el problema de la A en 3
del inserto, con el vector pGEM T-easy®. Este plasmido lineal es portador de una
T sobresaliente en 5, complementario de la A en 3’ del producto PCR. Lo que
observamos, fue que el amplificado deberia ser separado de los sub-productos de
la PCR, tipo dimeros de primer, ya que los pequefios fragmentos de ADN tienen
mayor probabilidad de ligarse con el vector y su niumero fue muy superior al de los
clones esperados.

Debido a estos problemas de orden técnico, sélo se obtuvieron 7 clones, tres de
ellos parciales, de un total de 100 colonias recombinantes. Los demas insertos
fueron descartados por ser muy cortos o de tipo dimero de primer. No sobra
aclarar —como veremos mas adelante— que las regiones ITS son ricas en A+T y
esto hace que el dATP y el dTTP del medio de amplificacion se agoten
prematuramente, inhibiendo la ligacién y promoviendo la aparicibn de clones

parciales.
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Con el fin de economizar los recursos, la distincion entre plasmidos recombinantes
y no recombinantes se hizo observando la disparidad en la migracion de la forma
superenrollada en geles de agarosa, usando como referencia un plasmido no
recombinante. En la Fig. 3 se aprecia la separacion electroforética sobre gel de
agarosa de 13 clones, 5 de ellos recombinantes, los cuales se enviaron a

Macrogen para secuenciacion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 4. Gel de agarosa para la discriminacién entre plasmidos recombinantes
(flechas blancas) y no recombinantes de la libreria del fragmento ITS1—rRNA
5.85—ITS2. 1: GeneRuler™ 1 Kb DNA ladder (Fermentas). 2: plasmido no
recombinante de referencia. 3-5, 7, 9 ,12 y 14: plasmidos no recombinantes. 6, 8,
10 11 y 13: plasmidos recombinantes.

Como resultado del aislamiento de clones de las librerias, se logro la purificacion
de los clones 6 (965 pb en 3’), 8 (1213 pb), 11 (1204 pb), 20 (875 pb en &), 1c
(1204 pb), 8b (1212 pb), y 9b (696 pb en 3’) del fragmento ITS1—rRNA 5.85—
ITS2. Las secuencias de todos los clones se alinearon con el programa ClustalW,
junto con una secuencia homologa de referencia en T. cruzi | aislado SE (Santos
et al., 2002). En el Anexo 3, se puede observar que el gen rRNA 5.8S esta
perfectamente conservado entre todos los clones (99% de identidad), pero no con
la secuencia del aislado SE. No obstante, el clon 8b contiene una G polimorfica en
lugar de A, en el nucleétido 19 del gen (G en rojo, Anexo 3). Es de mencionar que

la secuencia del aislado SE podria contener errores de secuenciacién, a juzgar por
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bastantes posiciones no concluyentes, denotadas como N y la presencia de indels.
Por otra parte, el alineamiento evidencia que las secuencias de las regiones ITS
presentan variaciones nucleotidicas entre ellas, o que constituye un importante

resultado que se discutira mas adelante.

Con base en el alineamiento, se construyé un mapa de restriccion con las enzimas
utilizadas en un trabajo experimental previamente publicado por los dos grupos de
investigacion (Luna-Marin et al., 2009). En la Fig. 5 se reportan los sitios de
restriccion para la enzima Rsal. Como puede apreciarse, se destacan dos
polimorfismos en los sitios de restriccion: El clon 8b no presenta el sitio de
restriccion Rsal en la posicion 60 y los demas clones, incluido el aislado de Santos
et al., (2002), si lo contienen. Por otra parte, los clones 11 y 8b presentan un sitio
Rsal en la posicion 200, que no se encuentra en los demas clones ni en la
secuencia de referencia. Los sitios de restriccion para las enzimas Tagl, Bstul y
Haelll, son comunes para todos los clones y no se incluyeron en la Fig. 5.

[I Sitios de restriccion Rsal

clon 6 965 pb
clon 8 1213 pb
clon 11 1204 pb
clon 20 875 pb
clon 1¢c 1204 pb
clon 8b 1212 pb
clon 9b 696 pb
AF 362825 1214 pb
sf)o 030 900
Gen

ITS1 X rRNA 5.8S X ITS2

¢ " g

Figura 5. Mapa de restriccién de los clones del fragmento ITS1—rRNA 5.85—
ITS2 de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823). El gen rRNA 5.8S esta demarcado
por un rectangulo vertical violeta. Las regiones ITS1 y 2 se subrayan en color
negro.

19



2.2 Busqueda de secuencias homologas del fragmento ITS1—rRNA 5.85—
ITS2

Con el fin de verificar si nuestras secuencias de T. cruzi | Sylvio X10 ya habian
sido previamente caracterizadas, se hicieron busquedas exhaustivas en las bases
de datos Genbank y EMBL, entre otras. Con la herramienta BlastN y las
secuencias obtenidas en este trabajo, se descargaron todas las secuencias
disponibles del fragmento ITS1—rRNA 5.8S—ITS2. A pesar de un intensivo
ejercicio de alineamientos, el maximo valor de identidad que se obtuvo fue de
95%. Es decir, las secuencias aqui reportadas son totalmente nuevas y nuestra

intencidn es hacerlas publicas en el momento oportuno.

Por otra parte, segun la literatura cientifica, ya ha habido intentos de secuenciar
totalmente el genoma de T. cruzi. El primer proyecto se hizo con la cepa CL
Brener por estar bien caracterizada biolégicamente (El-Sayed et al.,, 2005). No
obstante, la idea fue abandonada porque se descubrié que esta cepa era un
hibrido y el analisis de los datos seria extremadamente complejo. Recientemente,
se publicé en la revista PLoS Negl Trop Dis un articulo en el que se reportaba la
secuenciacion del genoma total de T. cruzi | Sylvio X10 Clon 1 (Franzen et al.,
2011). Como se trataba de un clon de la misma cepa objeto de este Trabajo de
Grado, el interés fue muy grande porgue se podria contar con la secuencia de los
219 genes que supuestamente contiene. En un intercambio de correos
electrénicos, el Dr. Oscar Franzén nos suministré un par de enlaces URLY donde
se alojan las secuencias de los contigs sin ninguna otra informacién disponible. Un
analisis exhaustivo con las herramientas informéaticas disponibles, permitio llegar a
la conclusion de que la secuencia de los genes ribosomales no estaba en esos
contigs, sino de manera muy parcial. De hecho, se trata de secuencias de unos

pocos pares de bases (=500-1000) y no deberian considerarse como contigs.

L+ http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/ADWP00000000
http://tritrypdb.org/common/downloads/Current Release/Tcruzi/fasta/
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Nuestra conclusion es que esa informacion permanece en el dominio privado. A
pesar de todo, las pocas secuencias existentes fueron utilizadas para demostrar la

existencia de variabilidad intragenémica.

2.3 Andlisis de agrupamiento entre clones ribosomales de la cepa Sylvio X10

Una regién de 632 pb comun a las secuencias de la cepa Sylvio X10 (Fig. 5,
region entre corchetes) fue alineada mediante ClustalW, con secuencias
capturadas de Genbank (Anexo 4). Con base en matrices de distancia para estas
secuencias, se observo heterogeneidad con valores de variabilidad entre 1y 1.8%
(Anexo 7), similaridad que soporta los patrones de las ramas obtenidas con el
método de NJ (Fig. 6). Este resultado permitid concluir que existe variabilidad

intragendmica en los clusters de genes ribosomales de T. cruzi.

85 1c
87 20
| 8
45
851 11
6
8b
SE
—
0.002

Figura 6. Agrupamiento de un fragmento de 630 pb comun en las secuencias de
Sylvio X10. SE: Secuencia de referencia AF362825.1.

El &rbol fue reconstruido por el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). El &rbol 6ptimo tiene longitud de
ramas = 0.04173034 y esta dibujado a escala. Las distancias fueron calculadas usando el método de Kimura
2-parametros. (Kimura, 1980). El andlisis involucra 7 secuencias de nucleotidos. Todas las posiciones con
gaps y datos perdidos fueron eliminadas con un total de 607 posiciones en el set de datos final. El analisis fue
realizado en MEGAS (Tamura et al., 2011).

2.4 Conservacion de la secuencia codificante del gen 5.8S rRNA

En la Fig. anterior se demostro6 variabilidad intragendémica en los clusters de genes

ribosomales de T. cruz Sylvio X10. No obstante, el fragmento de 632 pb utilizado
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para las matrices de distancia incluia 166 pb del gen rRNA 5.8S y como el gen es
mas conservado que las regiones ITS (Hillis y Dixon, 1991), el &rbol anterior no
refleja el verdadero grado de identidad del gen rRNA 5.8S. Por lo anterior, se
construy0 una matriz de distancia exclusivamente con la secuencia codificante
para el rRNA 5.8S de secuencias disponibles en Genbank. Se incluyeron los
clones de Sylvio X10, secuencias de aislados de T. cruzi | y Il de Colombia y
Brasil, la cepa Esmeraldo (T. cruzi Il) y el aislado AM11 de T. rangeli (Anexos 6 y
7). En los alineamientos, se evidencid un muy alto grado de conservacion
intraespecifico para el gen rRNA 5.8S, entre la cepa Sylvio X10 y los otros

miembros de T. cruzi | y Il (Fig. 7), segun la escala de distancia.

65

Esmeraldo (T. cruzi I, Brasil, Humano)
—
AM11(T. rangeli)

————— G118 (T. cruzi |, Brasil, Reservorio)

®

®

b2 (T. cruzi |, Brasil, Vector)

SE (T. cruzi |, Brasil, Humano)

1523 (T. cruzi |, Brasil, Reservorio)

994 (T. cruzi I, Brasil, Humano)

®

5894 (T. cruzi |, Brasil, Humano)

AM16/95 (T. cruzi 1, Brasil, Humano)

66

b1 (T. cruzi 1, Brasil, Vector)

R6 (T. cruzi |, Brasil, Reservorio)

Figura 7. Agrupamiento generado a partir de la region del gen rRNA 5.8S.

El arbol fue inferido usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Se muestra el arbol éptimo
con longitud de ramas =0.12190144. Las distancias fueron calculadas usando el método de Kimura 2-
parametros. (Kimura, 1980). El andlisis involucra 17 secuencias de nucle6tidos. Todas las posiciones con
gaps y datos perdidos fueron eliminadas con un total de 117 posiciones en el set de datos final. El analisis fue
realizado en MEGA5 (Tamura et al., 2011). Las secuencias de los clones obtenidos en este trabajo se
muestran rodeadas de circulos rojos. Los niumeros de accesion de las demas secuencias estan en el Anexo 2,
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excepto para 5894 (AF362828) y 994(AF362829). Entre paréntesis se refieren el grupo taxonémico, la
proveniencia geografica y el hospedero del cual se aislé cada cepa.

Analisis de agrupamiento en T. cruzi | (fragmento ITS1—rRNA 5.8S—ITS2)

Un nuevo arbol de distancia del fragmento completo ITS1—rRNA 5.85—ITS2 fue
generado con secuencias disponibles en Genbank para T. cruzi I, Il y lll. En la Fig.
8, se puede apreciar como era de esperarse, que las secuencias de los clones de
Sylvio X10 se agrupan con los demés aislados de T. cruzi | y que T. cruzi Il y IlI
forman grupos aparte. Interesantemente, la cepa Esmeraldo (T. cruzi Il) se agrupa
con T. rangeli. No obstante, obsérvese que las secuencias rbl, Am16/95 y 1523

se agrupan con los clones de este trabajo, con valores de distancia minimos.

— b1 (T. cruzi |, Brasil, Vector)

@
20_

— Am16/95 (T. cruzi |, Brasil, Humano)

L 1523 (T. cruzi |, Brasil, Reservorio)
15 SE (T cruzi |, Brasil, Humano)
49 -I_— b2 (T. cruzi |, Brasil, Vector)

99 L R6 (T cruzi |, Brasil, Reservorio)

G118 (T. cruzi |, Brasil, Reservorio)

rb8 (T. cruzi lll, Brasil, Vector)

I Esmeraldo (T. cruzi ll, Brasil, Humano)
L AM11(T. rangeli)

H
0.001

Figura 8. Agrupamiento del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2 entre secuencias

capturadas de Genbank y las secuencias de Sylvio X10 El arbol fue reconstruido por el
método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). El arbol éptimo tiene longitud de ramas = 0.35940960 y esta
dibujado a escala. Las distancias fueron calculadas usando el método de Kimura 2-parametros. (Kimura,
1980). El andlisis involucra 16 secuencias de nucledtidos. Todas las posiciones con gaps y datos perdidos
fueron eliminadas con un total de 345 posiciones en el set de datos final. El analisis fue realizado en MEGA5
(Tamura et al., 2011). Las secuencias de los clones obtenidos en este trabajo se muestran rodeadas de
circulos rojos. Los numeros de accesion de las demds secuencias estan en el Anexo 2. Entre paréntesis se
refieren el grupo taxonémico, la proveniencia geografica y el hospedero del cual se aisl6 cada cepa.
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2.5 Andlisis de agrupamiento de laregion ITS2 de T. cruzi

Especialmente la region ITS2 ha sido utilizada con propdsitos taxondémicos y
filogenéticos (Da Silva et al., 2004; Luna-Marin, 2009) en Trypanosoma sp. Como
esta region se encuentra completa en los clones de Sylvio X10 (a excepcion del
clon 20), las secuencias del ITS2 de 6 de los clones fueron alineadas con ITS2 de

otros aislados de T. cruzi de Colombia y Brasil (Fig. 9).

Esmeraldo
AM11

0.1

Figura 9. Agrupamiento generado por el método de Neighbor-Joining entre la

region ITS2 de los clones de Sylvio X10 y cepas de Brasil y Colombia.

El arbol fue inferido usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Se muestra el arbol éptimo
con longitud de ramas = 1.63926981. Las distancias fueron calculadas usando el método de Kimura 2-
parametros. (Kimura, 1980). El andlisis involucra 23 secuencias de nucle6tidos. Todas las posiciones con
gaps y datos perdidos fueron eliminadas con un total de 354 posiciones en el set de datos final. El analisis fue
realizado en MEGA5 (Tamura et al., 2011). Las secuencias de los clones obtenidos en este trabajo se
muestran rodeadas de circulos rojos. Los nimeros de accesion de las demas secuencias estan en el Anexo 2.
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Como puede observarse en la Fig. 9, el agrupamiento ocurre segun la
nomenclatura vigente para T. cruzi. Se presentaron polimorfismos en la longitud
de las secuencias obtenidas (datos no mostrados). La distancia entre las
secuencias ITS2 de Sylvio X10, asi como con las de otros aislados de T. cruzi | y
II, y T. rangeli (Anexos 5 y 7,) evidenciaron variabilidad intra e interespecifica,
acorde con los agrupamientos visualizados en las topologias. Sin embargo, lo que
mas se destaca es que los valores de distancia son tan bajos entre las secuencias
del grupo T. cruzi | que seria dificil distinguirlas con base en este criterio. No sobra
mencionar los niveles ligeramente altos en la composicion nucleotidica de A+T
(58%) en el ITS2 de los clones de Sylvio X10, lo cual es apenas normal en estas

regiones del rRNA.

2|.6 Alineamiento de secuencias parciales de genes rRNA 5.8S de Sylvio X10,
cll

Justo en el momento de concluir la etapa experimental de este Trabajo de Grado
(octubre de 2012), el grupo de Franzen et al.,, hizo publicas en Genbank
secuencias parciales (mal llamados contigs) del fragmento ITS1—rRNA 5.85—
ITS2 de Sylvio X10, clon 1. En el marco de nuestra pregunta de investigacion, esta
informacion es de gran utilidad para comprobar si en un clon Unico derivado de la
cepa Sylvio X10, también ocurre el fendbmeno de variabilidad intragenémica del
gen rRNA 5.8S. En las Figs. 10 y 11 se muestran alineamientos entre secuencias
parciales del gen rRNA 5.8S de Sylvio X10, clon 1. Como puede apreciarse,
existen pequefas variaciones entre las secuencias, indicando que los genes rRNA
5.8S y especialmente los ITS, han sufrido cambios individuales que han dado
lugar a variacién intragenémica. No se encontraron secuencias parciales idénticas
a alguno de los clones del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2 aislados en este

trabajo
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Figura 10. Alineamiento entre secuencias parciales de la region ITS1 de Sylvio
X10 clon 1 (fragmento ITS1—rRNA 5.8S—ITS2) con el clon 8 del presente trabajo.
Las posiciones variables se resaltan en cuadros amarillos. Las posiciones 29 y
433 del clon 8 se representan con flechas.
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ADWP02004563

———————————— GGTATCAATTGCAGAATCATTCRAATTACCGAATCTTITG

ADWP02019720 AGTGCGATAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATT CAATTACCGAATCTTTG
Clon 8 AGTGCGATAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTG
Fhhkhkhkkhkkhkhkhkdkhhhkhdhhhhkhhkhkhkhhhddhhhkhhkddx
ADWP02004563 AACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGC TCCTCAGAGTCAT CCCCGTGCATGC
ADWP02019720 AACGCARACGGCGCATGGGAGAAGC TCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGC
Clon 8 AACGCARACGGCGCATGGGAGAAGC TCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGC
e e e e o e I i e e e e b ol e i e e e e el e o e e i S e e e e e e e e e e e e e e
ADWP02004563 CATATTTCTCAGTGTCGAACAARAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTC
ADWP02019720 CATATTTCTCAGTGTCGAACAARAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTC
Clon 8 CATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTC
R R R AR R R R R i i i e e e S e e e e e i e i e o i e o i g S S i i e
ADWP02004563 TCTCTATACARACGCATGCAT TCTT GTGTGTGTGTGTGTGGT GGGAGAGG
ADWP02019720 TCTCTATACAARACGCATGCAT TCTT GTGT GTGTGTETGTGE- ~GGAGA-G
Clon 8 TCTCTATACARACGCATGCAT TCTT GTGT GTGT GT--GTGG-—GGAGA-G
Er e e i i i i I S o e e b e e e e e S e i g e e i e i i o o ol S i o i i S
ADWP02004563 AGGGGAGGGCAAGGGGARATGACAAACGACAAAAAAGAGACGCCCGTTAG
ADWP02019720 AGGGGAGG-GAGGGGGAAAATGCAAACG-CAAAAAAGAGA-GCCC--TTG
Clon 8 AGGGGAGG-GAGGGGGAAAATGCAAACG-CARAARAGAGA-GCCC—-TTG
FEXFTXEFZTESE XX FEEEEER FEXTEEE FEFXXEXTEXEXEEEXE FEFEFE * X
ADWP02004563 GGGAGAGACATAGTTACGGAT GAAGCGCCGCCGCCECCECCATETGCGTA
ADWP02019720 GGGAGAGACATA-TTACGGAT GAAGCGCCGCCGCCECCGCCATGTGCGTA
Clon 8 GGGAGAGACATA-TTACGGAT GARGCGCCGCCGCCECCGCCATGTGCGTA
FAFTFEAFTFAAXTTA FHFEEAFTAAXT R AT FIARARARAZAFT A AR AAA AR TR AR A AR X
ADWP02004563 TATATATATATATTATTTATATATTATATGTGTACGTGCGTGTGTGTCTT
ADWP02019720 TATATATATATATTAT TTATATATTATATGTGTACGTGCGTGTGTGTCTT
Clon 8 TATATATATATATTAT TTATATATTATATGTGTACGTGCGTGTGTGTCTT
e e e ol e e o o o o g e e i o o i g i e o o e i o i O e i o i i i e e e e o e i o o o o
ADWP02004563 CTGGTGGTGTGETGCATGATCCCGC CCCGGCECTTETGTCTGTGTTTGTG
ADWP02019720 CTGGTGGTGTGGTGCATGATC-CGCCCCGGCGCTTGTGTGTGTGTTT-—G
Clon 8 CTGGTGGTGTGETGCATGATC ~CGCCCCGGTGCTTGTGTGCGTGTTT--G
Eae e e e e e e A o o i e e e o o e o o S e e i o i i S e o e i i i i S o *
ADWP02004563 TACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTCTGTCTGTG
ADWP02019720 TACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTGTGTGTGTG
Clon 8 TACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTGTGTGTGTG
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Figura 11. Alineamiento entre secuencias parciales de la region rRNA 5.8S—ITS2
de Sylvio X10 clon 1 (fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2) con el clon 8 de este
trabajo. En color rojo y negrilla se resalta el gen rRNA 5.8S. Las posiciones
variables se resaltan en amarillo.
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2.8 Caracterizacién molecular del fragmento de 516 bp del gen Cyt b

Los objetivos de esta pasantia incluian también la caracterizacion del gen
mitocondrial Cyt b de clones de Sylvio X10, bajo la misma hipoétesis. No obstante,
datos publicados por Messenger et al, (2012), revelan que en el ADN mitocondrial
de T. cruzi ocurrieron eventos de introgresion y heteroplasmia, lo que quiere decir

gue el gen Cyt b no es apropiado como marcador taxondmico o filogenético.
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3. DISCUSION

Trypanosoma cruzi es, tal vez, uno de los parasitos mas estudiado en todos los
aspectos biologicos, genéticos y clinicos, pero también de los menos entendidos
por su extrema complejidad. Un sinnUmero de aproximaciones metodologicas se
han aplicado para intentar clasificar al parasito; sin embargo, no se ha podido
encontrar uno o varios marcadores que faciliten una clasificacion légica, sencilla y
funcional. Ademas, la probable existencia de la multiclonalidad agrava la dificultad

metodoldgica para abordar la taxonomia del grupo.

En esta pasantia se analizé la secuencia del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2
de T. cruzi | Sylvio X10 (ATCC 50823). Aunque recientes publicaciones expresan
haber secuenciado el genoma del parésito, las secuencias no estan alojadas en
las principales bases de datos, ni accesibles por las herramientas bioinforméticas
corrientes. No obstante, nuestros resultados son suficientes para concluir que la
secuencia de las regiones ITS1 e ITS2 y del gen rRNA 5.8S han sido

sobrestimadas como marcador genético para clasificar a T. cruzi.

Andlisis de PCR-RFLP y de secuencias de los genes ribosomales han sido
ampliamente utilizados como marcador molecular en andlisis filogenéticos y
clasificacion en Tripanosomatidos (Cupolillo et al., 1995; Hughes y Piontkivska,
2003). El gen 24Sa se uso en la clasificacion de T. cruzi en seis DTUs (Brisse et
al., 2001) al igual que en la clasificacién en linajes 1 y 2 por Fernandes et al., en
1998. La secuencia completa del gen 18S ha sido utilizada en estudios de
evolucién intraespecifica (Kawashita et al., 2001); igualmente, las secuencias de
los espaciadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) se usaron en filogenias y
analisis de agrupamiento a nivel intraespecifico en T. rangeli (Da Silva et al.,
2004), y también en la identificacion de nuevas especies del género Trypanosoma
(Lima et al., 2012).
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Los resultados de este estudio son concluyentes en el sentido de que los
marcadores ribosomales no han sido suficientemente caracterizados y por tanto
los resultados de los estudios anteriormente relacionados podrian carecer de
verosimilitud. Esto, debido a la variabilidad intragendmica observada (Figs. 6 a
11).

En efecto, los analisis de agrupamiento muestran que las secuencias del gen o de
las ITS se agrupan indistintamente de las cepas a las que pertenecen. Como
supuestamente existen 219 genes ribosomales (El-Sayed et al., 2005), deberan
existir 219 variantes polimorficas de cada gen rRNA. En estas condiciones, es muy
arriesgado atreverse a emprender estudios taxondmicos con solo unos pocos

alelos, como se ha hecho hasta el presente.

Aunque abordar el tema de la multiclonalidad es imposible con los pocos datos
obtenidos, si es de afirmar que los genes ribosomales pueden no ser el marcador
ideal para abordar esta gran pregunta. Sin embargo, el hecho de que el gen 5.8S
esté tan conservado en todos los clones obtenidos, hace por lo menos sospechar
que la hipétesis de multiclonalidad podria no ser real. Si hubiera habido formas
diferentes del gen 5.8S, se podria sospechar la existencia de clones sometidos a
una deriva genética individual. Contrariamente, nuestros resultados indican un
simple fendmeno de duplicacién de genes en tandem y mutaciones especificas en

cada alelo.

En conclusion, es imperativa una profunda caracterizacion de los genes rRNA en
todos los grupos taxondémicos de T. cruzi, antes de pretender utilizarlos como

marcadores moleculares discriminantes.
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Anexo A

Paso Tiempo o€

1 5 min 95

2 1 min 94

3 1 min 70

4 1 min 72

5 Cuatro veces al paso 2
6 1 min 94

7 1 min 68

8 1 min 72

9 Cuatro veces al paso 6
10 1 min 94

11 1 min 65

12 1 min 72

13 Cuatro veces al paso 10
14 1 min 94

15 1 min 60

16 1 min 72

17 Cuatro veces al paso 14
18 1 min 94

19 1 min 59

20 1 min 72

21 Dos veces al paso 18
22 1 min 94

23 1 min 58

24 1 min 72

25 Dos veces al paso 22
26 1 min 94

27 1 min 57

28 1 min 72

29 Ocho veces al paso 26

Tabla 1. Programa de amplificacion por PCR del gen rRNA5.8Se TS 1y 2.
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Secuencia
D12
SN8

SEV
Td11

EM
Caqueta
SP
Rp523
Rb2
AM16/95
SE

1523
Rb1

Rb8

G118

Esmeraldo

AM11

Acceso
Genbank
GU991786

GU991794

GU991793
GU991797

GU991791
GU991790
GU991799
GU991796
AF362822
AF362824
AF362825
AF362826
AF362821

AF362823

AF362830

AF362827

AF362832

Anexo B

Origen
Col (Tolima)

Col
(Magdalena)
Col (Boyaca)
Col (Tolima)

Col (Caqueta)
Col (Caqueta)
Col
(Casanare)
Col
(Casanare)
Brasil
(Amazonas)
Brasil
(Amazonas)
Brasil
(Amazonas)
Brasil
(Amazonas)
Brasil
(amazonas)
Brasil
(Amazonas)
Brasil

Rio de
Janeiro

Brasil

Rio de
Janeiro

Brasil

Rio de
Janeiro

39

Huésped

Didelphis
marsupialis
Rhodnius
prolixus
Humano
Triatoma
dimidiata
Humano
Humano
Humano

Rhodnius
prolixus
Rhodnius
brethesi
Humano

Humano
Humano

Rhodnius
brethesi
Rhodnius
brethesi

D. marsupialis

Holochylus
brasiliensis

Trypanosoma
rangeli

DTU

nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
DTU I
DTU I
DTU I
DTU I
DTU I
DTU I

DTU |

DTU I



Anexo C: Alineamiento con el programa Clustal W, de 6 de los clones aislados del fragmento
ITS1—rRNA 5.8S—ITS2, de T. cruzi | cepa Sylvio X10 (ATCC 50823). El clon 9b fue excluido del
alineamiento por ser demasiado corto. AF362825.1, secuencia homdéloga en Trypanosoma cruzi |
aislado SE (Santos et al., 2002). Los sitios de restriccion Rsal, BstUl, Haell y Taql se resaltan en
amarillo. El gen rRNA 5.8S esta resaltado en gris.

6 ____________________________________________________________
8 TTCCGGATGATTT--GTTACAATTAT---TATTTAAATTACCGGGTGGGTGTGTATAATT 55
11 TTCCGGATGATTTCTGTTACA-ATA----TATAATA---ACGGGTGGGGTG-GTATAATA 51
20 TTCCG-ATGATTTCTGTTACATATA--—-TATA--—-— TAC-GGTTGTGTGTGTATAATA 49
1lc TTCCG-ATGATTT--GTTACAAATAATAATAAAGGTAATAC-GGGTGGGGGGGTATAATA 56
8b TTCCGGATGATTTCTGTTAC-CATA-———— ATAATA-ATACGGGTGGGGTGTGTATAATA 53
AF362825.1 TTCCG-ATGATTTCTGTTACATATA----TATAATATATAC-GGTTGTGTGTGTATAATA 54
Rsal
6 ____________________________________________________________
8 TATGTTGTAC-ACACCCAATTCAGGCAACAAAACTCTGGGCG-TGTATATATATTACTAC 113
11 TATGTTGTAC-ACACACAATTAAGGCAACAAAATTCTGG-CGGTGTGTATATATTACTAC 109
20 TATGTTGTAC-ACACACAATC-AGGCAACAAAACTCTGG-CG-TGTGTATATATTACTAC 105
1lc TATGTTGTAC-ACACCCAATCCAGGCAACAAAACTCTGG-CGGTGTATATATATTACTAC 114
8b TATGTTGTCCCACAC-CAATC-AGGCAACAAAACTCTGG-CG-TGTGTATATATTACTAC 109
AF362825.1 TATGTTGTAC-ACACACAATC-AGGCAACAAAACTCTGG-CG-TGTATATATATTACTAC 110
BstUI
6 ____________________________________________________________
8 TATGCTACTAATATATATACTCTGTGCTGTGTGT-GTTGTTGTTGCCGCGCGGGAGAGGA 172
11 TGTGCTACTAATATATATACTCTGTGCAGTGTGTTGTTGTTGTTGCCGCGCGGGAGAGGA 169
20 TGTGCTACTAATATATATACTCTGTGCTGTGTGTTGTTGTTGTTGCCGCGCGGGAGAGGA 165
lc TATGCTACTAATATATATACTCTGTGCTGTGTGT-GTTGTTGTTGCCGCGCGGGAGAGGA 173
8b TGTGCTACTAATATATATACTCTGTGCTGTGTGTGGTTGTTGTTGCCGCGCGGGAGAGGA 169
AF362825.1 TATGCTACTAATATATATACTCTGTGCTGTGTGTTGTTGTTGTTGCCGCGCGGGAGAGGA 170
Rsal Rsal
6 ____________________________________________________________
8 TATATACATGTGTACACGCTATTATTATATATATATATATATATAGTATATATATATGTG 232
11 TATATACATGTGTACACGCTATTATTATGTAC---TATATATGTAGTATATATATATGTG 226
20 TATATACATGTGTACACGCTATTATTATATA--—--TATATATATAGTATATATATATGTG 221
lc TATATACATGTGTACACGCTATTATTATATA--—-TATATATATAGTATATATATATGTG 229
8b TATATACATGTGTACACGCTATTATTATGTAC---TATATATGTAGTATATATATATGTG 226
AF362825.1 TATATACATGTGTACACGCTATTATTATGTGC---TATATATATAGTATATATAT--GTG 225
Rsa
6 e TCTTTTCGCACTGATACATATTTCCCACACTGTACGTGTAT 41
8 TGTGTGCTGTGCTGCTGCTTCTCTTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTAT 292
11 TGTGTGCTGTGCTGCTGCTTCTCTTCGCACTGATACATATATCCCACACTGTACGTGTAT 286
20 TGTGTGCTGTGCTGCTGCTTCTCTTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTAT 281
lc TGTGTGCTGTGCTGCTGCTTCTCTTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTAT 289
8b TGTGTGCTGTGCTGCTGCTTCTCTTCGCGCTGATACATATATCCCACACTGTACGTGTAT 286
AF362825.1 TGTGTGCTGTGCTGCTGCTTCTCTTCGCACTGATACATATATCCCACACTGTACGTGTAT 285
dhkk hhkkkk hhkhkhkkkhkhkkkk khhkhkhkhkkkk *hkhkhkkkhkhkkk
6 ATAATGTATCTAATATATAATATACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 101
8 ATAATGTATATAATATATAATATACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 352
11 ATAATGTATATAATATATAATATACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 346
20 ATAATGTATATAATATATAATATACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 341
lc ATAATGTATATAATATATAATATACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 349
8b ATAATGTATATAATATATAATATACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 346
AF362825.1 ATAATGTATATAATATATAATATACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGA 345
hhkkhkhkhkkhkhk hhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhkkhkk dhhkkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkkk
BstUI
6 AAAATG-TAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGT 159
8 AAAATG-TAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGT 410
11 AAAATG-TAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGT 404
20 AAAATG-TAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGT 399
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lc
8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

6

8

11

20

lc

8b
AF362825.1

AAAATG-TAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGT
AAAAAGGTAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGT
AAAATG-TAATTGCGGCTTGACTTCGCGTGTGCACATAATATAATATGCGCATATTTCGT
khkkk Kk hhkkkkkkkhkkhhkhhkhkhhhkhkhhhhhhhhhdk khkkkhkkkhkhkhhkkkhkhkk

CGTGTGGTTTATATATATATATATATATATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT
CGTGTGGTTTATATATATATATATAT--ATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT

CGTGTGGTATATATATATATATAT----ATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT

CGTGTGGTTTATATATATATATAT----ATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT

CGTGTGGTTTATATATATATATAT-—--—— TCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT

CGTGTGGTATATATATATATATATATATATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT

CGNGTGGGTTATATATATATATATTT--ATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTT

*k kkkk dhkkkkkkkkkkkkkk dhkkkhkkkhkhkkhkhkhhkhkhhkhkhhrhkhkhhkhkhhkdkk
Haell

GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCT
GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCT
GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCTAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCT
GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCT
GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCT
GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGGCTTGGCTTCCT

GTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCT
hhkkhkhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhk *hhkhhhhhhkhkhhhhkhhkh *hkkkkhhhkkk

ATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAAT
ATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAAT
ATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAAT
ATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAAT
ATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAAT
ATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAAT

ATTTCGNTGAAGAACGCAGCAAAGNGCGATAAGGNGGNATCAATTGCAGAATCATTCAAT
hkkkhkhk hhkkkhkhkhhkhkhhhkhhhk khkhkhkhkkk hk khkkhkhhkkhhhhhkkhhhhkkk

TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCA
TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCA
TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCA
TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCA
TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCA
TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCA

TACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-GCA
hkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkhkkhkkkkrhk hkk

Taql
TGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACGCTGCTCTCTCTCTAT
TGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTAT
TGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTAT
TGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTAT
TGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTAT
TGCCATATTTCTCAGTGTCGAACAAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTAT

TGCCATATTTCTCAGTG-CGAACAAAAA-TTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTAT
hhkkkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhk Khhhkhkhkhhkhkhk hhkkhhkhkhhkhhhhhd *hkkhkhhkkkhkhhkkk

ACAAACGCATGCATTCTTGCGTGTGTGTGTGT --GGGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAA
ACAAACGCATGCATTCTTGTGTGTGTGTGTG--—--GGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAA
ACAAACGCATGCATTCTTGTGTGTGTGTGTG----GGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAA

ACAAACGCATGCATTCTTGTGTGTGTGTGTGTGTGGGGAGAGAGGG-AGGGAGGGGGAAA
ACAAACGCATGCATTCTTGTGTGTGTGTGTGTGTGGGGAGAGAGGG-AGGGAGGGGGAAA
ACAAACGCATGCATTCTTGTGTGTGTGTGTGT--GGGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAA

ACAAACGCATGCATTCTTGTGTGTGTGTGTGT--GGGAANAGAGGA-AGGGAGGGGGAAA
hkkkkkkkhkkkhkhkhkkhhk *hkkkkkrkkkhk kk ok kkkkk  kkkkkkkkkkkkk

ATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGL
ATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGL
ATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGC
ATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGC
ATGCAAACGCGAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGTAGCGCCGCCGL
ATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGL

ATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGC
hkkkhkhkhkhk dhkkkhkkhhkhkhhkhhhhkhhkkhhhkhhkkhhhhkkhhkdx hhkkhkrkhhdkkk
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lc

8b
AF362825.1

Rsa
CACCGCCATGTGCGTATATAT----ATATATATTATTTATATATTATAT----GTGTACG
CGCCGCCATGTGCGTATATAT-———ATATATATTATTTATATATTATAT----GTGTACG
CGCCGCCATGTGCGTATATAT-———ATATATATTATTTATATATTATAT-——--GTGTACG

CGCCGCCATGTGCGTATATAT----ATATATATTATTTATATATTATAT----GTGTACG
CGCCGCCATGTGCGTATATAT---—-— ATATATTATTTATATATTATAT----GTGTACG
CGCCGCCATGTGCGTATATAT----ATATATATTATTTATATATTATAT----GTGTACG
CGCCGCCATGTGCGTATATATGTGTATATATATTATTTATATATTATATATATGTGTACG
* okkkkkkkkkhkkhkhkhkhk L FkdkKokk

TGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCGGCGCTTGTGTATGTGTTT
TGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCGGTGCTTGTGTGCGTGTTT
TGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCGGCGCTTGTGTGTGTGTTT
TGCGTGTGTG-—— === ===~ ===~ — - - -
TGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCGGCGCTTGTGTGTGT--TT
TGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCGGCGCTTGTGTGTGTGTTT

TGCGTGTGTGTCT---GGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCGGCGCTTGTGTGTGTGTTT
kkkkkkkkkk

Rsal

GTACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTGTGT---GTGTGTGCAACACAACA
GTACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTGTGT-—-GTGTGTGCAACACAACA
GTACACATAACATATGTGCGTCTCTGTGTGTATTGTGTGT-—-GTGTGTGCAACACAACA
GTACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTGTGT---GTGTGTGCTACACAACA
GTACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTGTGTGT---GTGTGTGCAACACAACA
GTACACATAACATATGTGCATCTCTGTGTGTATTATGTGTATTGTGTGTGCAACACAACA

ACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAGAATAAAAAAGAAAAAAAGTGGC
ACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAGAATAAAAAAGAAAAAAAGTGGT
ACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAGAATAAGAAAGAAAAAAAGTGGC
ACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAGAATAAAAAAGAAAAAAAGTGGC
ACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAGAATAAAAAAGAAAAAAAGTGGC
ACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAGAATAAAAAAGAAAAAAAGTGGC

GTGGGGGTGTGGTGTGGTGTG---GTGTGTGTGTATGGTGTTGCCGTGTGTTCCACCATA
GTGGGGGTGCGGTGTGGTGTG---GTGTGTGTGTATGGTGTTGCCGTGTGTTCCACCATA
GTGGGGGTGTGGTGTGGTGTG---GTGTGTGTGTATGGTGTTGCCGTGTGTTCCACCATA
GTGGGGGTGTGGTGTGGTGTG---GTGTGTGTGTATGGTGTTGCCGTGTGTTCCACCATA
GTGGGGGTGTGGTGTGGTGTG---GTGTGTGTGTATGGTGTTGCCGTGTGTTCCACCATA
GTGGGGGTGTGGTGTGTTGTGTGTGTGTGTGTGTATGGTGTTGCCGTGTGTTCCACCATA

TCACACATATCATACAATATATATATATCACGTAAAACGTCTACGCTTATTTTTTCTT-A
TCACACATATCATACAATATATATATATCACGTAAAACGTCTACGCTTATTTTTTTTTTC
TCACACATATCATACAATATATATATATCACGTAAAACGTCTACGCTTATTTTTTTTT-C
TCACACATATCATACAATATATATATATCACGTAAAACGTCTACGCTTATTTTTTTTT-C
TCACACATATCATACAATATATATATATCACGTAAAACGTCTACGCTTATTTTTTTTAAA
TCACACATATCATACAATATATATAT--CACGTAAAACGTCTACGCTTATTTTTTTTT-C

TTATTCTTTTTGTTTACAGACCTGAGTGTGGCAGGACTACCCGC 965
TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCTGAGTGTGGCAGGACTACCCGC 1213
TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCTGAGTGTGGCAGGACTACCCGC 1204
TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCTGAGTGTGGCAGGACTACCCGC 1204
TTGTTCTTTTTGTTTACAGACCTGAGTGTGGCAGGACTACCCGC 1212
TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCTGAGTGTGGCAGGACTACCCGC 1214
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Anexo D: Alineamiento con el programa ClustalW, de la regién comdn de 632 pb de los 6 clones
aislados del fragmento ITS1—rRNA 5.85—ITS2, de T. cruzi | cepa Sylvio X10 (ATCC 50823). El
clon 9b fue excluido del alineamiento por ser demasiado corto. AF362825.1, secuencia homdéloga
en Trypanosoma cruzi | aislado SE (Santos et al., 2002). El gen rRNA 5.8S esté resaltado en gris.

6 TTCGCACTGATACATATTTCCCACACTGTACGTGTATATAATGTATCTAATATATAATAT 60
8b TTCGCGCTGATACATATATCCCACACTGTACGTGTATATAATGTATATAATATATAATAT 60
8 TTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTATATAATGTATATAATATATAATAT 60
11 TTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTATATAATGTATATAATATATAATAT 60
20 TTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTATATAATGTATATAATATATAATAT 60
lc TTCGCACTGATACATATATCCCACACCGTACGTGTATATAATGTATATAATATATAATAT 60
AF362825.1 TTCGCACTGATACATATATCCCACACTGTACGTGTATATAATGTATATAATATATAATAT 60

khkkkk khhkkkkhkkkhkkkhkkhkk khhkkkkhkkhkkhkk hhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkk kkhkkkkkkkkkkkk

6 ACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAATG-TAATTGCGGCTTGACT 119
8b ACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAAAGGTAATTGCGGCTTGACT 120
8 ACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAATG-TAATTGCGGCTTGACT 119
11 ACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAATG-TAATTGCGGCTTGACT 119
20 ACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAATG-TAATTGCGGCTTGACT 119
lc ACGCTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAATG-TAATTGCGGCTTGACT 119
AF362825.1 ACACTTGCACGCGTTACGAGTGTGTTGGATGTGTAGAAAAATG-TAATTGCGGCTTGACT 119

khk hhkkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkkk * kkhkkkkkkkkkkkkkkk

6 TCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGTCGTGTGGTTTATATATATATATA 178
8b TCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGTCGTGTGGTATATATATATATATA 179
8 TCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGTCGTGTGGTTTATATATATATATA 178
11 TCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGTCGTGTGGTTTATATATATATATA 178
20 TCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGTCGTGTGGTTTATATATATATATA 178
lc TCGCGTGTGCACATA-TATAATATGCGCATATTTCGTCGTGTGGTTTATATATATATATA 178
AF362825.1 TCGCGTGTGCACATAATATAATATGCGCATATTTCGTCGNGTGGGTTATATATATATATA 179

khkkkhkkkhkkkhkhkhkkhkhkk hhkkkhkkkhkhkkkhkhkhkkhkhkkkhkhkkkhkhkkk *xkk%x khkkkkkkkkhkkkkx

6 TATATATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 238
8b TATATATTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 239
8 TATA--TTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 236
11 TATA--TTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 236
20 TA----TTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 234
lc T-——-- TCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 232
AF362825.1 TTTA--TTCCGCACGCTTTGTGTGTGTGTGTGTTTTTGTGCGCCGCGTTGTAAAGCACGG 237
* khkkhkkkkkhkhkkhkhkhkkkhhkhkhkhkhkhkhkkkhhkhkhkhkhkkkkhhkkhkhkkhkkkkhkkrkkkkk
6 CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA 298
8b CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGGCTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA 299
8 CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA 296
11 CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA 296
20 CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA 294
lc CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA 292
AF362825.1 CCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGNTGAAGAACGCAGCAAA 297

khkkkhkkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkkhkhkk hhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkk khkhkkkhkhkkkhkkkhkkkkx

6 GTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG 357
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GTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG
GTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG
GTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG
GTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG
GTGCGATAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG

GNGCGATAAGGNGGNATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACG
* kkkkkhkhkk  hk kkkkkhkkkkkhhkkkkhhhrkrkhhhhkkkkkkrkhkhhkkkkkkr

GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAAC
GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAAC
GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAAC
GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAAC
GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAAC
GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCGTGCATGCCATATTTCTCAGTGTCGAAC

GCGCATGGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-GCATGCCATATTTCTCAGTG-CGAAC
hkkkkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhkhkk khkkhkhhhhkkkhhhkhkhhhhdx *kkkk

AAAAAATTAACCTCCACTCACGCTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGCGTG
AAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGTGTG
AAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGTGTG
AAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGTGTG
AAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGTGTG
AAAAAATTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGTGTG

AAAAA-TTAACCTCCACTCACACTGCTCTCTCTCTATACAAACGCATGCATTCTTGTGTG
hhkkkk khkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhk *hkkhhhhhkhkhhkhhhhhkhhhhkkhhhkhkkhhhkkkd *k*k

TGTGTGTGT--GGGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCC
TGTGTGTGT--GGGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCC
TGTGTGTG----GGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCC
TGTGTGTG----GGGAGAGAGGGGAGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCC
TGTGTGTGTGTGGGGAGAGAGGG-AGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCC
TGTGTGTGTGTGGGGAGAGAGGG-AGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCGAAAAAGAGAGCC

TGTGTGTGT--GGGAANAGAGGA-AGGGAGGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCC
kkkkkkkk kk ok kkkkk  Kkkkkkkkkkkhkhkkkkkhkkkkkkk dhkkkkkkkkkkk

CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCACCGCCATGTGCGTATATAT -~
CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCGCCGCCATGTGCGTATATAT -~
CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCGCCGCCATGTGCGTATATAT -~
CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCGCCGCCATGTGCGTATATAT -~
CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCGCCGCCATGTGCGTATATAT -~
CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGTAGCGCCGCCGCCGCCGCCATGTGCGTATATAT -~

CTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCGCCGCCATGTGCGTATATATGT
hkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkkhhhkhkhkhkhk khkhkhkkhkhkhkhkkdkd *khkkhkkkkkkhkkhkkkkkkkk

—-—ATATATATTATTTATATATTATATGTGTACGTGC-———————— 627
—-—ATATATATTATTTATATATTATATGTGTACGTG-————————— 627
—-—ATATATATTATTTATATATTATATGTGTACGTGCGTGT----- 627
—-—ATATATATTATTTATATATTATATGTGTACGTGCGTGT——---- 627

--ATATATATTATTTATATATTATATGTGTACGTGCGTGTGTG-- 631
--ATATAT--TATTTATATATTATATGTGTACGTGCGTGTGTGTC 629

GTATATATATTATTTATATATTATATATATGTGTACGTGC-———-— 631
khkkkkk  hkkkkkkkkkkhkkkkkx * * k%
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Anexo E: Alineamiento con el programa ClustalW, de la region ITS2 de los 6 clones aislados de T.
cruzi | cepa Sylvio X10, ATCC 50823, con la misma regién de cepas colombianas y brasilefas. El
clon nimero 20 fue excluido por carecer de la regién ITS2.

AM11 ----ACAAAAAA---ACCCCGCACATGNGGGGGGACCATGGGTTATGGATATATATATAT 53
Esmeraldo = ------ AAAAAATTAACCC-CTACTC=========== === === === ——————— TACAA 24
Rb2 —————= AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-—========== TCTCTATACAA 41
AM16/95  —-—-—-- ARAAATTAACCNTCCACTCACNNTGCTCTC-—-———-—-=-— TNTNTATACAA 41
Rbl —-—— AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-———-———-—-- TCTCTATACAA 41
SE --CGAACAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-—-—-—-—-—-— TCTCTATACAA 45
1523 —---e- AAAAAATTACCCT-CCACTCACATTGCTCTC-———————-—-- TCTCTATACAA 41
Glis = AAAAAATTAACCT-CCACTCACANTGCTCTC-—————-—-—-- TNTCTATACAA 41
R6  ————- AAAAAATTAACCT-CCACTCACA-TGTTTTC-———-—-—-—-- TTTNTATACAA 40
Rb8 —-——— AAAAAATTANCCC-———————————-- NTAC-—-—-—-—-—-— TTTTTATGCAA 28
sNg  ————e AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-———————-—-- TCTCTATACAA 41
SEV.  —mmm—- ARAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-———————-—-— TCTCTATACAA 40
Td11 —m—m—- ARAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-—-———-—-—-— TCTCTATACAA 40
p12  ———— AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-—————-—-—-- TCTCTATACAA 41
EM  ————- AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-———-———-—-- TCTCTATACAA 41
Caquetéd  ------ AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC———=-==—===-— TCTCTATACAA 41
SP ---AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-— ~TCTCTATACAA 41
Rp523 === AAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-- ~TCTCTATACAA 41
6 TCGAACAAAAAATTAACCT-CCACTCACGCTGCTCTC-- ~TCTCTATACAA 47
8 ~CGAACAAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-~- ~TCTCTATACAA 46
11 TCGAACAAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC—- ~TCTCTATACAA 47
lc TCGAACAAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-- ~TCTCTATACAA 47
8b TCGAACAAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-- ~TCTCTATACAA 47
9b ----ACAAAAAATTAACCT-CCACTCACACTGCTCTC-—========-~ TCTCTATACAA 43
*kkkk *x * *
AM11 ATATATCGGCATCTACGTTTTGTGCACGCGTGTCGTGTTTTGTGGGAAATGTGTATATAT 113
Esmeraldo ~CGCAT--GCATTCA----TTGTG----TGTGT-GTGTGT-~~--------=---~— GGGT 56
Rb2 ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTGTGT--GGGANAGAG-GGG-GGGA 85
AM16/95 ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTG-----GGGAGANAG-AGA--GGG 81
Rbl ACGCAT--GCATTC-----TTGTG- GGGAGAGAG-GGA-GGGA 82
SE ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTGTGT--GGGAANAGA-GGAAGGGA 90
1523 ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTGTGTGTGGGAAAAAA-AGA-GGGA 87
G118 ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTGTGTGTGGGAAAAAG--GA-AGGA 86
R6 ACGCAT--GCATTN-----TTGTG- GGAAANAG-GGA---GG 78
Rb8 ~CGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTTT-GTGTGT~~~-===========-~— GGN 58
SN8 ACGCAT--GCATTC-----TTGTG- GGGAGAGAG-GGA-GGGA 82
SEV ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTG-----GGGAGAGAG-GGA-GGGA 81
Td11 ACGCAT--GCATTC-----TTGTG----TGTGT-GTG-----GGGAGAGAG-GGA-GGGA 81
D12 ACGCAT--GCATTC-----CTGTG----TGTGT-GTGTG---GGGAGAGAG-GGA--GGG 83
EM ACGCAT--GCATTC-—--— TTGTG----TGTGT-GTG----— GGGAGAGAG-GGA-GGGA 82
Caquetd ACGCAT--GCATTC----~ TTGTG----TGTGT-GTG----~ GGGAGAGAG-GGA-GGGA 82
Sp ACGCAT--GCATTC-——-— TTGTG----TGTGT-GTG----— GGGAGAGAG-GGAAGGGA 83
Rp523 ACGCAT--GCATTC-——-— TTGTG----TGTGT-GTGTGTG-GGGAGAGAG-AGA-GGGA 86
6 ACGCAT--GCATTC----- TTGCG----TGTGT-GTGTGTG-GGGAGAGAG-GGGAGGGA 93
8 ACGCAT--GCATTC----- TTG------ TGTGT-GTGTGTG-GGGAGAGAG-GGGAGGGA 90
11 ACGCAT--GCATTC-—--— TTG------ TGTGT-GTGTGTG-GGGAGAGAG-GGGAGGGA 91
lc ACGCAT--GCATTC-——-— TTGTG----TGTGT-GTGTGTG-TGGGGAGAGAGGGAGGGA 94
8b ACGCAT--GCATTC----- TTGTG----TGTGT-GTGTGTG-GGGAGAGAG-GGGAGGGA 93
9b ACGCAT--GCATTC----- TTGTG----TGTGT-GTGTGTG-GGGAGAGAG-GGGAGGGA 89
** *kkk ** *k Kk kkk
AM11 GTATATATATGCACATGC-——-~— AGAGAGCCCCTGGGGA-—-—-—-— TTACGGATGAAGC 160
Esmeraldo GGGGGGAAATGCAAACGCAAARAAGAGAGCCCTTGGGGAGA-—-~CATTACGGATGAAGC 112
Rb2 GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 145
AM16/95 AGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 141
Rb1l GGGGGAAAATGCAAACGCAAARAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 142
SE GGGGGAAAATGCARACGCAARARAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 150
1523 GGGGGAAAATGCAAACGCAAARAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 147
G118 AGGGAAAAATGCAA-CNCAAAAAAGAAAGCCCT-GGGGAAAAACATATTNGGAATARAGC 144
R6 AGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGNAGAGACATATTACGGATGAAGC 138
Rb8 AGGGGGARATG-AAACGCAAAAAAGAGAGCC-TTGGGNAGA----CATTACGGATGAAGC 112
SN8 GGGGGAAAATGCAAACGCAAARAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 142
SEV GGGGGAAAATGCAAACGCAAARAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 141
Td11 GGGGGAAAATGCAAACGCAAARAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 141
D12 AGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 143
EM GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 142
Caqueté GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 142
SP GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 143
Rp523 GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC 146
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GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC
GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC
GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC
GGGGGAAAATGCAAACGCGAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGTAGC
GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGATGAAGC

GGGGGAAAATGCAAACGCAAAAAAGAGAGCCCTTGGGGAGAGACATATTACGGGTGAAGC
* kkk K * *hk kkkk *kk Kk *k ok Kk kkk

GCGCGACAGCGCGCATG--ATCCGCT--CCGGCGTTTGTGTGTGTTCTCTTTGTTTTCTC
GC-CGCCGCC—-————-——— ATGCGT---—---- CGTATATATA-ATAATAATAATAAAATA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC~-——-—-— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCTGCCGCC---ATGTGC---TGNGTATATATGTATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC--GTGTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGCG--TATATATGTGTATATATATTATTTATATATTA

GC-CGCCGCTGCCGCC---ATGTGCT--—-— GCGTATATATATATATTATTTATATATTA
CC-CCCCNCCNCCGCC---ATGTGC-——-—-— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC-——-—-— GTATATATATGTATATTATTTATATATTA
GC-CGCCATGGC--——————— GTAT------ GTATAAGTATATATATTATATATATATT-
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC----GTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC----GTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC----GTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCC-————— ATGTGCGTATATATATATATGTATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC----GTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC----GTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCCGCCATGTGC----GTATATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGCT-GCGTATATATATGTATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCACCGCC---ATGTGC--—-——— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC-—-—-——— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC-——-——— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC-—-—-——— GTATATATATATAT--TATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC-—-—-——— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
GC-CGCCGCCGCCGCC---ATGTGC-—-—-——— GTATATATATATATATTATTTATATATTA
* *x K * * * *  * * *

TCTTCCCCCCTCCTCATCTCCTCCTCCTTCCTCTCCTCCTTTTCT-CCTTCTCCTCCTTA
TAT---—---— AT----ACGTGCGC-CGTCT-----— GTGGT--GGTGCATGATCCGCTCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTACGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG

TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCT---GGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATGTGTGTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----TTAT----ACGTGCGT---—------— CTGGTGGT--GGTGCATGATCCGCTCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCANGATCCCCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TATATATGTGT----ACGTGCGTGTGTGT---CTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
TAT----GTGT----ACGTGCGTGTGTGTCTTCTGGTGGTGTGGTGCATGATCCGCCCCG
* * * * ok ok * K * * *kk ok

TTTCTCCCCACATATATGC---TAGGTATCTCCCCACACACACACACCCTCCCTCCCTCT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGTACATAACATGGCATGTGTGTATG-TGTATGTGTAA
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGTGTACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGTGTTTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACA--TGTGCATC-TCTGTGTGT--
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT

46

153
150
151
154
153
149

275
195
248
250
249
257
247
246
241
196
250
249
242
249
250
250
254
254
255
252
253
254
255
251

332
249
299
301
300
308
298
299
294
243
301
300
293
300
301



Caqueta

Rp523

11
lc

9b

AMI11
Esmeraldo
Rb2
AM16/95
Rbl

SE

1523
G118

R6

Rb8

SN8

SEV
Tdll
D12

EM
Caqueta
SP
Rp523

6

8

11

lc

8b

9b

AM11
Esmeraldo
Rb2
AM16/95
Rbl

SE

1523
G118

R6

Rb8

SN8

AM11
Esmeraldo
Rb2
AM16/95
Rbl

SE

1523

G118

R6

GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTATGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GTGCTT---GTGTGCGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCGTC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTG--TGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT
GCGCTT---GTGTGTGTGT--TTGT--ACA-CATAACATATGTGCATC-TCTGTGTGTAT

* % * % * * * * % * * *
CACTTCTCT ~— === === = — oo oo o TCTTTTC
TATATATATATATATATATATATATGTATGCCCATATCTCTACACACGTGGGGTGTGTGT
TGTGTGTGT —— === === == === = = ——mm o GTGTG---
TGTGTGTGT ~—— === === === —— = — oo GTGTGTGT
TGTGTGTGT ~—— === === = === m == — oo GTGTGTG-
TATGTGTATT——— === == == —— = — o GTGTGTG-
TGTGTGTGT ~— === === == == —— = oo GTGTG---
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTG---
TGTGTGTGT — = === === == === === == ———m GTGTGTG-
~GCGTGTGT—— === === === === == ——mm GTGTG---
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTGTG-
TGTGTGTGT = === === == === === === ——mm GTGTGTG-
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTGTG-
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTGTG-
TGTGTGTGT —— === === == === === === ———m GTGTGTG-
TGTGTGTGT —— === === === === === ———— o —— GTGTGTG-
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTGTG-
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTGTG-
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTG---
TGTGTGTGT — === === === === === == ——mm GTGTG---
TGTGTGTGT ~— === === == == —— = oo GTGTG---
TGTGTGTGT- GTGTG-—-
TGTGTGTGT- GTGTG-—-
TGTGTGTGT ~— === === == == —— = oo GTGTG---

* Kk ok * *

TTTTC-CCACTTCTTTTCAAA--TAGAAAAGAGGTAGGACG--AAAAGAGAGGGGAAGCG
GCAACACGNCG-CAACACAAANCTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAAAGAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
GCAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACATCAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCGAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCGAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCGAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—CCACACAACAACCACACAAAACTACAAAACTCGCGAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAGARAG
-CTACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG
—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAAAAG

—-CAACACAACAACAACACAAAACTACAAAACTCGCAAGAGATTAAAAA-GAATAAAARAG
* Kk k  * kkkk  hk kkkk * *%k *kkk kK *  *

AAAGGGGTGGTGGTGTGTGTGTGTGTGGGGAGAT---GCGTG----GCGTGTGTGGAGAA
AAAAAAA--GTGGCGTGTGG---NAT-GTGTG

AAAAAAA--GTGGCGTGGGGTGGTGTGGTGTG---TGGTGTT-————— GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGAG--GTG--GTGTG----- GTGTT------ GTGTGT---GTG
AAAAAAAAGGTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTT--——— GTGTT------ GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG--———-—— TT--———- GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTG--GTGTG--——-— GTGTT------ GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG-—-——— GTGTG-——--- GTGTGTTGTGTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT-——--— GTGTGT---GTG
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AAAAAAA--GTGGCGTGGGG————-——— GTGTG-———-————————————— TGTGT--—---
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT-——--— GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT-—---— GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT-——--— GTGTGT---GTG
AAAAAAAA-GTGGCGTGGAG--GTGTGGTGTG-~-——-— GTGTT------ GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT-—---— GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT----—~ GTGTGT---GTG
AAAAAAAA-GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG---TGGTGTT-——--— GTGTGT---GTG
AAAAAAAA-GTGGCGTGGGT--GTGTGGTGTGGTGTGGTGTT-———-—— GTGTGT---GTG
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG-~-——— GTGTG-——---- GTGTGT--—----
AAAAAAA--GTGGTGTGGGG--GTGCGGTGTG-~-——— GTGTG-——---- GTGTGT--—----
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG-~-——— GTGTG-——---- GTGTGT--—----
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG----— GTGTG------ GTGTGT------
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG----— GTGTG------ GTGTGT--—----
AAAAAAA--GTGGCGTGGGG--GTGTGGTGTG--—-— TGGTGTTGTGTGTGTGT-—-—-—-
* Kk *kkk hkk * * *hkkkk

AAAGAGAGAGAGAAGGGGGGTTGGGGGGGGAGGTTGTGTGTGTGGTTTTTTGGTGGTGGG

———————————————— GGGGC---GGGGCG-GGGCATGCATA-----TACACA--ACACC
T-—————————————= TGTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT-———-— TCCAC--CATATC
TGT-—-—-—————————— TGTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT-———-— TCCAC--CATATC
TGT-—-—-—————————— TGTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT-—-——-— TCCAC--CATATC
TG-————————————~— TGTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT-———-— TCCAC--CATATC
T-——————————————= GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCAC--CATATC
T-——————————————= GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCAC--CATATC
T-—mmm— === GT---ATGGTGTTGCCGTGTGT-—-——-— TCCACACCATAT-
———————————————— GGTGT---GTGGTGTGCGTGTGTGT------TCCAC---ACACC
T-————————————— GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCACACCATATC
T-————————————— GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCACACCATATC
T-————————————— GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCACACCATATA
TGT---—————————— TGTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT-———-— TCCAC--CATATC
T GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCACACCATATC
T GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCACACCATATC
T-————————————— GT----- ATGGTGTTGCCGTGTGT----—— TCCACACCATATC
TT---———————————- GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT---——-— TCCAC--CATATC
***************** GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT------TCCAC--CATATC
***************** GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT------TCCAC--CATATC
***************** GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT------TCCAC--CATATC
***************** GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT------TCCAC--CATATC
————————————————— GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT------TCCAC--CATATC
————————————————— GTGT---ATGGTGTTGCCGTGTGT------TCCAC--CATATC
*k * * % * *

AGGAAAAAGAGAGAGAGCACACGTGCA-ACAACAACAAACTA--AAATCTCACAAGAGA-

Ammmmmmm e CACGCACACACACACATGTGTAGTAGTATATACAATGTAATAT
Ammmmm e CACATAT-CATACA---ATAT--—-——-— ATATATCACGTAAARAC
Ammmmm e CACATAT-CATACA---ATAT--—-——-— ATATATCACGTAAARAC
Ammmmm e CACATAT-CATACATATATAT--———— ATATATCACGTAAAAC
Am—mmmm e CACATAT-CATACA---ATAT--———-— ATATATCACGTAARAC
7 CACATAT-CCTACAA-TATAT--—-—— ATAT--CACGTAAAAC
Ammmmm e CACATAT-CATACAA-TATAT--——-—-— ATATATCACGTAAAAC
_________________ CACATAT-CATACA---ATAT------ATATATCACGTAAAAC
AT-———m—m—mmm CACATAT-AATATAC-——————=———= ACATGTC---------
Ammmm e CACATAT-CATACA--TATAT----—-- ATATATCACGTAAAAC
Ammmm e CACATAT-CATACA--TATAT----—-- ATATATCACGTAAAAC
e, CACATAT-CATACA---ATAT----—-- ATATATCACGTAAAAC
Ammmm e CACATAT-CATACA---ATATT----- ATATATCACGTAAAAC
- T - CACATAT-CATACA--TATAT------ ATATATCACGTAAAAC
- T - CACATAT-CATACA--TATAT----—-- ATATATCACGTAAAAC
e, CACATAT-CATACAA-TATAT----—- ATATATCACGTAAAAC
Ammmm e CACATAT-CATACA---ATAT----—-- ATATATCACGTAAAAC
Ammmm e CACATAT-CATACAA-TATAT----—- ATATATCACGTAAAAC
A—— e CACATAT-CATACAA-TATAT-—--—— ATATATCACGTAAAAC
A—— e CACATAT-CATACAA-TATAT----—— ATATATCACGTAAAAC
Ammmmmmm e CACATAT-CATACAA-TATAT--—-—-— ATATATCACGTAAAAC
Ammmmmmm e CACATAT-CATACAA-TATAT--—-—-— ATATATCACGTAAAAC
Ammmmmmm e CACATAT-CATACAA-TATAT--—-—-— ATATATCACGTAAAAC
* kK * % * k*x
GACTACAAAAAAAAAAAAATATTTTTT-——-TTTTC--———- TTGTTTGTTTACAGACCT
ATATATATA-————————— TATATATATGCATGTACATTATACAATATATATATATGTAT
GTCTACGCT-————————— TATTTTT---—-— T-TTC-TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCT
GTCTACGCT-————————— TATTTTT---—-— TTTTC-TTCTTCTTTTTGTTTA-——————
GTCTACGCT-————————— TATTTTT---—-— TTTTC-TTCTTCTTTTTGTTTACAG--——
GTCTACGCT-————————— TATTTTT---—-— TTTTC-TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCT
GTCTACGCT-————————— TATTTTT---—-— TTT-C-TTCTTCTTTTTGTTTACAG--——
GTCTACGCT---—-—-——— TATTTTT-----— TTTTC-TTCTTCTTTTTGTTTA-——————
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GTCTACGCT
GTCTACGCT
GTCTACGCT
GTCTACGCT
GTCTACGCT-—---—----

-TCTTA-TTATTCTTTTTGTTTACAGACCT

GTCTACGCT-
GTCTACGCT-----—----
GTCTACGCT-----—----
GTCTACGCT-—---—----

GTCTACGCT-----—----
* %

531

533

556

461

558

GAGTGTGGCAGGACTACCCGC----- 550
GAGTGTGGCAGGACTACCCGC----- 548
GAGTGTGGCAGGACTAC--—--—=---- 544
GAGTGTGGCAGGACTACCCGC----- 547
GAGTGTGGCAGGACTACCCGC----- 551
GAGTGTGGCAGGACTACCCGC----— 552
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-TTTTTCTTCTTCTTTTTGTTTACAGACCT
-TTTT-CTTCTTCTTTTTGTTTACAGACCT
-TTTTC-TTCTTCTTTTTGTTTACAGACCT
—-TTTAAATTGTTCTTTTTGTTTACAGACCT
-TTTTC-TTTTTCTTTTTGTTTACAGACCT
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Anexo F: Alineamiento con el programa ClustalW, del gen rRNA 5.8S de los 6 clones aislados de
T. cruzi | cepa Sylvio X10, ATCC 50823, con la misma region de cepas colombianas y brasilefias.
En amarillo se resaltan nucleétidos polimorficos de cada secuencia.

AM11 AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCA-CARAGTG-CGA 58
1523 AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCT -CCTANTTCGGTTGAAAACGCAGCARAGT-~CGA 57
20 AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
lc AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
11 ARCGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGARGAACGCAGCAAAGTG-CGA 59
6 ARCGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGARGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
8 AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
8b AACGTGTCGCGATGGATGGCTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
SE ARCGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGNTGARGAACGCAGCARAGNG-CGA 59
994 ARCGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGARGAACGCAGCAAAGTG-CGA 59
5894 AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
Esmeraldo AACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCARAGTG-CGA 59
G118 AACGTGTCGNNAAGGATNN-TTGGCTTCCTATTTCGNTGAAGAACGCANCAAAGTN-CGA 58
rbl ARCGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGNTGARGAACGCA-CARAGNGCCGA 59
rb2 AACGTGTCGCGATGGATGACTTG-CTTNCTATTTCGNTGAAGAACGCANCARAGG--CGA 57
R6 AACGTGTCGCGATGGATGACTTG-CTTNCTATTTCG-TGAAGAACGCANNARAGT--CGA 56
AM16/95 AACGNGTNNCGATGGATGACTTG-CTTNCTATTTNNNNGAANAACGCANCAAANNG-CGA 58
*kkkk k% * kkk*k *kk k% *kk k% * kkkkkk * k% * kK
AM11 TAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
1523 CAA-GTGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAA-CGGCGCAT 115
20 TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
1lc TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
11 TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
6 TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
8 TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
8b TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
SE TAAGGNGGNATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 119
994 TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
5894 TAAG-TGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 118
Esmeraldo TAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 119
G118 TAAG-TGGTATCAAT-GCAGANTCATTCAATTACCGAATNTTTGAACGCAANCGGCGCAT 116
rbl TAAG-NGGNATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCCAACGGCGCAT 118
rb2 TAGG-TGG-ATCAATTGCAGAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCAT 115
R6 TAAG--GGTANCAATTGCANAATCATTCAATTACCGAATCTTTGAACGCAACNGGGCAAT 114
AM16/95 TAAG-NGGGATCNATTGCAGAATCATTCAATN-CNNAATCTTTGAACGCAAACGGGGCAT 116
* kk k k kk Kkkk * khkkkkkkkk * kkk kkkkkkkkk * * % * %
AM11 GGGAGAAGCTCTTTCGAGGCATNCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGAAC 172
1523 GG-AGAAGCTCNTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGRAAC 168
20 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTG-————— 166
1lc GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTG-————— 166
11 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTG-----— 166
6 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTG-----— 166
8 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGT-———— 167
8b GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTG-————— 166
SE GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG--GCATGCCA-TATTTCTCAGTG-—---— 166
994 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGAAC 172
5894 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGRAAC 172
Esmeraldo GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGRAC 173
G118 GG-AGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCNG--GCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGAAC 168
rbl GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGAAC 172
rb2 GGGAGAAGCTCCTCAGAGTCATCCCCG-TGCATGCCA-TATTTCTCAGTGTCGAAC 169
R6 GGNANAAGCTCCTNANAGTCATCCCCGGTGCATGCCA-TTTTTNTCAGTGTNGAAC 169
AM16/95 GG-AAAAGCTCCTNANAGTCATCCCNG-TGCANNCCNATATTTNTCAGTGTNGAAC 170
*k *k kkkkkk X *k kkkxk *k % * k% * % * kkk kkkkkk
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