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Resumen

Introduccién. La enfermedad de Chagas, cuyo agente causal es Trypanosoma cruzi, constituye una antropozoonosis ampliamente distribuida en
América Latina. Los estudios moleculares y los perfiles genéticos han demostrado que el parasito presenta una gran variabilidad y han permitido la
clasificacion de T. cruzi en seis unidades discretas de tipificacion (I-VI), de las cuales, Tcll a TcVI han sido ampliamente caracterizadas por distintos
marcadores moleculares.

Objetivo. Evaluar la variabilidad genética de Tcl, mediante el uso de marcadores de microsatélites.

Materiales y métodos. Se evaluaron siete microsatélites en quince aislamientos colombianos obtenidos mediante PCR a partir de reservorios, vec-
tores y humanos, y se analizaron en un gel para desnaturalizar de poliacrilamida de un secuenciador laser fluorescente automatico (ALF). Los datos
se analizaron en un software para analisis de genética de poblaciones (Arlequin® 3.1 y Microsat®).

Resultados. Los resultados demostraron variabilidad dentro de TcI al obtener 24 alelos, de los cuales, 12 se reportan por primera vez. Aunque se
encontraron genotipos asociados a la infeccién humana y al ciclo selvatico de transmisién, ningin locus permitié comprobar la presencia de los
genotipos previamente reportados. Los parametros de heterocigocidad observada y esperada, permitieron determinar la presencia de dos poblacio-
nes (aislamientos domésticos y selvaticos); asimismo, el desequilibrio de ligamento facilité la creacién de dos mapas fisicos para los loci analizados.
Conclusiones. Se corrobora la gran variabilidad genética presente en Tcl, lo que sugiere un patron de variacion intraespecifica en Colombia.
Palabras clave: microsatélites, genotipos, Trypanosoma cruzi, unidades discretas de tipificacion.

Abstract

Introduction: Chagas disease which is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a major public health problem in Latin American countries
with a different distribution of the parasite across the continent in which nearly 15 million people are infected and 28 million are at risk. Genetic
profiling of T. cruzi has shown great diversity and variability of the parasite allowing its classification into six discrete typing units (DTUs I-VI) in which
Tcll to TcVI are well characterized by different molecular markers. However, the presence of four subgroups according to the transmission cycle has
only been reported in DTU T. cruzi L.

Objective: To evaluate the genetic variability evidenced within TCI by the use of microsatellite markers.

Materials and methods: Seven microsatellite loci were tested in fifteen Colombian isolates from vectors, reservoirs, and humans by means of PCR and
automatic laser fluorescent sequencer (ALF). Data were analyzed using a population genetic data analysis software (Arlequin® 3.1 and Microsat®).
Results: Variability among the isolates was demonstrated with 24 alleles, from which twelve had never been reported before. However, none of the
microsatellite loci were able to support the idea of genotypes within TcI strains. The parameters of expected and observed heterozygocity allowed
us to determine presence of two populations (domestic and sylvatic isolates); likewise, the linkage disequilibrium helped with the construction of
two physical maps for the loci analyzed.

Conclusions: We corroborated the high genetic variability displayed by TcI populations suggesting a pattern of intraspecific variation in Colombia.
Keywords: Discrete typing units, microsatellites, genotypes, Trypanosoma cruzi.

Introduccion paises no endémicos, como Estados Unidos y
Espafia 2. Su transmisién se encuentra asocia-

La enfermedad de Chagas, cuyo agente causal da a heces infecciosas de insectos triatominos,
es Trypanosoma cruzi, constituye una antropo- transfusiones sanguineas, infecciones orales o
zoonosis ampliamente distribuida en el conti- congénitas, y accidentes de laboratorio ©. Para
nente americano. Asi mismo existen reportes en el afio 2007 se report6é que, en Colombia, alre-
1 Centro de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Recibido: 16/05/2011; Aceptado: 09/11/2011

Tropical, Departamento de Ciencias Biologicas, Facultad de Correspondencia: Felipe Guhl, apartado aéreo 4978, Carrera 1 N°

Ciencias, Universidad de los Andes, Bogotd, D.C., Colombia 18-A-10, Bogotd, D.C., Colombia

Teléfono: (571) 332-4540; fax: (571) 332-4540
fguhl@uniandes.edu.co

Infectio. 2011; 15(4): 227-234 227



228

Duque MC, Ramirez JD, Rendén LM, et al

dedor de 1'300.000 habitantes presentaban la
enfermedad y unos 3'500.000 se encontraban
en riesgo de contraer la infeccion @; siendo la
poblacién infantil la méas propensa.

Numerosos estudios con marcadores molecula-
res, como la regién intergénica del gen miniexon,
el dominio D7 de la subunidad del gen 24Sa del
ADN ribosémico, el PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymor-
phism), el RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), el LSSP-PCR (Low Stringency Single Primer
— PCR), se han llevado a cabo en T. cruzi 19, lo
que permitié clasificar al parasito en seis unida-
des discretas de tipificacion, TcI-TcVI 2,

Con respecto a la distribucidén geogréfica de las
unidades discretas de tipificacion de T. cruzi, Tcl
se ha encontrado desde Argentina hasta los Es-
tados Unidos, mientras que TclI-VI se encuentra
distribuida desde la cuenca amazdnica hasta el
sur de Argentina. Sin embargo, es posible en-
contrar regiones donde todas las unidades dis-
cretas de tipificacion estan presentes, como es el
caso de Colombia, en donde TcI se ha reportado
de forma predominante y, en una baja propor-
cion, a Tcll, TcIl, TcIV y TcVI 3319,

Actualmente, se conoce la gran variabilidad ge-
nética presente en Tcll-TcVI %22, pero muy poco
se conoce sobre la variabilidad de TcI y su divi-
sion en genotipos, ya sea en relacion con el ciclo
de transmision del parasito ©#17.23 o con la agru-
pacion de ciertos aislamientos de acuerdo con
su origen geografico %29 Sin embargo, estas
divisiones deben continuar siendo esclarecidas
mediante varios marcadores moleculares para
corroborar su existencia y, de esta forma, am-
pliar el conocimiento sobre uno de los grupos
ancestrales de T. cruziy sus procesos evolutivos.
Por esta razdn, este estudio pretendid evaluar
el uso de marcadores microsatélites que, por su
caracter hipervariable y utilidad en la deteccion
de polimorfismos genéticos, resultan ser una
herramienta adecuada para la deteccion de va-
riabilidad en el ADN nuclear 2529,
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Los marcadores microsatélites han sido amplia-
mente utilizados para dilucidar la estructura ge-
nética de T cruzi 2527, En el 2008, Valadares,
et al,, reportaron el uso de siete loci con el fin
de determinar perfiles genéticos en aislamientos
TclI-TcVIy un solo aislamiento Tcl y, por lo tanto,
prometen ser de gran utilidad en la evaluacion
de la variabilidad genética.

El objetivo de nuestro estudio fue implementar
el uso de estos siete loci en aislamientos colom-
bianos de T. cruzi I de diferentes huéspedes y re-
giones geogréficas, con el fin de aportar nuevos
conocimientos sobre la presencia de genotipos
en Tcl y conocer mas a fondo las relaciones ge-
néticas intraespecificas. Este trabajo constituye,
entonces, el primer reporte sobre el uso de mi-
crosatélites en Colombia para la evaluacion de la
variabilidad genética en aislamientos de T. cruzi L.

Materiales y métodos

Se utilizaron 15 cepas colombianas de T cruzi
obtenidas de vectores, reservorios y humanos (ta-
bla 1). Trece de las 15 muestras pertenecen a Tcl
previamente caracterizadas mediante amplifica-
cion del gen miniexoén, analisis del dominio D7 del
ADN ribosémico y secuenciacion directa del gen
citocromo b €817, | a obtencién del ADN se llevd
a cabo mediante el protocolo de extraccion fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico 829 a partir de pa-
rasitos en medio de cultivo bifasico a 25 °C.

PCR y deteccion de microsatélites: siete marcado-
res microsatélites dentro del genoma de T. cruzi
se analizaron median- te reaccidén en cadena de
la polimerasa (PCR), haciendo uso de pares de
iniciadores para cada locus reportado por Vala-
dares, et al., en el 2008 (tabla 2) ?”. Cada reaccién
de PCR se llevd a cabo en un volumen total de
21 pl que contenia tampon PCR (Tris HCI100 mM
pH 8,5, KCI 500mM), 25 mM de MgCl,, 100 mM
de solucién de deoxinuxledtidos, 50 pM de cada
iniciador, 5U/pl TucanTag DNA polimerasa (Cor-
pogen, Bogota, Colombia) y 30 ng/ul de ADN.
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Tabla 1. Origen bioldgico y geogréfico de las cepas analizadas de Trypanosoma cruzi

B EAEEE R
MHOM/CO/03/CG Caqueta Homo sapiens T cruzil Doméstico
MHOM/CO/04/MG Arauca Homo sapiens Ia T cruzil Doméstico
MHOM/CO/07/VS Boyaca Homo sapiens NA T cruzill Domeéstico
(Congénita)
MHOM/CO/92/IL Arauca Homo sapiens Ib T cruzil Doméstico
MHOM/CO/92/FcH N. Santander Homo sapiens Ib T cruzil Domeéstico
MDID/CO/00/Dm28 Tolima Didelphis marsupialis Id T cruzil Selvatico
MDID/CO/00/Dm38 Tolima Didelphis marsupialis Id T cruzil Selvatico
MDID/CO/00/D12 Tolima Didelphis marsupialis Id T cruzil Selvatico
MCAN/CO/00/H10 Boyaca Canis familiaris Ib T cruzil Peridoméstico
XXXX/CO/91/Gal61 Sucre Mus musculus Id T cruzil Selvatico
IRHO/CO/00/SN8 Sierra Nevada Rhodnius prolixus Ia T cruzil Domeéstico
IRCOL/CO/00/Coyll Tolima Rhodnius colombiensis | Id T cruzil Selvatico
TDIM/CO/07/Td Cesar Triatoma dimidiata Ib T cruzil Peridoméstico
P, geniculatus/CO/PG 98 Antioquia Panstrongylus NA T cruzill Doméstico
geniculatus
IRHO/CO/00/Rp513 Casanare Rhodnius prolixus Id T cruzil Selvético

* Basado en: Herrera, et al,, 2009, y Cura, et al., 2010

El perfil térmico implementado consiste en una
desnaturalizacion inicial de cinco minutos por 95
°C, seguida por 40 ciclos de 30 segundos a 95
°C, 20 segundos a 57 °Cy 30 segundos a 72 °C,
con un paso de extensién final de cinco minutos
por 72 °C. Para determinar el tamafo alélico, los
productos de amplificacion se analizaron en un
gel para desnaturalizar de poliacrilamida de un
secuenciador laser fluorescente automatico.

Parametros estadisticos

El software Arlequin® 3.1 se utilizd para calcular
la heterocigocidad esperada y la observada para
cada locus y el desequilibrio entre ellos del liga-
mento 9. Los andlisis se llevaron a cabo en dos
poblaciones resultantes, a partir de la distribucién
de los resultados obtenidos de acuerdo con el ciclo
domeéstico y peridoméstico (genotipos la-Ib) o sel-
vatico (genotipo Id) ©. Los datos calculados para el
desequilibrio de ligamento se utilizaron para crear
un mapa hipotético de la ubicacion de los loci ana-
lizados, modificando el mapa construido por Vala-
dares, et al. Este mapa estd basado solamente en
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los valores de asociacion entre loci calculados en
Arlequin® 3.1. Para la construccion de este mapa,
se compararon los valores de los aislamientos de
origen domeéstico y selvatico.

Por ultimo, se calcularon las distancias genéticas
entre los aislamientos estudiados de TcI mediante
el programa Microsat®, asumiendo un modelo
de evolucion de microsatélites basado en alelos
infinitos y utilizando el algoritmo DAS (Distance
Allele Shared) V. A partir de los datos obtenidos
del algoritmo DAS, se construyé un arbol de dis-
tancias utilizando el método de vecinos cercanos
(neighbour-joining) 2, el cual se visualizd en Fig-
Tree® 3.0 para observar los patrones de distancia
entre todos los aislamientos estudiados.

Resultados

Mediante el analisis de los productos de amplifi-
cacion, se determiné que la cepa MHOM/CO/92/
JL debia ser retirada del estudio por ausencia de
amplificacion en cuatro de los siete loci caracte-
rizados. De igual forma, la obtencién de mas de
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Tabla 2. Iniciadores usados para la amplificacion de los loci analizados con base en Valadares, et al.,, 2008

Motivo de re m Se a5 -3

(AAAT)6 Tc AAAT6-F/6-FAM 56-FAM/GCC GTG TCC TAA AGA GCA AG
Tc AAAT6-R GGT TTT AGG GCC TTT AGG TG

(AAT)8 Tc AAT8-F/6-FAM 56-FAM/ACC TCA TCG GTG TGC ATG TC
Tc AAT8-R TAT TGT CGC CGT GCA ATT TC

(GAG)10 Tc GAG10-F/6-FAM 56-FAM/TTC TCG GCT TCT ATG TGT GC
Tc GAG10-R GTG CCC TCC GTT TAT TCC TC

(CAA)10 Tc CAA10-F/6-FAM 56-FAM/GCA CAG GGA GTC AAA CTT CA
Tc CAA10-R TCA AAT TTA TCA CCC GTC GA

(ATT)15 Tc ATT14-F/6-FAM 56-FAM/TTA TGG ATG GGG TGG GTT TG
Tc ATT14-R AGC AAT AAT CGT ATT ACG GC

(TAC)15 Tc TAC15-F/6-FAM 56-FAM/GAA TTT CCC CAT TTC CAA GC
Tc TAC15-R CGA TGA GCA ACA ATC GCT TC

(TAT)20 Tc TAT20-F/6-FAM 56-FAM/GAT CCT TGA GCA GCC ACC AA
Tc TAT20-R CAA ATT CCC AAC GCA GCA GC

dos picos de fluorescencia en un mismo locus
para una de las cepas TclI (figura 1), como resul-
tado de la multiclonalidad de las mismas 32627,
obligo6 a que los resultados correspondientes a P
geniculatus/CO/PG98 y MHOM/CO/07/VS no se
tuvieran en cuenta para los anélisis de heteroci-
gocidad y equilibrio de ligamento.

Identificacion y caracterizacion de los
microsatélites

De los siete loci evaluados, TcAAT8 presento el
mayor nuimero de alelos ©, seguido por TcA-
AAT6, TcATT14 y TcTAT20 @, TcGAG10 y TcCAA10
(3 y 2 alelos respectivamente). El séptimo locus,
TcTACL5, solo presentd un alelo y, por consi-
guiente, se considerd6 monomorfo para la pobla-
cion de estudio @. De los alelos encontrados, 12
se reportaron por primera vez en este estudio
(tabla 3), mientras que los alelos restantes co-
rresponden a alelos ya obtenidos en trabajos an-
teriores @73, y TcGAG10 fue el Unico locus que no
presentd nuevos alelos. De igual forma, se debe
destacar que el alelo Unico de 93 pb en el locus
TcTACL5, fue uno de los nuevos reportados.

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA |

Los parametros calculados mostraron que, para
la poblacion de aislamientos domésticos, la
heterocigocidad observada fue de 0,2286 y la
esperada de 0,477, y para la poblacién de ais-
lamientos selvaticos, la heterocigocidad obser-
vada fue de 0,1643 y la esperada de 0,463. Los
parametros estadisticos calculados evidencian
que Unicamente el locus TcAAT8 presenta dife-
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Figura 1. Electroferograma obtenido para una cepa Tcll evaluada.
Se observan picos de fluorescencia correspondientes a cuatro alelos
(valor en pares de bases).
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Tabla 3. Tamafio de alelos obtenidos en pb para cada uno de los siete loci analizados en 12 cepas.* Alelos reportados por primera vez para los

siete loci.

TcAAAT6 TcAAT8 TcGAG10 TcCAALO TcATT14 TcTAC15 TcTAT20

MHOM/CO/03/CG | 251%/251 226+/226 144/144 125/125 250%/253 93+/93 181/181
MHOM/CO/04/MG | 251/251 226/229 144/144 122+/122 253/253 93/93 181/181
MHOM/CO/92/FcH | 255/255 226/229 NA 125/125 253/253 93/93 181/184
MDID/CO/00/Dm28 | 255/255 229/229 NA 125/125 253/253 93/93 184/184
MDID/CO/00/Dm38 | 255/255 NA 132/141 125/125 NA 93/93 181/184
MDID/CO/00/D12 | 255/255 235+/235 144/144 125/125 253/253 93/93 181/184
MCAN/CO/00/H10 | 251/251 232+/232 141/144 125/125 N.A 93/93 181/184
XXXX/CO/91/Gal6l | 255/255 NA 144/144 122/122 250/265 93/93 187%/193*
IRHO/CO/00/SN8 239%/247* 235/235 141/144 125/125 250/250 93/93 193/193
IRCOL/CO/00/Coy11 | 255/255 259/265* 144/144 NA 253/253 93/93 184/184
TDIM/CO/07/Td 251/251 229229 144/144 125/125 253/256 93/93 181/184
IRHO/CO/00/RpS13 | 251/251 232/232 144/144 125/125 250/250 93/93 187/187

NA: no amplificado por PCR

rencias significativas entre la heterocigocidad Discusion

observada y la esperada para ambas poblacio-
nes. De igual forma, se estableci6 un alto grado
de desequilibrio de ligamento entre los loci eva-
luados; cinco de ellos se encontraron asociados
en la poblacién de genotipos la-Ib y, cuatro, en
la poblacion conformada por las cepas pertene-
cientes al genotipo Id. Estos resultados fueron
significativos con p menor de 0,05.

Con base en el mapa fisico de los loci reporta-
do por Valadares, et al., ® y los resultados del
desequilibrio de ligamento, se pueden observar
cambios fisicos hipotéticos en el genoma de las
cepas Tcl colombianas (figura 2). Asimismo, en el
filograma por el método de vecinos cercanos (fi-
gura 3), es posible observar que los aislamientos
humanos son genéticamente distintos a los sel-
vaticos y aquellos que pertenecen a aislamientos
peridomésticos, lo que demuestra la presencia
de posibles genotipos relacionados con la infec-
cion humana y otros con el ambiente selvatico.

Infectio. 2011; 15(4): 227-234

La obtencion de multiples picos en la amplifi-
cacion de los dos aislamientos Tcll analizados
(figura 1), demuestra la constitucion multiclonal
de las cepas y permite establecer que hay po-
blaciones de T. cruzi con estructura multiclonal
circulando tanto en vectores como en humanos.
Este patrén de “multiclonalidad” ha sido corro-
borado en reservorios mamiferos, demostrando
que este mecanismo de infecciones esta relacio-
nado con un proceso de seleccion de diversifica-
ciénen T cruzi 9.

Se encontré que los aislamientos Tcll evaluados
provienen de Panstrongylus geniculatus y Homo
sapiens de una infeccion por via congénita, pues
concuerdan con reportes en la literatura cientifica
en la que se habla sobre la frecuencia de “multiclo-
nalidad” en insectos, animales silvestres y pacien-
tes agudos @, al igual que en tejidos placentarios
@7, mas aun, si se sabe que P, geniculatus es un vec-
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Figura 2. Mapa fisico propuesto de los microsatélites basado en el
mapa fisico reportado por Valadares Silva, et al., 2008. a) Domésticos.
b) Selvaticos.

tor silvestre asociado a la presencia de armadillos,
animales de los cuales es posible aislar diferentes
unidades discretas de tipificacion, como TcIl, TcIll y
TclV @23538_ En estos casos, la aneuploudia queda
parcialmente descartada puesto que se esta tra-
bajando con aislamientos puros que no son clona-
les; ademas, por tratarse de cepas caracterizadas
como TclI por diferentes marcadores moleculares,
se considera que las mismas pertenecen a un gru-
po ancestral del parasito @9, con pocas posibilida-
des de presentar hibridacion.

Por otro lado, se encontraron 24 alelos vy, de
éstos, 12 son reportados por primera vez; este
resultado era de esperarse, por ser ésta la pri-
mera ocasion en que un nimero de cepas Tcl se
enfrentan a un analisis por microsatélites en Co-
lombia. Estos resultados demuestran el caracter
hipervariable de los microsatélites como resulta-
do de los polimorfismos que presentaron seis de
los sietes loci; TCAAT8 coincide con reportes en
la literatura cientifica, al ser el locus con mayor
numero de alelos amplificados a partir de ADN
del parasito cultivado in vitro @7,

Se demostrd que los alelos se hallan ampliamente
distribuidos entre los siete loci y en ningun caso
presentaron agrupaciones que permitieran co-
rroborar los genotipos de Tcl previamente repor-
tados, basados en la regidn intergénica del gen
miniexdn y citocromo b @ 7. Sin embargo, los va-
lores de heterocigocidad observada muestran una
diferencia en el grado de heterocigocidad entre
los aislamientos domésticos y los silvestres, lo cual
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podria sugerir que existen genotipos emergentes
asociados a la adaptacion de ciertas poblaciones
de T cruzi a diferentes ciclos de transmision ©7.

Es importante mencionar que el arbol de dis-
tancias construido sefiala que las cepas aisladas
de humanos son bastante lejanas de aquellas
aisladas de los ciclos peridoméstico y selvatico.
En especial, la cepa MHOM/CO/CG presenta un
patrén completamente lejano al de otras cepas,
con caracteristicas intrinsecas de esta cepa, la
cual fue aislada de un paciente con VIH y coin-
feccion con Toxoplasma gondii, y que presentd
chagoma cerebral.

Por consiguiente, se puede inferir que, posible-
mente, las caracteristicas genéticas del parasito
estén relacionadas con las diversas formas cli-
nicas de la enfermedad de Chagas @), Esto se
ha corroborado en pacientes colombianos con
enfermedad de Chagas: aquellos que presentan
mayores alteraciones cardiacas estan infectados
con Tcl, lo que demuestra la importancia de los
linajes genéticos del parasito en la progresion
de la enfermedad ©9.

Sin embargo, el analisis mas detallado por cepa
muestra que el aislamiento IRHO/CO/00/SN8
presenta de forma Unica diferencias significati-
vas respecto a los otros aislamientos; este ais-
lamiento, considerado doméstico por obtenerse
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Figura 3. Arbol de distancias genéticas basada en el modelo de
Nelghbour-Joining utilizando
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de un Rhodnius prolixus domiciliado en la Sie-
rra Nevada de Santa Marta, en el departamento
del Magdalena, no presenta asociacion alguna
con los domésticos, los peridomésticos, ni con
los selvaticos. Ademas, su clasificacién como
aislamiento doméstico deberia reconsiderarse
o corroborarse, especialmente, porque se sabe
que las poblaciones silvestres y domésticas de
R. prolixus son poco diferenciables, ®® y es dificil
establecer relaciones entre los distintos grupos
del parasito y las especies silvestres de Rhodnius
spp. debido a la selecciéon de genotipos que se
favorecen al cultivar el parasito a partir de infec-
ciones mixtas, especificamente de Tcl y TcIV de
R. robustus R. brethesi 'y R. pictipes .

Es importante aclarar que el no obtener un locus
que permite diferenciar entre las poblaciones
domeésticas y silvestres de T cruzi no significa
que las mismas no sean significativamente dife-
rentes, sino que es posible que los microsatélites
evaluados sean mas informativos a nivel de uni-
dades discretas de tipificacion que de las pobla-
ciones pertenecientes a una misma unidad.
Finalmente, la mayoria de los loci correspondien-
tes a los microsatélites evaluados, presentaron un
alto grado de polimorfismo y desequilibrio de li-
gamento. Sin embargo, la presencia de loci no aso-
ciados se da Unicamente en el locus TcAATS, lo que
implica la existencia de rearreglos cromosémicos
en el parasito y fundamentan la existencia de la
variabilidad encontrada en las cepas “?. Estos po-
sibles rearreglos cromosémicos ayudan a susten-
tar los mapas fisicos hipotéticos (figura 2) creados
para la poblacién doméstica, peridoméstica y para
la poblacion selvatica.

Los alelos obtenidos mediante la evaluacion de
siete microsatélites y, especialmente, los repor-
tados por primera vez en este estudio, son una
clara muestra de la heterogeneidad presente
en Tcl y muestran la necesidad de encontrar un
marcador molecular que sea verdaderamente
capaz de establecer genotipos dentro del mis-
mo, ya que los microsatélites del estudio no
arrojaron resultados concretos. No obstante, los
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microsatélites demostraron ser una herramienta
util para el estudio de poblaciones, para deter-
minar la estructura de las mismas y para aportar
informacion genética del parasito.

Asimismo, los patrones de heterocigocidad ob-
servada y esperada permitieron demostrar un
grado de subdivision de poblacién entre los ais-
lamientos domésticos y los selvaticos, pero esta
premisa debe corroborarse con un mayor nime-
ro de aislamientos.

En el futuro, seria ideal repetir el estudio con un
mayor nimero de cepas cuyas poblaciones sean
clonales, para determinar los verdaderos alcan-
ces de los microsatélites, para establecer y co-
rroborar si verdaderamente Tcl puede dividirse
en genotipos y, finalmente, para determinar si
existen cambios genéticos en T. cruzi explicados
por las interacciones huésped-parasito o vector-
parésito y observar si realmente la variabilidad
genética del parasito tiene implicaciones rele-
vantes en las manifestaciones clinicas de la en-
fermedad de Chagas en Colombia.
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