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RESUMEN

Se propone una estimacién del tiempo en el que evoluciond el ciclo de vida actual de
Trypanosoma cruzi, parasito causante de la enfermedad de Chagas. Estimacion basada
en el analisis evolutivo de una familia de proteinas de superficie asociadas a mucina
(MASPs, por sus siglas en inglés). Las MASPs solamente estan presentes en T. cruzi y
debido a la alta diversificacion genética de las mismas y la gran cantidad de copias
presentes en el genoma, se especula que juegan un papel importante en la defensa y
escape del sistema inmune del hospedero y vector, asi como una posible adaptacion
ligada al ciclo actual del paréasito. El tiempo de origen del ciclo se puede estimar de
forma indirecta a partir del estudio del tiempo en que inici6 la diversificacion de las
MASPs, basado en los fundamentos del reloj molecular. Utilizando la mineria de
genomas de diversos linajes de T. cruzi se alinearon las secuencias paralogas de
nucleotidos de los genes de la familia de MASP. Se estimo la tasa de sustituciones
sindnimas (Ks) entre secuencias génicas y se calculd el tiempo de divergencia de las
mismas en los linajes genéticos analizados. Como resultado se encontrdé que la
diversificacion de las MASPs se llevo a cabo a partir de dos eventos evolutivos en T.
cruzi, que ocurrieron hace aproximadamente 200,000 y 2,150,000 afios. Estas
estimaciones concuerdan con las fechas propuestas por otros autores sobre el tiempo
de la ancestria de T. cruzi a partir de la estimacion de la divergencia de genes ort6logos.
En el presente estudio se aborda una aproximacion al tiempo en el que T. cruzi comenz6
a adaptarse a su ciclo actual. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en utilizar
la evolucidn de una familia de genes como base para la estimacion del tiempo de origen

del parésito.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Evolucién, MASPs (proteinas de superficie

asociadas a mucina), Divergencia.



ABSTRACT

We propose an estimation of the timeframe during which the current life cycle of
Trypanosoma cruzi, the parasite responsible for Chagas disease, evolved. The
estimation is based on the evolutionary analysis of a family of mucin-associated surface
proteins (MASPs). MASPs are exclusively present in T. cruzi, and due to their high
genetic diversification and the large number of copies within the genome, they are
speculated to play a significant role in defense and evasion of the host and vector
immune systems, as well as potential adaptation linked to the parasite's current cycle.
The origin of the cycle can be indirectly estimated by studying the time of MASP
diversification initiation, based on the principles of the molecular clock. By mining
genomes from various T. cruzi lineages, the nucleotide paralog sequences of the MASP
gene family were aligned. The synonymous substitution rate (Ks) between gene
sequences was estimated, also the divergence time of these sequences in the genetic
lineages analyzed was calculated. As a result, it was found that the diversification of
MASPs occurred through two evolutionary events in T. cruzi, taking place
approximately 200,000 and 2,150,000 years ago. These estimates correspond with
dates proposed by other authors regarding the ancestry time of T. cruzi based on
orthologous gene divergence. This study provides an approach to the time when T.
cruzi began to adapt to its current cycle. To our knowledge, this is the first study to
utilize the evolution of a gene family as a foundation for estimating the parasite's origin

time.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Evolution, MASPs (mucin-associated surface

proteins), Divergence.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi en
humanos fue descrita en Brasil en 1909 por el médico Carlos Chagas (Chagas, 1909). Esta
enfermedad es endémica del continente americano, encontrandose en 21 paises (OMS, 2021).
De acuerdo con la Organizacién Panamericana de la Salud esta enfermedad causa en
promedio 12,000 muertes al afio en Ameérica (OPS, s/f). El parasito causante es parte del
género Trypanosoma el cual pertenece a la clase Kinetoplastea (a los miembros de esta clase
se les conoce como kinetopléstidos), los cuales son protozoarios flagelados que se
caracterizan por la presencia de una gran mitocondria que se distribuye a lo largo del parésito.
Dentro de esta particular mitocondria se encuentra una region llamada kinetoplasto; la cual
contiene alrededor del 25% del total del ADN del parésito (Silber, 2000; Stuart et al., 2008).

Actualmente no hay vacuna contra esta enfermedad, sin embargo, puede tratarse con
benznidazol o nifurtimox, los cuales son medicamentos que pueden eliminar al parasito si
son suministrados al inicio de la etapa aguda de la infeccidn; no obstante, conforme transcurre
la infeccidn la eficacia del tratamiento disminuye (OMS, 2021). En México se estima que
hay 4 millones de personas infectadas con el parasito T. cruzi (Arnal et al., 2019). Otros
autores estiman que 88% de la poblacion mexicana habita en areas con potencial riesgo de

contraer la infeccion (Ramsey et al., 2015).

La gran mayoria de las especies del género Trypanosoma (a excepcién de Trypanosoma
equiperdum) tienen un ciclo de vida heteroxeno, es decir, requieren de dos tipos de hospedero
para completar su ciclo de vida; donde la mitad del ciclo se lleva a cabo en el hospedero
vertebrado y la otra mitad en el vector invertebrado (principalmente insectos) (Claes et al.,
2005; Hamilton & Stevens, 2017; Kaufer et al., 2017). En el caso de la enfermedad de Chagas,
se requiere la presencia de un insecto vector de la subfamilia Triatominae. La infeccion en
mamiferos se conoce como silvética y a la fecha se ha reportado en mas de 150 especies,
pertenecientes a los 6rdenes Chiroptera, Lagomorpha, Rodentia, Primates, Carnivora,
Didelphimorphiay Cingulata (Guhl, 2017; Jansen et al., 2017). No obstante, también existen
otras posibles vias de infeccién, como la transmision oral a través de los alimentos, por
transfusiones sanguineas, de forma congénita, por trasplante de 6rganos y por accidentes de
laboratorio (OPS, s/f).



El ciclo natural de T. cruzi posee cuatro fases de desarrollo, dos que se llevan a cabo en el
vector y otras dos en el mamifero (ver Figura 1). En el mamifero, comienza cuando los
parésitos entran al torrente sanguineo a través de la herida provocada por la picadura, o
comunmente por el contacto con alguna mucosa (e.g., los 0jos, la boca, etc.). Al provenir del
insecto, los parasitos se encuentran en la fase llamada tripomastigotes metaciclicos, los cuales
se introducen en las células para diferenciarse en amastigotes y continuar el ciclo. Una vez
que esto sucede inician su proceso de division binaria intracelular. Cuando las células quedan
llenas de parasitos, los amastigotes se transforman en tripomastigotes sanguineos y
posteriormente la membrana celular se rompe, liberandolos al torrente sanguineo. Estos
infectan a las células vecinas o ingresan al flujo circulatorio, esparciéndose a células de
diferentes érganos y tejidos. El ciclo continGia cuando un vector se alimenta de un mamifero
infectado e ingiere los tripomastigotes, los cuales se transforman en epimastigotes a lo largo
del recorrido por el tracto digestivo del vector. Los epimastigotes pasan al intestino medio
donde se multiplican, y finalmente llegan al recto, donde se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos, que se eliminan con los excrementos del insecto repitiendo en ellos el ciclo

descrito anteriormente (Brener, 1997).

La evolucion del origen de dicho ciclo ha sido dificil de estudiar, debido al escaso registro
fosil de estos parasitos unicelulares. Sin embargo, la importancia del estudio evolutivo de las
enfermedades infecciosas tiene un papel crucial para la comprension de los factores genéticos
y ecoldgicos que juegan un rol en la aparicion de nuevos patdgenos de importancia médica.
Algunos patégenos pueden dar lugar a pandemias como la que se esta viviendo actualmente
debido a la evolucion de un patégeno humano nuevo (i.e., SARS-CoV-2) (Sanchez et al.,
2022). El andlisis evolutivo de la enfermedad de Chagas ha sido enfoque de diversos estudios,
aunque, no fue hasta finales de la década de 1980 y principios de la de 1990 cuando las
técnicas de secuenciacion de &cidos nucleicos comenzaron a producir datos moleculares que
permitieron responder preguntas como la de su origen evolutivo. No obstante, las
estimaciones del tiempo de aparicion del parasito varian dependiendo de los datos utilizados,
I.e., 37 - 88 millones de afios (mda) (Briones et al., 1999), 3 - 16 mda (Machado & Ayala,
2001), 55 - 70 mda (Teeling et al., 2005), 1.36 - 2.18 mda (Flores-L6épez & Machado, 2011)



y 3.35-4 mda (Lewis et al., 2011)). Por tanto, el tiempo de origen del ciclo actual de T. cruzi,

aun permanece siendo cuestion de debate.
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Figura 1. Ciclo de vida Trypanosoma cruzi. Tomado de “Centers for Disease Control and Prevention (2021)”.

A pesar de esto, la disponibilidad actual de diversos genomas de T. cruzi abre una gran
oportunidad para explorar distintas preguntas, incluyendo la historia evolutiva del ciclo
actual de T. cruzi (Callejas-Hernandez et al., 2018a; Callejas-Hernandez et al., 2018b; EI-
Sayed et al., 2005a; Grisard et al., 2014). Fue durante la secuenciacién del genoma completo
de T. cruzi, realizada por EI-Sayed et al. (2005a) que se describi6 la gran diversificacion
genética que habian sufrido ciertas familias de proteinas que son expresadas en la membrana
del paréasito. Cabe sefialar que estas familias ya habian sido ubicadas y descritas, aunque no
se habia profundizado en su analisis previamente (Buscaglia et al., 2004; EI-Sayed et al.,
2005a; Frasch, 2000). Estas proteinas juegan un papel importante en la defensa del parasito
contra los constantes ataques del sistema inmune de las mas de 150 especies de mamiferos y

las aproximadamente 150 especies de vectores triatominos que actian como hospederos



(Guhl, 2017; Jansen et al., 2017). Esto sugiere que tuvieron esta significativa diversificacion
durante la adaptacién del ancestro de T. cruzi al ciclo actual del parasito (Flores-Lopez, 2013).
Dentro de estos ejemplos destaca el caso de la familia de proteinas llamada MASP (acrénimo
de “Mucin-associated surface proteins”, por sus siglas en inglés); proteinas que solo han sido
encontradas en T. cruzi (Tabla ). Esta familia de proteinas tiene su origen en un tipo de genes
homdlogos denominados pardlogos, debido a la homologia derivada a partir de un evento de
duplicacion génica. Tales genes pueden o no ubicarse dentro de un mismo genoma, asi como
tener distintas edades de duplicacion (Koonin, 2005). Por lo que los datos gendmicos actuales,
correspondientes a las secuencias de las copias de genes MASP que se distribuyen en el
genoma T. cruzi son una opcidn alternativa para estudiar la evolucion del ciclo actual de T.
cruzi. Especificamente la estimacién del tiempo del comienzo de la diversificacion genética

de la familia de proteinas MASP.

Copias paréalogas de algunas familias de proteinas de superficie
Proteinas de superficie
Subfamilias de mucinas

TcSMUG  TcMUCI  TecMUCIHI TS MASP
T. cruzi Esmeraldo like 14 0 223 268 412
= T. cruzi Non-Esmeraldo 12 0 418 272 321
g like
g T. cruzi Dm28c2018 78 7 364 709 736
2 T. cruzi Brazil A4 26 84 179 455 482
% T.cruzi TCC 81 41 625 688 941
% T.cruziY C6 14 0 418 616 703
= T.cruzi G 2 5 97 691 196
T. cruzi marinkellei B7 0 0 62 841 249
T. evansi STIB 805 0 0 0 6 0
T. grayi ANR4 0 0 0 14 6
S T. rangeli SC58 0 0 1 17 0
o T. theileri isolate 0 0 2 32 5
g Edlr_lburgh
=) T. vivax Y486 0 0 6 0
§ T. brucei brucei 0 0 0 8 0
- TREU927

T. congolense 0 0 0 11 0



o Leishmania major strain 0 0 0 0 0
& Friedlin

2 L. braziliensis 0 0 0 0 0
g MHOM/BR/75/M2904

2 L.donovani BPK282A1 0 0 0 0 0
- L. infantum JPCM5 0 0 0 0 0

Tabla I. Namero de copias paralogas de genes que codifican proteinas expresadas en la superficie de
Trypanosoma cruzi reportadas en los genomas de diversas especies de kinetoplastidos, incluyendo diversos
linajes de T. cruzi. Datos minados de TriTrypDB (Amos et al., 2022; Shanmugasundram et al., 2023) . MASP:
Mucin-associated surface protein; TcSMUG: pequefia familia de genes tipo mucinas de T.cruzi; TcMUC,
familia de genes de mucinas de T. cruzi, se clasifica en dos grupos (TcMUCI y TcMUCII) segln la presencia

0 ausencia de repeticiones en tandem en la region central del gen; TS: Trans-Sialidase (Buscaglia et al., 2006).

ANTECEDENTES

En 2005 la revista Science dedicé un nimero especial a la exploracion de los genomas de las
tres especies de mayor importancia médica de kinetoplastidos: (a) Leishmania major, una de
las principales especies responsables de la leishmaniasis, la cual es transmitida a humanos
por moscas hembras de la subfamilia Phlebotominae y tiene una incidencia anual de 2
millones de casos, distribuidos en 88 paises (lvens etal., 2005; OMS, 2023); (b)
Trypanosoma brucei, que provoca la enfermedad del suefio en Africa, la cual es transmitida
al ser humano por la picadura de las moscas tsetsé (Glossina spp.), con una incidencia
estimada que varia entre 300,000 y 500,000 casos por afio (Berriman et al., 2005); (c)
Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas en el continente americano, con
una incidencia anual de 30,000 casos (OPS, s/f). La exploracion de genomas surgi6 del
esfuerzo colectivo entre instituciones de diversos paises: el Instituto J. Craig Venter, el
Departamento de Microbiologia y Medicina Tropical de la Universidad George Washington,
el Instituto de Investigacién Biomédica de Seattle, el Departamento de Patobiologia de la
Universidad de Washington, la Division de Informéatica Biomédica y de Salud de la
Universidad de Washington, el Instituto Sanger, el Centro de Gendmica y Bioinformatica del
Instituto Karolinska, la Escuela de Biologia de la Universidad de Newcastle, el Laboratorio
de Gendmica Funcional de Tripanosomatidos, el Departamento de Bioguimica e
Inmunologia de la Universidad Federal de Minas Gerais, el Laboratorio de Biologia

Molecular del Consejo de Investigacion Médica, el Departamento de Patologia de la



Universidad de Cambridge y el Departamento de Bioguimica de la Universidad de lowa (EI-
Sayed et al., 2005b). Lo que abri6 las puertas para mejorar nuestra comprension de las bases
genéticas y evolutivas de los ciclos de vida de estos parésitos. A partir de entonces ha ido
aumentando paulatinamente el nimero de genomas descritos de diversos linajes de T. cruzi
(Berna et al., 2018; Callejas-Hernandez al., 2018a; Franzen et al., 2011; Weatherly et al.,
2009), las cuales se encuentran disponibles en las bases de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (Sayers etal., 2022) y TriTrypDB (Amos etal.,, 2022;

Shanmugasundram et al., 2023).

Actualmente la diversidad genética de T. cruzi se clasifica en un total de seis unidades
discretas de tipificacion (Discrete Typing Units, DTU); clasificacién que esta basada en la
similitud genética que tienen entre si los linajes, las cuales pueden identificarse con ayuda de
marcadores genéticos (Tibayrenc, 2003). De acuerdo con un consenso realizado en 2009, los
DTU 1y Il corresponden a los dos linajes mas ancestrales, mientras que los DTUs Il 'y IV
pasaron por al menos un evento de recombinacion entre los primeros dos (hibridos
homocigotos), por otro lado, los DTUs V y VI corresponden a hibridos heterocigotos
derivados a partir de ancestros de los DTU Il y Ill. Finalmente es importante mencionar el
linaje TcBat, que en el mismo consenso de 2009 fue afiadido a la clasificacion como un
séptimo DTU (Herreros-Cabello et al., 2020). Este linaje fue descubierto en murciélagos de
diversas regiones de América, incluyendo Brasil (Myotis spp. de la familia Vespertilionidae,
Noctilio albiventris de la familia Noctylionidae, Thyroptera tricolor de la familia
Tryropteridae, Carollia perspicillata, Glossophaga soricina y Platyrrhiinus lineatus de la
familia Phyllostomidae), Panaméa (Artibeus jamaicensis de la familia Phyllostomidae) y
Colombia (M. oxyotus de la familia Vespertilionidae, Rhynchonycteris naso de la familia
Emballonuridae, Carollia perspicillata, Artibeus lituratus, Artibeus planirostris y G.
soricina de la familia Phyllostomidae) (Herreros-Cabello et al., 2020; Lima et al., 2015;
Marcili et al., 2009).

Con el objetivo de coadyuvar en la comprensién del papel que juegan la gran cantidad de
diferencias genéticas observadas entre DTUSs, se han secuenciado una significativa cantidad
de distintos linajes de T. cruzi. Como producto de estos proyectos de secuenciacion genomica

de los diversos linajes genéticos de T. cruzi se identificé en 2005 la presencia de una nueva



familia de genes llamada MASP (El-Sayed et al., 2005a), la cual es la segunda més grande
(1377 genes y 433 pseudogenes), ocupando aproximadamente 6% del genoma (Serna et al.,
2014), aungue, cabe sefialar que el porcentaje gendmico que ocupan las MASPs depende del
linaje genético en cuestion. Las MASPs son glicoproteinas ancladas a la membrana celular,
las cuales tienen extremos N- y C-terminal altamente conservados que codifican un péptido
sefial y un sitio de adicién de anclaje GPI (glicosilfosfatidilinositol) respectivamente, ademas
de una regidn central variable en cuanto a longitud y a la secuencia de aminoécidos que la
componen, con una gran variedad de patrones repetitivos en su estructura (Bartholomeu et al.,
2009; De Pablos & Osuna, 2012).

Diversos estudios han confirmado una gran diversidad en secuencias nucleotidicas entre las
distintas copias genicas de la familia MASP. Esta diversidad sugiere que la capacidad de T.
cruzi para invadir y multiplicarse en el citoplasma de diferentes tipos de células huésped esta
asociada al amplio repertorio de genes MASP (Bartholomeu et al., 2009; dos Santos et al.,
2012). Posterior a la publicacion del genoma completo de T. cruzi, investigadores han
registrado que hay una mayor expresion de las MASPs durante los estadios infecciosos de T.
cruzi (i.e. tripomastigotes que circulan por el torrente sanguineo, asi como los tripomastigotes
metaciclicos) (Bartholomeu et al., 2009; De Pablos et al., 2011; dos Santos et al., 2012; Serna
etal., 2014).

La significativa diversificacion de MASP que esta presente en los genomas de los distintos
linajes genéticos de T. cruzi se llevd a cabo por duplicacion de genes, mecanismo a nivel de
evolucion molecular que promueve la diversificacion de cualquier familia de genes (Zhang,
2003). La duplicacion de genes puede estudiarse con el objetivo de estimar el tiempo de
origen de dicho fendmeno, basado en los principios del reloj molecular (Zuckerkandl &
Pauling, 1965). Motoo Kimura, propuso en 1968 la teoria neutral de evolucién molecular, en
donde explicaba que a nivel molecular (i.e., al comparar secuencias de ADN) la gran mayoria
de cambios observados son neutrales con respecto a la aptitud del individuo (Kimura, 1968).
Dentro de los maultiples principios de esta teoria, se encuentra el fundamento del reloj
molecular (Zuckerkandl & Pauling, 1965). Esto implica que al comparar la tasa de
sustituciones neutrales entre un grupo de secuencias ortélogas (donde la homologia es

derivada de un evento de especiacion) o paralogas (donde la homologia es derivada de un



evento de duplicacion) se pueden estimar tiempos de divergencia de una familia de genes o

en su caso de un grupo taxondémico (ver Figura 2) (Faria etal., 2014; Flores-Lopez &
Machado, 2011; Puillandre et al., 2010; Viana et al., 2022; L. Zhang et al., 2020).

Numero de pares de genes duplicados

A

(vy)

| $—_ Pico inicial

‘\ Duplicacion de genes

\ Disminucion exponencial
\ Pérdidas de genes duplicados

/ Cola plana

Pares de genes duplicados
bajo restriccion selectiva

l

Picos secundarios resultantes
de antiguos estallidos de
duplicaciones de genes

Tiempo de divergencia

Figura 2. Distribuciones tedricas de edades de pares de genes duplicados en un genoma. Tomado de Blanc &

Wolfe, 2004. (A) Distribucién de edades de pares de genes pardlogos esperada bajo tasas constantes de

duplicacion génica y eliminacion de genes duplicados. Se sefialan tres fases. Un pico inicial donde se ubican

los genes duplicados recientemente. La disminucion exponencial debido a la eliminacién de genes duplicados

gue no estan bajo restricciones selectivas. Una larga cola correspondiente a pares mas antiguos de duplicados,

donde ambos genes evolucionan bajo restricciones selectivas. (B) Distribucidn de edades de pares de genes

paralogos esperada cuando ocurrieron dos eventos antiguos de duplicacion a gran escala, tal suceso da lugar a

dos picos secundarios.



Estos principios han sido aplicados en diversos grupos taxonomicos (Ho & Duchéne, 2014;
Villarreal & Renner, 2014). No obstante, es necesario calibrar el reloj molecular para poder
estimar los tiempos de divergencia de una serie de secuencias ortélogas o paralogas y para
ello se cuenta con dos fuentes que brindan informacion sobre el pasado: la edad de fosiles y
la tasa de sustitucion de nucledtidos en los grupos taxonémicos de estudio (Kumar, 2005).
Desafortunadamente, algunos grupos de organismos poseen un pobre registro fosil,
principalmente debido a poseer tejidos con bajas probabilidades de fosilizacion, como es el
caso de muchos microorganismos, incluyendo a los kinetoplastidos (Futuyma & Kirkpatrick,
2017). Sin embargo, se puede utilizar la tasa de mutacion de nucledtidos que se ha calculado
para Trypanosoma brucei como una aproximacion a la tasa de mutacion de T. cruzi (Lynch,
2010; Valdes et al., 1996).

HIPOTESIS

El tiempo de origen del ciclo actual de Trypanosoma cruzi estimado con base en las
secuencias de las proteinas MASP, arrojara tiempos de divergencia mas ancestrales que los
estimados previamente a partir de un enfoque filogenético, dado que estos ultimos sufren del
posible sesgo de no incluir linajes ancestrales de T. cruzi que se hayan extinguido. Sesgo que

no existe al estimar tiempos de divergencia partiendo de una familia de proteinas.

OBJETIVO GENERAL
Estimar el tiempo de origen del ciclo actual de Trypanosoma cruzi, a partir del calculo del

tiempo de diversificacion de la familia de proteinas MASP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Identificar las copias paralogas de secuencias génicas de MASP de T. cruzi.

2) Extraer y alinear las secuencias paralogas identificadas del genoma de los linajes TCC,
Dm28c2018, BrazilA4, CL Brener Esmeraldo-like, CL Brener Non-Esmeraldo-Like,
Sylvio-X10-2012 y G, utilizando los datos disponibles en TriTrypDB, una base de datos

de libre acceso que se centra especificamente en los parasitos tripanosomatidos.

3) Estimar el tiempo de diversificacion de las copias de MASP de forma independiente

para cada linaje genético (i.e., cepas TCC, Dm28c2018, BrazilA4, CL Brener Esmeraldo-
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like y CL Brener Non-Esmeraldo-Like) a partir del calculo de la tasa de sustituciones

silenciosas (Ks) y su correlacion con la tasa de mutacion de T. brucei.

4) Comparar los tiempos de divergencia estimados a partir del andlisis de las proteinas

MASP con las fechas propuestas previamente.

METODOLOGIA

Busqueda y descripcion de genomas

Usando la base de datos de libre acceso TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app)

(Amos et al., 2022; Shanmugasundram et al., 2023) se eligieron siete genomas, perteneciente
a linajes de 7. cruzi: TCC, Dm28c2018, BrazilA4, CL Brener Esmeraldo-like, CL Brener
Non-Esmeraldo-like, SylvioX10-1-2012 y G. Tales genomas fueron seleccionados segun su
nivel de anotacion, es decir, se priorizaron aquellos en los cuales se han identificado y
caracterizado con precision los genes y otras caracteristicas funcionales. Esto basado en la
disponibilidad de archivos fasta de los genomas anotados, tanto la version en nucledtidos de
las secuencias codificantes (CDCs, por sus siglas en inglés) como la version traducida a

aminodcidos (AA) de las mismas.

A la par de la seleccion de los genomas, se hizo una recopilacion de las caracteristicas de
relevancia de cada genoma, con el proposito de conocer aspectos generales de los linajes de
T. cruzi, objetos de este estudio. La informacion fue resumida en una tabla (ver Tabla II).
Principalmente se centra en las caracteristicas relacionadas con la secuenciacién y
ensamblaje de los genomas (Bernd et al., 2018; Bradwell et al., 2018; El-Sayed, Myler,
Bartholomeu, et al., 2005; Franzén et al., 2011, 2012; Wang et al., 2021; Weatherly et al.,
2009).

De acuerdo con la informacion recabada, la obtencion de los genomas fue realizada a partir
de distintas estrategias de secuenciacion: (a) SMRT, la secuenciacion en tiempo real de
molécula unica, también conocida como SMRT por sus siglas en inglés, es una tecnologia
desarrollada por Pacific BioSciences. Implica la adhesion de una molécula de ADN o ARN
a una polimerasa que incorpora nucleotidos marcados con fluoréforos, generando pulsos de
luz en tiempo real que se traducen en una secuencia completa durante el avance de la enzima

(Rhoads & Au, 2015); (b) Illumina, en este método de secuenciacion, el ADN se fragmenta
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en segmentos pequenos que se adhieren a una placa. A través de PCR en puente, estos
fragmentos se amplifican, formando grupos de copias idénticas. Después, se introducen en
la placa nucledtidos marcados con etiquetas fluorescentes distintas para cada tipo. Asi la
emision de fluorescencia al unirse cada base posibilita su identificacion, logrando una
longitud de hasta 300 pares de bases por lectura (Rubio et al., 2020); (c) WGS, la estrategia
de secuenciacion completa del genoma por disparos o0 Whole-Genome Shotgun, implica la
fragmentacion aleatoria del genoma en pequefas regiones, las cuales, posterior a la
fragmentacion, son clonadas en vectores para crear una biblioteca gendémica. Los fragmentos
de ADN clonados se secuencian individualmente utilizando el método Sanger (Sanger et al.,
1977). La secuencia se ensambla mediante los solapamientos entre clones de distintas
bibliotecas, esto mediante un programa de ensamblaje (Venter et al., 1998); (d) Roche 454,
este método emplea secuenciacion de ADN por sintesis, fragmentando el ADN en pequefios
segmentos y registrando la emision de luz al incorporar nucleétidos, permitiendo la lectura
simultanea de multiples secuencias cortas (EBI, s.f.). Es importante mencionar que la
confiabilidad de los datos obtenidos puede ser evaluada con base en el nivel de cobertura de
secuenciacion o profundidad de secuenciacion. Esto se refiere a la cantidad de lecturas de
secuenciacion Unicas que se alinean con una regidon en un genoma de referencia o un

ensamblaje de novo (Sims et al., 2014).

El nivel de ensamblaje se refiere al grado de complejidad con el cual se ha reconstruido la
secuencia genodmica a partir de los datos de secuenciacion. En orden de jerarquia, los contigos
(o contigs en inglés) son el primer nivel. Se trata de un conjunto de lecturas de ADN sin
ordenar, que al superponerse parcialmente dan una representacién continua de una region
genomica (Alhakami et al., 2017; NIH, 2023). El siguiente nivel son los andamios, que son
un conjunto de contigs unidos por espacios, de longitud conocida o estimada (McCartney
et al., 2019). Finalmente, los andamios se ensamblan a nivel de cromosomas, de esta forma
obtiene el tamafio de genoma, que es la longitud total del material genético contenido en el
conjunto completo de cromosomas de un organismo, que se mide en unidades de pares de
bases (nucledtidos) (Sessions, 2013). El ensamblaje de genomas puede evaluarse segun
varios parametros. Una métrica ampliamente utilizada para evaluar la calidad del ensamblaje
es el valor N50. Un indicador de la contigiiidad de un ensamblaje, que puede aplicarse ya sea

a contigs o andamios. Se obtiene al alinear los contigs en orden de sus longitudes (total de
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bases), donde el tamafio del contig en el cual el 50% de la region de interés se encuentra en
contigs sera definido como el N50 (Jauhal & Newcomb, 2021). Posterior a al ensamblaje, la
anotacion de genes es lo siguiente, donde los genes son identificados caracterizados en
términos de su funcién y estructura (Harbola et al., 2022). Es importante especificar que
cuando se secuencid por primera vez el genoma del linaje CLBrener, se descubrid que este
linaje era producto de un evento de hibridacion ancestral entre ancestros de los DTUs Tell y
Tclll, dando lugar a un linaje hibrido. Por lo que CLBrener Esmeraldo-like tiene su
ascendencia del ancestro Tcll, mientras que el linaje CLBrener Non-Esmeraldo-like tiene su

ascendencia del ancestro TcIIl (El-Sayed et al., 2005a; Machado & Ayala, 2001).

Identificacion de las proteinas MASP en Trypanosoma cruzi

Dentro de los genomas anotados (en la modalidad nucléotidos) se procedié a localizar
aquellos descritos como miembros de la familia MASP, utilizando como filtro la descripcion
génica “product=mucin-associated surface protein (MASP)”. Generando asi un repositorio
con los nombres de todos aquellos genes dentro de cada genoma que cumplan con el criterio

anterior en cada uno de los linajes genéticos incluidos en este estudio.

Con el proposito de extraer las secuencias de nucle6tidos de cada uno de los genes
identificados previamente como pertenecientes a la familia de las MASP, se editaron los
genomas de cada linaje genético usando el algoritmo BLAST+ (Altschul etal., 1990),
haciendo uso de la funcion ./makeblastdb, la cual crea las librerias apropiadas de cada
genoma con el fin de que las diversas funciones del algoritmo BLAST puedan ser utilizadas
desde la terminal de la computadora en uso. Realizado lo anterior se ejecutd el comando
Jblastdbcmd, el cual se utiliza para minar los genomas y extraer especificamente las
secuencias deseadas a partir del listado de genes generado previamente. Este proceso se
realiz6 para cada uno de los siete genomas y sus respectivas listas de genes MASP que habian
sido previamente identificados.

Una vez obtenidas las secuencias de nucledtidos de los genes MASP identificados dentro de
cada uno de los linajes genéticos utilizados, fueron alineadas dentro del editor de secuencias
SEAVIEW (Gouy et al., 2021). Anterior a la ejecucién del algoritmo para el alineamiento,
las secuencias de nucle6tidos fueron transformadas en aminoacidos, con el fin de disminuir

la probabilidad de alinear regiones no-homdlogas.
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Linaje de T Primer DTU Plataforma de  Nivel de Nivel de ensamblaje Tamaiio Genes
cruzi aislamiento secuenciaciéon  cobertura Contigos Andamios Cromosomas (Mpb) anotados

Humano . 1,142 (N50:

TCC (Argentina) TcVI  PacBio ~60X 264,196) N.D. N.D. 86.72 24,191
Humano . 636 (N50:

Dm28c2018 (Argentina) Tel PacBio ~76X 317.638) N.D. N.D. 53.16 15,319

. Rattus sp. PacBio e 697 (N50: 402 (N50:

BrazilA4 (Brasil) Tel lumina 200X 191,353) 914,771) 43 45.56 14,233
Triatoma

CLBrener ! TelV 8,740 (N50: 5,489 (N50:

Esmeraldo-like mfestgns Sanger 8X 29.950) 151,000) 41 67.01 9,039
(Brasil)

CLBrener Triatoma . .

Non- infestans TcIV  Sanger ~8X 3’9732 O(;\I S0: ?’541830((1)\;50' 41 67.06 9,385

Esmeraldo-like (Brasil) ’ ’

Roche
SylvioX10-1-  Humano Roche 454 ¢ 454: ~9X 7,092 (N50:
2012 (Brasil) Tel [llumina Mlumina:  2,307) N.D. N.D. 38.58 10,847
~103X

Didelphis i )

G marsupialis  Tcl Roche 454 ~37X 3,53 } (N30: 121450 (N30: N.D. 25.17 12,708
(Brasil) 6,701) 74,655)

Tabla Il. Recopilacion de caracteristicas de linajes de T. cruzi. Los datos fueron obtenidos a partir de una basqueda bibliogréfica (Berné et al., 2018; Bradwell et al.,
2018; El-Sayed et al., 2005a; Franzén et al., 2011, 2012; Wang et al., 2021; Weatherly et al., 2009). El valor de N50 es equivalente a longitud (nGmero de bases). Los

datos faltantes se indican con N.D. (No Disponible). Mpb: millones de pares de bases.
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Esto debido a que la probabilidad de alinear secuencias no-homaologas se disminuye al utilizar
aminoacidos, por la sencilla razon de que al analizar secuencias proteinicas estas estan
conformadas por un total de 20 posibles variantes (i.e., 20 posibles aminoacidos), en
comparacion de solamente 4 posibles moléculas (i.e., 4 posibles nucledtidos) al analizar
secuencias de ADN.

Utilizando los archivos de secuencias de MASP traducidos a aminoacidos, se procedio a
alinear cada uno de los siete archivos. El alineamiento se realiz6 utilizando el algoritmo
Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation, mas conocido por su acrénimo
MUSCLE (Edgar, 2004). Finalmente se obtuvieron siete alineamientos con las secuencias de

MASP para cada genoma de T. cruzi utilizado en este estudio.

Estimacion de la tasa de sustitucion sindnima

Para calcular la tasa de divergencia entre cada uno de los genes MASP en los genomas
analizados, se realizd la estimacion de la tasa de sustituciones sindnimas (Ks), las cuales
corresponden a las sustituciones que no modifican el aminoécido codificado. Esto se debe a
que estas sustituciones se consideran neutrales en términos de aptitud. Sin embargo, para
Ilevar a cabo la estimacion de Ks, fue necesario curar las bases de datos generadas. El aspecto
principal que se requirié atencion fue la veracidad de los alineamientos entre los sitios

altamente divergentes de MASP.

Derivado del papel que se estima juegan las MASP en la biologia de T. cruzi (posible rol en
la evasion del sistema inmune dentro del vector y hospedero) (Bartholomeu et al., 2009), esta
familia de genes ha experimentado una inmensa diversificacion a nivel molecular. Misma
que dificulta la veracidad en la identificacion de los sitios homdélogos al intentar alinear los
genes. Afortunadamente las proteinas pertenecientes a la familia MASP tienen dos motivos
proteinicos altamente conservados en los extremos de estas. Estos motivos proteinicos
permiten identificar a las MASP como pertenecientes a esta familia. Sin embargo, muchas

de las otras regiones al ser tan divergentes entre si complican su veracidad,

Con el fin de evitar incluir sitios no-homologos dentro de los analisis para estimar la tasa de
sustitucion sindnima, se debe eliminar de forma sistematica y conservadora aquellos sitios

divergentes. Dicha eliminacion de sitios divergentes se realizé a partir del uso del algoritmo
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Gblocks (Castresana, 2000). Siguiendo el principio de reducir la probabilidad de inferir
homologia entre sitios a partir del alineamiento de nucleétidos versus aminodcidos, se
transformaron las secuencias de las MASP a aminoacidos y se ejecuté el algoritmo Gblocks
en el servidor NGPhylogeny.fr. (https://ngphylogeny.fr/) (Lemoine et al., 2019). Como

resultado se obtuvo un alineamiento que contenia Unicamente las regiones conservadas de
las secuencias de MASP, las cuales variaron en longitud dependiendo del linaje de T. cruzi

al que pertenecian.

La estimacion de la tasa de divergencia neutral en las MASP, se realizo utilizando el
programa CODEML dentro del software PAML (Phylogenetic Analysis by Maximum
Likelihood, por sus siglas en inglés), el cual estima las tasas de sustitucion sinénimas y no
sindnimas entre secuencias homologas (Yang, 2007). Especificamente para este analisis, se
utilizo la tasa de sustituciones sindnimas, esto a partir de los alineamientos de las secuencias
MASP que se obtuvieron a partir del uso de Gblocks. Para el linaje de T. cruzi TCC se
obtuvieron un total de 47,586 comparaciones y por ende 47,586 estimaciones de Ks; para
Dm28c2018 se obtuvieron un total de 264,628 estimaciones de Ks; para BrazilA4 88,831,
para CLBrener Esmeraldo-like 64,261; para CLBrener Non-Esmeraldo-like 121,768; para el
genoma del linaje SylvioX10-1-2012 2,278 y para el linaje G se obtuvieron 351 estimaciones
de Ks. Los datos desglosados fueron clasificados en 40 categorias de Ks, las cuales se
organizaron en un rango de 0 a >3.9, con incrementos de 0.1 entre cada categoria (Tabla I11).
La clasificacion de los datos en las diferentes categorias se realizd mediante el célculo de

frecuencias, donde los valores mas frecuentes oscilaban entre 0 — 0.4.


https://ngphylogeny.fr/
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Ks

0-0.1
0.101-0.2
0.201-0.3
0.301-0.4
0.401-0.5
0.501-0.6
0.601-0.7
0.701-0.8
0.801-0.9

0.901-1
1.01-11
1.101-1.2
1.201-1.3
1.301-1.4
1.401-1.5
1.501-1.6
1.601-1.7
1.701-1.8
1.801-1.9
1.901-2
2.01-2.1
2.101-2.2
2.201-2.3
2.301-2.4
2.401-2.5
2.501-2.6
2.601-2.7
2.701-2.8
2.801-2.9
2.901-3
3.01-3.1
3.101-3.2
3.201-3.3
3.301-3.4
3.401-3.5
3.501-3.6
3.601-3.7
3.701-3.8

Linajes de T. cruzi

CLBrener CLBrener .
TCC Dm28c2018 BrazilA4 Esmeraldo- _ Nom- — SylVioX10- o
; Esmeraldo-  1-2012
like like
42,617 128,447 78,254 41,770 53,870 1,584 78
923 70,488 4,378 12,469 6,995 412 195
706 36,148 3,128 6,340 45,139 19 64
26 13,271 465 2,620 5,366 8 13
10 5,625 435 694 6,953 71 1
26 6,456 412 204 1,263 108 0
54 1,132 21 45 137 68 0
283 1,495 440 21 102 7 0
1,550 237 8 38 500 0 0
61 227 18 24 272 1 0
88 242 15 19 72 0 0
228 383 776 8 238 0 0
67 85 400 1 10 0 0
50 56 18 2 16 0 0
54 27 11 4 29 0 0
241 43 7 1 6 0 0
19 41 0 0 15 0 0
53 78 1 0 50 0 0
453 44 6 0 3 0 0
23 13 4 0 4 0 0
18 19 5 0 23 0 0
7 21 0 0 0 0 0
8 23 0 0 0 0 0
3 3 2 0 0 0 0
3 4 10 1 3 0 0
1 3 0 0 687 0 0
2 1 0 0 9 0 0
0 9 2 0 0 0 0
0 2 0 0 3 0 0
0 0 1 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
6 2 5 0 3 0 0
1 0 0 0 0 0 0
0 0 5 0 0 0 0
1 2 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
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3.801-3.9 2 0 0 0 0 0 0
>3.9 1 1 3 0 0 0 0

Tabla Il1. Datos de sustituciones sinénimas (Ks) obtenidos posterior al uso de CODEML. Se observan los
datos de la tasa de sustitucién sinonima (Ks) calculada para cada comparacion paraloga entre cada uno de los
genes MASP dentro de cada linaje genético usando el programa CODEML, los nimeros en cada columna

indican la frecuencia con la que se presentaron los datos de cada categoria de Ks.

Basqueda de tiempos de replicacion de Trypanosoma cruzi

Se procedid a realizar la busqueda bibliografica sobre el ciclo de vida de T. cruzi con especial
énfasis en los tiempos de replicacion del parésito, los cuales permitieron estimar un
promedio, y asi contar con una tasa de mutacion confiable para ser utilizada en la formula.
Se eligieron seis articulos, donde los autores trabajaron con distintos linajes del parasito. Esto
a partir de muestras aisladas de triatominos (Rhodnius prolixus, Panstrongylus geniculatus y
Triatoma brasiliensis), marsupiales (Didelphis albiventris) y cultivos celulares que contenian
a T. cruzi. Las muestras aisladas fueron cultivadas en medio LIT (Liver Infusion Tryptose o
infusion de higado y triptona), células del masculo esquelético de embrién bovino (BESM,
por sus siglas en inglés), células HeLay medio lacto (mezcla de hidrolizado de lactoalbimina,
suero y hemoglobina). El tiempo de replicacion reportado en los distintos estudios fue
variable entre linajes. EI menor tiempo reportado fue de 7.5 horas para el linaje Limbo Tree
Platform, mientras que los linajes que tuvieron un mayor tiempo de replicacién fueron SN-5
y AF-1 con una duracion que rondd entre 25 y 30 horas (Tabla 1V). Los estadios
morfolégicos en los cuales se basaron las estimaciones del tiempo de replicacion estudios
fueron dos: epimastigotes y amastigotes. Ambos estadios morfolégicos son formas
replicativas del parésito, no obstante, tienen caracteristicas que los diferencian. Los
epimastigotes se alojan en el intestino medio del triatomino infectado, tienen forma alargada,
un flagelo libre y mide entre 20 y 40 um, mientras que los amastigotes se alojan al interior
de las células del vertebrado, tienen forma redonda, estan desprovistos de flagelo, y miden
entre 2 y 6.5 pm de diametro; en ambos estadios el cinetoplasto se ubica en posicion anterior

al nacleo (Pefia-Callejas et al., 2022).
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Tiempos de replicacion de T. cruzi

. Tiempo Estadio Medio de .
Linaje . . Referencia
(h) morfoldgico cultivo
1 .
SN-5 2530 Medio LIT  nejia-Jaramillo et al.,
Epimastigote 2008
AF-12 25-30 Medio LIT
M1/Tcl® 19,5 Medio LIT
Epimastigote Aragjo et al., 2007
JCPD4/Tcl* 9,6 Medio LIT
Y 24  Epimastigote Medio LIT Elias et al., 2007
114 BESM
House 510
8,6 BESM*
Amastigote Luban & Dvorak, 1974
Limbo Tree 11,5 BESM
Platform 75 BESM*
13,8 BESM
Ernestina Amastigote Dvorak & Hyde, 1973
13,5 HeLa (Ohio)
v 14 N.D Medio LIT  Ferpandes & Castellani,
24 Medio Lacto 1966

Tabla 1V. Resumen de tiempos de replicacién de T. cruzi. Esta tabla recopila los datos de seis articulos de
investigacién donde se reportan los tiempos promedios de la replicacion de T. cruzi., asi como los estadios en
los que se basan las mismas. Los datos faltantes se indican con N.D. (No Disponible). Linaje aislado de
Rhodnius prolixus; 2Linaje aislado de Panstrongylus geniculatus; 3Linaje aislado de Didelphis albiventris;

4Linaje aislado de Triatoma brasiliensis.

Estimacion de tiempos de divergencia

El tiempo de divergencia de las MASP se estimd dentro de cada linaje genético de T. cruzi
usando la formula t = K/(2r) (Goldman & Yangf, 1994; Hayashida & Miyata, 1983; Yang &
Nielsen, 2000; Zuckerkandl & Pauling, 1965). En esta formula K es la divergencia entre las
secuencias siendo comparadas, lo cual se traduce al nimero de sustituciones de nucleétidos
entre las secuencias, que en este caso K =Ks (dado a que se asume las sustituciones sinénimas

son aquellas que tienden a actuar de forma neutral con respecto a la aptitud del individuo, y
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por lo tanto se acumulardn de forma constante, de acuerdo a los principios del reloj
molecular) y r es equivalente a la tasa de mutacion estimada para T. cruzi. Sin embargo, se
carecen de estudios que hayan intentado estimar la tasa de mutacion de T. cruzi, no obstante,
se cuentan con estudios que estimaron la tasa de mutacion de T. brucei, el cual en términos
filogenéticos nos brinda la estimacion mas cercana a T. cruzi (Stevens et al., 1999). En este
caso la tasa de mutacion estimada para T. brucei es 1.65 x 107 sustituciones por sitio por
generacion (Flores-Lépez & Machado, 2011). A partir de este dato y posterior a una
busqueda bibliografica del tiempo de replicacion celular de T. cruzi, se generaron dos tasas
de mutacion promedio para T. cruzi, las cuales fueron 1.2045 x 10 para un ciclo de 12 horas

y 6.022 x 107 para un ciclo de 24 horas.

Se seleccionaron de cada linaje los valores de Ks, en los que la mayoria de las comparaciones
parecian mostrar el tiempo de ancestria comun, esto con el fin de estimar los tiempos
especificos en los que comenz6 la diversificacion de las MASP en T. cruzi. Para el linaje
TCC se usaron los valores 0.9 y 1.9; para el linaje Dm28c2018 se usaron los valores 0.6 y
2.3; para el linaje BrazilA4 se usaron los valores 0.6 y 1.3; para el linaje CLBrener
Esmeraldo-like se usaron los valores 0.5y 1.1y para el linaje CLBrener Non-Esmeraldo-like
se usaron los valores 0.6 y 2.6. Dado que se asumi6 que K = Ks, y se estim6 una tasa de
mutacién para T. cruzi, los datos obtenidos pudieron ser sustituidos por los elementos de la
formula t = K/(2r). Es asi como se obtuvieron una serie de rangos de tiempos de divergencia,
los cuales fueron representados de manera grafica. Para la estimacion de tiempos de
divergencia se excluyeron dos de los siete linajes (SylvioX10-1-2012 y G) debido a la falta
de datos. Finalmente, los tiempos de divergencia de las proteinas MASP fueron comparados
con los tiempos de estimacidn del origen de T. cruzi propuestos por otros autores (Briones
etal., 1999; Flores-L6pez & Machado, 2011; Lewis et al., 2011; Machado & Ayala, 2001).

Con el fin de poner en contexto las estimaciones de este estudio.
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RESULTADOS

Analisis de los alineamientos

Se analizaron siete genomas pertenecientes a linajes de T. cruzi: TCC, Dm28c2018, BrazilA4,
CL Brener Esmeraldo-like, SylvioX10-1-2012, CL Brener Non-Esmeraldo-like y G; el total
de copias de genes MASP encontrados se muestran en la Tabla V. Al finalizar, los
alineamientos de las MASP para cada genoma fueron reducidos drasticamente (eliminando

entre 95-98% del alineamiento original).

Resumen de alineamientos de T. cruzi

. . . Alineamiento posterior a
Alineamiento inicial

Gblocks
. Longitud del . Longitud del
o . Secuencias . ) Secuencias . )
Linajes de T. cruzi alineamiento alineamiento
MASP N MASP N
(aminoacidos) (aminoacidos)

TCC 913 2206 309 18
Dm28c2018 736 1979 728 34
BrazilA4 480 830 422 37
CLBrener Esmeraldo- 412 1057 359 73
like
CLBrener Non-
Esmeraldo-like 560 993 494 16
SylvioX10-1-2012 337 848 68 50
G 196 990 27 50

Tabla V. Resumen de las caracteristicas de los alineamientos. Se presentan la diferencia entre el alineamiento
inicial y el alineamiento posterior al uso de Gblocks, el cual elimina los sitios altamente divergentes del
alineamiento, se observa una clara reduccion tanto en el nimero de secuencias como en la longitud de los

alineamientos.

Al hacer un analisis en Seaview de las secuencias MASP pertenecientes a los distintos linajes
de T. cruzi, se observo que todas tenian una estructura similar, donde cerca de los extremos
se ubicaban los sitios conservados, los cuales representan las regiones N- y C-terminal (ver
Figura 3), y en la parte central las regiones divergentes, las cuales ya han sido reportadas en
las MASPs (ver Figura 4). Por ultimo, se observé el alineamiento generado a partir de

Gblocks, donde en todos los casos se redujo la longitud de las secuencias (ver Figura 5).
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Figura 3. Fragmento que representa una region mayormente conservada en el linaje TCC vista como
amino4cidos en Seaview. En la posicién 211 se observa un sitio donde las secuencias tuvieron un buen
alineamiento, indicando que estas regiones estan altamente conservadas.
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Figura 4. Fragmento que representa una region divergente en el linaje TCC vistas como amino4cidos en
Seaview. En la posicién 1297, cerca de la region central no se obtuvo un buen del alineamiento las secuencias,

por lo que se asume que esta regién es variable en las MASPs.
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Figura 5. Region conservada en linaje TCC obtenidas a partir del uso de Gblocks. En el caso del linaje TCC la

longitud de la secuencia fue de 18 aminoécidos.

Andlisis de datos de sustituciones sindnimas (Ks)

Los datos de Ks obtenidos a partir de las comparaciones entre cada copia paraloga de genes
MASP para cada linaje fueron graficados con el fin de poder visualizar los tiempos en los
que hubo una mayor diversificacion de dichos genes en el pasado (ver Figura 5). El patrén
obtenido permiti6 observar la acumulacion de una gran cantidad de genes duplicados en la
categoria “Ks = 0, indicAndonos una reciente duplicacion entre la gran mayoria de genes
MASP, lo cual es el patrén esperado de cualquier genoma (Lynch & Conery, 2000). Esto
debido a la naturaleza de las duplicaciones, en donde eventualmente, la mayoria son
removidas por seleccion natural, por lo que como resultado de tal remocién las
comparaciones entre genes paralogos suelen tener pocas sustituciones silenciosas (i.e., Ks)
indicandonos que son duplicaciones de origen reciente, y que todavia no ha pasado suficiente
tiempo para que seleccion negativa las remueva del genoma en cuestion.
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Figura 6. Distribucion de la tasa de sustitucion sinonima (Ks) estimada entre las copias paralogas de MASP de
cada linaje. A. Se observa el panorama general de las comparaciones entre cada copia paraloga de genes MASP
donde se observa una acumulacion de genes duplicados en las primeras categorias. B. Acercamiento a las

categorias de Ks 0.6 - >3.9, se aprecia de manera mas clara los picos que representan eventos de duplicacion.
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Estimacion de tiempos de divergencia

La estimacion de los tiempos se divergencia se realizo sustituyendo v en la formula t = K/(2v),
por dos valores, correspondientes a las tasas de sustitucion estimadas para T. cruzi, los cuales
fueron 1.2045 x 10 para un ciclo de 12 horas y 6.022 x 107 para un ciclo de 24 horas. Es

asi como se obtuvo un rango de tiempos de divergencia (ver Figura 7).

Con respecto a la divergencia de las MASP mas ancestrales, en todos los genomas analizados
aparecian distintas cuspides ancestrales (ver Figura 5). Para el linaje TCC los valores de
mayor divergencia fueron dos, los cuales fueron estimados con Ks=0.9 (donde
aproximadamente 1550 comparaciones tenian una divergencia en ese rango) y Ks=1.9 (donde
453 comparaciones tenian una divergencia en ese rango), para el linaje Dm28c2018 los
valores de mayor divergencia fueron estimados con Ks=1.2 (donde aproximadamente 383
comparaciones tenian una divergencia en ese rango) y Ks=0.6 (donde 3456 comparaciones
tenian una divergencia en ese rango, para el linaje BrazilA4 los valores de mayor divergencia
fueron estimados con Ks=0.6 (donde aproximadamente 412 comparaciones tenian una
divergencia en ese rango) y Ks=1.3 (donde 400 comparaciones tenian una divergencia en ese
rango), para el linaje CLBrener Esmeraldo-like los valores de mayor divergencia fueron
estimados con Ks=0.5 (donde aproximadamente 694 comparaciones tenian una divergencia
en ese rango) y Ks=1.1 (donde 19 comparaciones tenian una divergencia en ese rango), por
ultimo, para el linaje CLBrener Non-Esmeraldo-like los valores de mayor divergencia fueron
estimados con Ks=0.6 (donde aproximadamente 1263 comparaciones tenian una divergencia

en ese rango) y Ks=2.6 (donde 687 comparaciones tenian una divergencia en ese rango).

En resumen, se estimd el tiempo de divergencia considerando que hubo dos periodos de
diversificacién uno reciente y uno mas ancestral. Los rangos de tiempos de divergencia
estimados considerando una diversificacion reciente fueron los siguientes para cada linaje de
T. cruzi: 1) TCC de 373,599 — 788,709 afios, 2) Dm28c2018 de 249,066 — 498,132 afios, 3)
BrazilA4 de 249,066 — 539,643 afios, 4) CL Brener Esmeraldo-like de 207,555 — 456,621
afnos y CL Brener Non-Esmeraldo-like de 249,066 — 1,079,286 afios. Por otro lado, los rangos
de tiempo de divergencia estimados considerando una diversificacion mas ancestral fueron
los siguientes para cada linaje: 1) TCC de 747,260 — 1,577,549 afios, para Dm28c2018 fue
de 498,173 — 996,347 afios, para BrazilA4 fue de 498,173 — 1,079,376 afos, para CL Brener
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Esmeraldo-like fue de 415,144 — 913, 318 afios y para CL Brener Non-Esmeraldo-like fue
de 498,173 — 2,158,751 afios.
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Figura 7. Rango de tiempos de divergencia estimados para linajes de T. cruzi. Se observa para cada linaje dos
columnas correspondientes a los tiempos de divergencia calculados considerando una diversificacion ancestral
y reciente. Las columnas se extienden desde el tiempo minimo hasta el tiempo maximo de divergencia, donde
CLBrener Non-Esmeraldo-like y CLBrener Esmeraldo-like corresponden a los linajes con los rangos de tiempo
maximos y minimos mas amplios respectivamente. Se identifican cudles linajes tuvieron divergencias

tempranas o tardias, asi como las diferencias en la variabilidad temporal entre los linajes.
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DISCUSION

Estimacion de tiempos de divergencia de las MASPs

Los tiempos de divergencia estimados fueron variables entre los linajes de T. cruzi. En
general, el tiempo de divergencia estimado basado en el analisis bioinformatico de las
secuencias de las proteinas MASP a traves de la formula t = K/(2v), sugiere que ocurrieron
dos grandes eventos de diversificacion de las MASPs. El primero, ocurrio entre hace 415,000
a 2,150,000 afios y el segundo entre 207,000 a 1,079,000. Tales eventos de diversificacion
deberian de ser estudiados més a fondo, para esclarecer las posibles razones que podrian estar

asociadas con estos eventos (e.g., adaptacion a nuevos hospederos y/o vectores).

Estos tiempos son mas recientes en comparacién con los tiempos de divergencia presentados
por Machado & Ayala (2001), estimados entre 3 y 16 millones de afios (mda) a partir de
secuencias ortologas de genes nucleares y secuencias mitocondriales (region COII-ND1,
citocromo oxidasa subunidad Il - NADH deshidrogenasa subunidad 1). Este estudio fue uno
de los primeros en informar una edad considerablemente reciente para la evolucion de T.
cruzi en comparacion con estudios anteriores (Briones et al., 1999). Briones y colaboradores
estimaron tiempos de divergencia entre 37 y 88 mda a partir de secuencias de ARN
ribosémico de subunidades pequefias (SSU rRNA). Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos por Flores-Lopez & Machado (2011), los cuales se estimaron entre 1.36 y 2.18
mda mediante la comparacion de 31 secuencias ortélogas de loci nucleares y mitocondriales.
A su vez, los resultados son similares a los presentados por Lewis et al. (2011), donde el
tiempo de divergencia de T. cruzi se estimé entre 3.35 y 4.0 mda a partir de secuencias
ortologas nucleares (glucosa-6-fosfato isomerasa, GPI) y secuencias mitocondriales (region
COII-ND1, citocromo oxidasa subunidad Il — NADH deshidrogenasa subunidad 1).

Limitantes de las pruebas de analisis tedrico-bioinformatico

Con respecto al disefio experimental utilizado en este estudio, resulta fundamental especificar
los posibles sesgos del mismo. Entre ellos se encuentra la reduccion de la cantidad de
nucleotidos después de obtener las regiones conservadas mediante el uso del algoritmo
Gblocks. Dada la amplia diversificacion adaptativa que ha ocurrido en la familia de las
MASP, el alineamiento correcto de regiones homdlogas entre la gran cantidad de secuencias

paralogas resulta dificil de obtener. Esto se evidencia cuando se utilizan dos algoritmos
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distintos para el alineamiento de las secuencias, los cuales generan alineamientos distintos, a
causa de la gran cantidad de regiones divergentes entre las copias génicas. En teoria, cuando
las secuencias son lo suficientemente similares entre si (es decir, con poca divergencia entre
ellas), no deberian generarse alineamientos distintos entre ambos algoritmos. Sin embargo,
en el caso de las MASP al comparar los alineamientos generados a partir de la utilizacion de

los algoritmos Clustal y MUSCLE, generaron alineamientos distintos.

Debido a las discrepancias en los alineamientos generados por los algoritmos Clustal y
MUSCLE, se tom0 la decision de hacer uso del algoritmo Gblocks para eliminar los sitios
altamente divergentes del alineamiento. Como resultado, la cantidad de datos en el
alineamiento se redujo significativamente. No hacerlo implicaria la inclusion de datos no
homologos en el alineamiento, lo cual distorsionaria los tiempos de divergencia estimados,
ya que los sitios no homodlogos se considerarian como sitios divergentes. Es importante
mencionar que también existe la posibilidad de que, al eliminar numerosos sitios divergentes
mediante Gblocks, se hayan eliminado algunos sitios que originalmente eran homologos.
Esto reduciria la cantidad de sitios homdlogos a compararse, lo que podria sesgar la

estimacion de los tiempos evolutivos de las MASP.

Otra limitante (que no es Unica de nuestro disefio experimental), es el desconocimiento de la
tasa de mutacion de T. cruzi, ya que se ha visto que también afecta a otros estudios que han
intentado estimar el tiempo de evolucién de T. cruzi (Flores-Lopez & Machado, 2011; Lewis
etal., 2011; Machado & Ayala, 2001). En este estudio, se utilizo la tasa de mutacion de T.
brucei como una estimacion cercana en términos filogenéticos a T. cruzi (Stevens et al.,
1999). De cualquier modo, es importante tener en cuenta que, aunque esta estimacion se
asume que es muy similar a la de T. cruzi, ningun estudio previo se ha planteado estimar
dicha tasa de mutacion a partir de un disefio experimental generado para esta particular
cuestion. Ademas, es necesario destacar que se consideraron iguales la tasa de mutacion total
y la tasa de mutacion neutral, no obstante, esta ultima solo representa una fraccién de todas

las mutaciones que tienen lugar en el genoma.

Un factor importante a considerar es que la tasa de mutacion puede variar segun el tamafio
efectivo poblacional. Especies con tamarfios efectivos poblacionales mas grandes tienden a

tener tasas de mutaciébn mas altas, mientras que las especies con tamafios efectivos
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poblacionales mas pequerfios tienden a tener tasas de mutacion més bajas (Lynch & Conery,
2003). En el caso de Trypanosoma cruzi, aunque resulta dificil determinar el tamafio efectivo
poblacional en un hospedero, este puede variar dependiendo de diversos factores, como la
respuesta inmune del hospedero, la cepa involucrada, los tejidos afectados y la etapa de la

infeccion (Messenger et al., 2015).

Otro factor importante que debe considerarse al intentar estimar el tiempo de divergencia
entre linajes al utilizar secuencias de nucledtidos es la saturacion de sustituciones, ya que
pueden causar una subestimacion en el tiempo de las divergencias estimadas. Esta saturacion
ocurre cuando se han producido multiples sustituciones de nucleo6tidos en una region o
secuencia especifica, o que ocurre principalmente cuando se comparan secuencias que

divergieron hace mucho tiempo (Li, 1997).

Dado que la seleccion natural actia sobre el fenotipo, a nivel molecular esta seleccion
actuaria principalmente sobre aquellos cambios que alteren la codificacion de una proteina
(e.g., las sustituciones no-sinénimas). Mientras que aquellas sustituciones que no alteran la
codificacion de un aminodcido estarian evolucionando de manera neutral, a una tasa similar
a la de mutacion, ya que se considera que estan libres de seleccion. Asimismo, se asume que
el nimero de sustituciones sinénimas (Ks) entre dos secuencias homdlogas aumenta de
manera lineal con el tiempo, al menos cuando la divergencia de las secuencias es
relativamente baja, y no se haya llegado a un nivel de saturacion de sustituciones (Li, 1997).
Saturacion que ocasionaria una subestimacion en el tiempo de divergencia que realmente ha
ocurrido entre dos secuencias homologas. Por tanto, la seleccion natural a nivel molecular
puede ser definida como: el proceso en el que ciertas variantes de genes o moléculas
bioldgicas se propagan en una poblacion debido a su ventaja funcional o adaptativa. Tales
variantes tienen una mayor probabilidad de ser transmitidos a las generaciones futuras (Harris
& Meyer, 2006). En lo que respecta a la seleccidn negativa, se refiere al proceso mediante el
cual se eliminan las variantes genéticas 0 moleculares que tienen efectos perjudiciales o

desventajosos en un organismo (Loewe, 2008).

Para este estudio, se utilizaron los valores de diversificacion de MASP maés ancestrales, dado
que estos representan el tiempo de origen de la diversificacion de las mismas. Tiempo que

asumimos esta relacionado con el tiempo de adaptacion del ciclo actual de T. cruzi. Los
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cuales rondaron los valores de Ks > 2.0 (ver Figura 5). Por lo que se asume tienen cierto nivel
de saturacién, causando un sesgo en nuestras estimaciones hacia tiempos mas recientes de
los que realmente pudieran ser. Este tipo de saturacion ha sido previamente reportado por
algunos estudios (Blanc & Wolfe, 2004; Gojobori, 1983; Li, 1997).

Calidad de ensamblaje de genomas de Trypanosoma cruzi

Es necesario considerar la variacién que pudiera existir entre los diversos genomas con
respecto al nimero real de copias de los genes MASP presentes en cada genoma. Dado a que
las secuencias fueron extraidas de una base de datos (TriTrypDB), donde se recopilaron las
secuencias gendémicas del grupo de los tripanosomas. Estos datos fueron generados por
diferentes proyectos de investigacion, lo que implica que los ensamblajes y anotaciones de
genomas varian entre si, ya que se han derivado a partir de distintas plataformas de

secuenciacion.

Cabe destacar que el ensamblaje de genomas es un proceso complejo que puede verse
afectado por diversos errores. Por ejemplo, los genomas con una baja calidad de ensamblaje
pueden tener un numero menor de MASP's predichos en comparacion con los que realmente
existen en el genoma en cuestion. A continuacion, se describen algunos de los errores
comunes que pueden ocurrir durante el ensamblaje de genomas (Salzberg et al., 2012;
Schirmer et al., 2016; Treangen & Salzberg, 2012).

1. Errores de secuenciacion: Las tecnologias de secuenciacion pueden introducir
errores de lectura, especialmente en regiones repetitivas o dificiles de secuenciar;
afectando la calidad de los datos y, a su vez, el ensamblaje del genoma.

2. Errores de insercién y eliminacién (indels): Durante el proceso de ensamblaje, es
posible que se introduzcan errores en la secuencia del genoma, ya sea la insercion
o eliminacién de fragmentos de ADN. Estos errores pueden ser originados debido
a la fragmentacion o secuenciacion incorrecta de los fragmentos de ADN durante
la extraccion.

3. Conexiones erroneas (quimeras): Es posible que se produzcan conexiones
incorrectas entre fragmentos de ADN durante el ensamblaje, dando como resultado
la generacion de secuencias hibridas llamadas quimeras, las cuales pueden generar

informacidn errénea sobre la estructura del genoma.
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4. Problemas con repeticiones y regiones genémicas complejas: La complejidad de
estas regiones dificultan el proceso de ensamblaje. Dando lugar a ensamblajes
incorrectos, duplicaciones o colapsos de estas regiones repetitivas, debido a que
no se pueden distinguir correctamente entre repeticiones similares o idénticas en

el genoma.

Es importante considerar que las tecnologias de secuenciacion y los métodos utilizados en el
ensamblaje de genomas estan en constante mejora, por consiguiente, se espera que con el
paso del tiempo la calidad y precision de los ensamblajes mejoren de manera significativa,

lo que a su vez aumentara la confianza en los datos y estudios derivados de estos.

Evolucion del ciclo actual de Trypanosoma cruzi

Con respecto al ciclo actual de T. cruzi, se han propuesto diversas hipotesis. Una de ellas es
la Ilamada hipotesis del "supercontinente” del sur. La cual sugiere que la evolucion temprana
del clado T. cruzi estuvo posiblemente asociada a la fauna presente en el antiguo
supercontinente Gondwana, especificamente en los marsupiales. Tras la separacion de los
continentes que conformaban Gondwana (Sudamérica, Africa, Antartica, Australia, India,
entre otros), el clado T. cruzi se diversificd en los Xenarthra (cingulados y vermilinguos) y,
al igual que los marsupiales, se convirtieron en los primeros hospederos de T. cruzi. Un
ejemplo que ilustra la relacion entre T. cruzi y los marsupiales es la interaccion del parasito
con las especies del género Didelphis. En donde las especies de este género desempefian un
doble papel, actuando simultaneamente como vectores y reservorios de T. cruzi, lo que
sugiere un mecanismo de transmision ancestral previo al papel de vector que posteriormente

tomaron los triatominos dentro del ciclo de T. cruzi (Noireau et al., 2009; Stevens et al., 1999).

Otra hipotesis respaldada con datos moleculares en las Ultimas décadas es la denominada
"Bat-seeding”, la cual sugiere que el clado T. cruzi evolucion6 a partir de un clado de
tripanosomas que se diversificaron exclusivamente en murciélagos. Dada la capacidad de
vuelo de estos mamiferos se logré una distribucion transcontinental, donde se produjeron
varios saltos hacia mamiferos terrestres tanto en el Nuevo Mundo como en el Viejo Mundo,
dando lugar a la diversificacion de este clado (Hamilton et al., 2009, 2012; Hamilton &
Stevens, 2017; Lima etal., 2013, 2015; Steverding, 2014). En relacién a los eventos

evolutivos en el Nuevo Mundo, se estima que la expansién de murciélagos infectados con
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tripanosomas hacia Sudamérica ocurrio hace aproximadamente 7-10 millones de afios a
través de América del Norte. Esta estimacion, realizada por Stadelmann et al., 2007, se basé
en el género de murciélagos Myotis, puesto que tuvo una de las radicaciones méas diversas
entre los mamiferos y representa un modelo singular para investigar la especiacion y la
diversificacion. Las especies de Myotis analizadas pertenecian a los dos reinos
biogeograficos del continente americano (Neartico y Neotropical); de acuerdo con datos
moleculares, el tiempo de divergencia del clado Myotis spp. en el Nuevo Mundo fue hace
aproximadamente 10-14 mda, mientras que el tiempo en el que ocurrio la diversificacion del
subclado compuesto por especies de la region Neotropical (Sudamérica) fue hace
aproximadamente 7-10 mda (Stadelmann et al., 2007). Tal evento pudo propiciar el traslape
de nichos entre murciélagos, mamiferos terrestres y vectores invertebrados, dando
eventualmente origen a T. cruzi (Hamilton et al., 2012; Steverding, 2014). Es importante
sefialar que la literatura disponible acerca de la dinamica poblacional tanto de vectores, como
hospederos de T. cruzi esta orientada al ciclo de transmision de la enfermedad de Chagas, en
otras palabras, se centra en la infeccién en humanos, con énfasis en el ciclo doméstico (Kribs
& Mitchell, 2015), por lo que es un area que aun necesita ser explorada con el fin de
comprender otros factores ecoldgicos y biolégicos relacionados con los vectores y

reservorios de T. cruzi.

Para comprender el ciclo actual de T. cruzi, es indispensable hablar sobre los vectores
triatominos, que desempefian un papel crucial como vectores del pardsito y son
fundamentales en el ciclo de desarrollo del mismo. A diferencia de los marsupiales y
murciélagos, los triatominos tienen un origen relativamente reciente, pues se cree que
surgieron a partir de ancestros depredadores de origen silvatico (chinches reddvidas) que
adoptaron un estilo de vida hemat6fago hace aproximadamente 1-5 millones de afios (Gorla
et al., 1997; Noireau et al., 2009; Stevens et al., 1999). Lo que descartaria la suposicién hecha
por algunos autores sobre la coevolucion del paréasito y los triatominos. Aun asi, es necesario
una mayor exploracién acerca de cuales fueron los factores que pudieron influir para que se
diera la estrecha relacion entre triatominos y T. cruzi (e.g. presion selectiva, radiacion de

triatominos, coexistencia en el mismo habitat, entre otros).
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Por ultimo, es importante mencionar el momento en que el ser humano se incorporé a este
ciclo. Se estima que los humanos estuvieron expuestos por primera vez a T. cruzi cuando
migraron al Nuevo Mundo hace no més de 30,000 afios y comenzaron a tener contacto con
los vectores artropodos del parésito. Se considera que para ese entonces ya existia un ciclo
silvestre de T. cruzi bien establecido en América. Pero, no fue hasta el establecimiento de los
primeros asentamientos permanentes y el inicio de la domesticacion de plantas y animales
(hace 8,000-6,000 afios) que los humanos fueron introducidos en el ciclo de transmision de
T. cruzi (Aragjo et al., 2009; Ferreira et al., 2011; Hamilton et al., 2012; Steverding, 2014).

Por otro lado, una hipétesis plantea que la adaptacion de T. cruzi a diferentes hospedadores
y vectores pudo haber sido impulsada por la diversificacion de las proteinas MASP,
especificas de este parasito. Estas proteinas desempefian un papel crucial en la interaccién
del parasito con las células del hospedero y en su evasion del sistema inmunoldgico
(Buscaglia et al., 2006; Fonseca et al., 2019; Solis-Oviedo et al., 2018).

La diversificacion de las MASP probablemente ha permitido a T. cruzi interactuar de manera
especifica con diferentes tejidos y células de los hospederos, facilitando su colonizacién y
supervivencia en diversos ambientes. Ademas, estas proteinas podrian desempefiar un papel
crucial en la modulacion de la respuesta inmunoldgica del hospedador y en la evasion de la
vigilancia del sistema inmunoldgico. Aunque se requiere mas investigacion para comprender
completamente el papel de las MASP en la adaptacion de T. cruzi, su estudio representa una
contribucion importante para entender la evolucién de este parasito y su capacidad para
infectar y persistir en diferentes hospederos. Cabe destacar que cada linaje de
tripanosomatidos tiene una superficie celular Gnica, en la cual se ubican otras familias de
proteinas asociadas a la interaccion con el hospedero y el vector. En Trypanosoma cruzi,
ademas de las MASPs se encuentra otra gran familia de proteinas, las trans-sialidasas (TS)
que estan involucradas en la modulacion de la respuesta inmunolégica, en Trypanosoma
brucei se encuentran las glicoproteinas de superficie variante (VSGs, por sus siglas en inglés),
las cuales producen un "cambio de antigeno™ evitando asi el reconocimiento por parte del
sistema inmune del hospedero, mientras que en especies del género Leishmania la molécula
mas abundante es el lipofosfoglicano (LPG), el LPG esta relacionado con el desarrollo y

supervivencia en el intestino de los vectores y la modulacion de la respuesta inmunoldgica.
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Dado lo anterior, se especula que esta diversificacion en las familias de genes fue clave para
la adaptacion a un estilo de vida parasitario por parte de los Kinetoplastidos, por lo que es
necesario continuar ampliando el conocimiento acerca de las caracteristicas especificas que
se relacionan con el parasitismo en kinetoplastidos (Finamore, 2010; Jackson et al., 2016;
Manna et al., 2013; Venkatesh et al., 2018).

CONCLUSION

Como resultado de esta investigacion, y mediante el analisis de secuencias de proteinas
MASP vy el uso de los principios del reloj molecular, se reportan dos eventos de
diversificacion de MASP en los principales linajes de T. cruzi, los cuales se sitlan en un
rango aproximado de 200,000 afios a 2,150,000 millones de afios atrds. Aunque aun no se
disponen de datos concretos sobre los eventos asociados a la diversificacion de las MASP,
se sugiere que esta diversificacion puede ser resultado tanto de eventos genéticos (presion
selectiva, plasticidad gendmica y recombinacién), como de eventos ecoldgicos (adaptacion
a nuevos nichos ecoldgicos, interacciones con mdaltiples hospederos y cambios en la

disponibilidad de recursos).

Con respecto a la hipotesis planteada, los resultados no apoyan la misma. Los tiempos de
estimacion a partir de la diversificacion de las MASP respaldan una reciente diversificacion
del clado T. cruzi. Tiempos que son consistentes con investigaciones anteriores realizadas
por Flores-Lopez y Machado (2011), Lewis et al. (2011) y Machado y Ayala (2001) a partir
del analisis de secuencias ortdlogas. Lo que sugiere que la evolucion del ciclo actual del
parésito T. cruzi, no es tan ancestral como otros autores llegaron a sugerir (Clément et al.,
2020; Hamilton et al., 2012; Stevens et al., 2001), cabe sefialar que dichas diferencias pueden

deberse a la distinta fuente de origen de datos analizadas.

Por otro lado, es oportuno mencionar que el disefio experimental de este estudio no esta
ausente de limitantes. Entre estas se encuentra la dificultad en la generacion de alineamientos
con una alta certeza de ser correcto, debido a la amplia diversificacién que ha sufrido la
familia de las MASP. Lo que obligé a utilizar solamente las regiones seleccionadas por un
algoritmo disefiado para descartar las regiones altamente divergentes de alineamientos de
nucledtidos (Gblocks), que en este caso limito significativamente la cantidad de sitios en los

alineamientos a utilizarse para las estimaciones del reloj molecular (ver Figura 5).
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Adicionalmente, el desconocimiento de aspectos generales del tiempo de replicacion
ancestral de T. cruzi, y si la tasa de mutacion ha sufrido cambios a través del tiempo, son
limitaciones que pudieran entrar bajo cuestionamiento. Estas limitaciones representan
desafios que deben ser abordados para explorar aspectos no considerados en esta

investigacion.

En resumen, este estudio contribuye al conocimiento sobre la diversificacion de los
principales linajes de T. cruzi, aportando informacién valiosa sobre el ciclo de transmision
de este parasito. Aunque se han identificado limitaciones, los resultados obtenidos abren
nuevas perspectivas para el estudio de las enfermedades zoondticas y proporcionan una base

solida para futuras investigaciones en este campo.
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