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Resumen: Las enfermedades causadas por Trypanosoma spp son una de las causas de muerte en los paises tropicales,
siendo estos parasitos transmitidos principalmente por insectos chupadores de sangre. El género Trypanosoma se ha con-
vertido en un agente zoondtico que afecta a animales domésticos y silvestre, asi como a humanos tangencialmente. Ecua-
dor es un pais que se encuentra ubicado en una region con presencia de enfermedades tropicales y zoonéticas, no existen
suficientes datos que muestre un panorama mas completo de estas enfermedades. La falta de un “Gold Estandar” para
una identificacion de diferentes tripanosomas, ha sido un problema para la obtencién de datos, por eso se han desarro-
llado diferentes marcadores moleculares que son dirigidos hacia diferentes regiones del genoma de estos parasitos. Entre
estos marcadores se encuentran el espaciador trasncrito (ITS), proteina tipo catepsina L (CatL) y la subunidad pequefia
18SrRNA y en conjunto crear una matriz filogenética para la identificacion de Trypanosoma spp. Se uso el programa
MEGA 11 para el alineamiento de las secuencias obtenidas, se construy6 de cada marcador un arbol filogenético con el
método de Parsimonia Maxima. Como resultado se obtuvo de cada uno de los marcadores moleculares varios arboles
parsimoniosos, se escogid el que mas relacion presentaba y con un alto de boostrap, de esta manera pudiendo validar la
matriz creada para la diferenciacién filogenética de cada tripanosoma.

Palabras clave: Trypanosoma spp, marcadores moleculares ITS, catL, 18srRNA, Ecuador, Filogenetica

Abstract: Diseases caused by Trypanosoma spp are one of the causes of death in tropical countries, these parasites
being transmitted mainly by blood-sucking insects. The Trypanosoma genus has become a zoonotic agent that affects
domestic and wild animals, as well as humans tangentially. Ecuador is a country that is located in a region with the
presence of tropical and zoonotic diseases, there is not enough data to show a more complete picture of these diseases.
The lack of a "Gold Standard" for the identification of different trypanosomes has been a problem for obtaining data,
which is why different molecular markers have been developed that are directed towards different regions of the genome
of these parasites. Among these markers are the transcribed spacer (ITS), cathepsin L-like protein (CatL) and the small
subunit 18SrRNA and together create a phylogenetic matrix for the identification of Trypanosoma spp. The MEGA 11
program was used for the alignment of the obtained sequences, a phylogenetic tree was constructed from each marker
with the Maximum Parsimony method. As a result, several parsimonious trees were obtained from each of the molecular
markers, the one with the highest relationship and with a high bootstrap was chosen, thus being able to validate the
matrix created for the phylogenetic differentiation of each trypanosome

Keywords: Trypanosoma spp, ITS molecular markers, catL, 18strRNA, Ecuador, Phylogenetics
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1. Introduccion

Entre las enfermedades infecciosas desatendidas (EID) se encuentran aquellas transmitidas por vecto-
res (insectos), las cuales van a afectar principalmente a las poblaciones que no tienen acceso éptimo a los
servicios de salud y viven en dreas rurales (Schneider et al., 2011).

Las EID en la actualidad son las que persisten en las comunidades mas pobres del mundo, la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de 1000 millones de personas sufren alguna de
esas enfermedades o viven en zonas de alto riesgo (Organizacion Panamericana de la Salud, 2016).

Las EID como la enfermedad de Chagas, la fascioliasis, las helmintiasis, la lepra, la leishmaniasis, la
filariasis linfética, la oncocercosis, la peste, la rabia humana, la esquistosomiasis, la sifilis congénita, el té-
tanos neonatal y el tracoma forman un grupo de enfermedades que en la actualidad estan afectando a mas
mil millones personas, representando un 12% en el mundo en los paises tropicales y subtropicales
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2016; Varikuti et al., 2018).

En el presente trabajo, nos enfocamos en enfermedades causadas por Trypanosoma spp; los tripano-
somas son parasitos protozoarios que son transmitidos principalmente por insectos chupadores de sangre
(hematofagos), por vias transcutaneas y transmembrana, via oral, venérea, entre otras (Marc Desquesnes
et al., 2022; Truc et al., 2013).

El género Trypanosoma se encuentra distribuido a nivel mundial llegando a afectar a humanos, anima-
les 0 ambos, como agentes zoondticos. La tripanosomosis son un conjunto de enfermedades importantes
de los mamiferos domésticos y salvajes que llegan a afectar en Africa, América y Asia. Por otra parte, la
tripanosomiasis afecta a humanos en Africa y América Latina (Marc Desquesnes et al., 2022; Truc et al.,
2013).

Las especies causantes de la tripanosomosis son: T. avium afecta a las aves (Votypka et al., 2002). T.
carassi infecta principalmente a los peces (McAllister et al., 2019), T. congolense causante de la tripanosomia-
sis animal africana o nagana que infectan al ganado (Gibson et al., 2017). T. equiperdum causante de la du-
rina, una enfermedad contagiosa crénica o aguda en los caballos (Luciani et al., 2018). T. rotatorium se en-
cuentra presente en ranas (Desser et al., 1973; Hysek & Zizka, 1976), T. dionisii es un parasito presente en
casi todos los biomas y se encuentra en América, Europa y Asia que llega a infectar principalmente a los
murciélagos (Barros et al., 2020). T. suis se presenta en los cerdos salvajes causante de la surra en los ani-
males, no es patégeno para el humano (Rodrigues et al., 2020). T. theileri como parasito oportunista que
tiene como hospedadores a los rumiantes tanto domésticos y salvajes incluidos a los btfalos, ovejas, cabras
ciervos y antilopes (M. Desquesnes & Davila, 2002). T. grayi se encuentra en el torrente sanguineo de los
cocodrilos (Kelly et al., 2014) T. lainsoni es un tripanosoma que llega a afectar a los lagartos, serpientes,
roedores y marsupiales encontrado en la region amazodnica (Diaz et al., 2020). T. godfrey es un parasito que
infecta a los animales domésticos y salvajes fue descubierto por David Godfrey (Gibson, 1999). T. trinape-
rronei llega a afectar a bovinos y ciervos (Brotankova et al., 2022). T. lewisi se lo considera como un parasito
cosmopolita especifico que se encuentra en ratas (Calzolari et al., 2018; Li et al., 2020). T. terrestris es una
especie selvatica que fue descrita en el 2013 y se encuentra relacionada con tapires de tierras bajas (Pérez
et al., 2019). T. erney se encuentra en los murciélagos y esta restringido al continente Americano (Lima et

al., 2012). T. melophagium no es patdgeno, pero en ovejas posee una amplia distribucién (Nalbantoglu &
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Karaer, 2008). T. vivax responsable de la enfermedad conocida como sequera en animales domésticos y
silvestres (Jones & Alberto, 2001) . T. simiae causante de enfermedades en cerdos domésticos en Africa
(Zweygarth et al., 1993).

Los especies de Trypanosoma que producen la tripanosomiasis son: T. cruzi causante de la enfermedad
de Chagas (Miao & Ndao, 2014). T. rangeli infecta a humanos, aunque en paises latinoamericanos se le
considera no patdgeno (Guhl & Vallejo, 2003). Los tripanosomatidos que afectan a los animales y a hu-
manos son: T. brucei que se divide en dos subespecies T. brucie gambiense o T. b. rhodesiense, que afecta al ser
humano y el causante de la enfermedad en animales (Gabriela Romero-Meza, Monica R. Mugnier, 2016).
T. evansi se le asocia con el déficit de apolipoproteina L1 responsable de la surra en animales (Ereqat et al.,
2020).

La distribucién de estas enfermedades esta determinada por un conjunto de factores ecologicos, de-
mograficos, medioambientales y sociales, convirtiéndose asi en un problema de salud publica en paises en
vias de desarrollo en Asia, Africa, y en América (Infections & Management, 2014; World Health
Organization, 2014). Entre seis y ocho millones de personas que son infectadas en el mundo con Trypano-
soma, la principal concentracion se encuentra en América Latina, con un aproximado de 25 millones de
personas que viven en areas de alto riesgo, tan solo en el 2008 se reportaron 10.000 muertes relacionadas
con tripanosomas (Gestal et al., 2015).

La ausencia de un “Gold Standard” para la deteccion e identificacion de los diferentes tripanosomas,
ha causado una falta de apoyo en la obtencién de datos. Es por ello que se han desarrollado diferentes
marcadores moleculares para asi ser dirigidos hacia diferentes regiones de los genes en estos parasitos. Por
ello, es importante obtener un cddigo genético ideal para la utilizacién en el proceso de deteccion e identi-
ficacion de los tripanosomas el cual deberia poseer las siguientes caracteristicas: : una longitud éptima,
debe de ser conservadora, filogenéticamente, cebadores universales y debe de ser confiable (Hutchinson &
Stevens, 2018).

Para un diagndstico molecular de enfermedades causadas por tripanosomatidos, hoy en dia, existen
varios marcadores de ADN, los cuales nos ayudar a diferenciar la taxonomia y filogenia molecular de cada
una de las especies de acuerdo con las regiones que expresan. De esta forma, tenemos al espaciador trans-
crito (ITS), un fragmento del genoma no codante situado en el ADNr y que se intercala entre los genes
ARNFr. Las regiones ITS son indispensables en la produccion de moléculas de ARNr (Goertzen et al., 2003;
Tippery & Les, 2008). Proteina de tipo catepsina L (CatL) es una proteasa de cisteina la cual desempefia un
papel importante en el metabolismo, infectividad, diferenciacion celular, inmunidad y patogenicidad de
los tripanosomas (Cortez et al., 2009). La subunidad pequefa 185 rRNA, (ssTRNA) pertenece al ARN ribo-
somico, la “S” en el 18 S es representativa de las unidades Svedberg. Es un componente de la subunidad
pequefia ribosomal 40S de los ribosomas citoplasmaticos de las eucariotas (Meyer et al., 2010). Nuestra
hipdtesis subyacente es que las plataformas de secuencias para andlisis filogenéticos nos proporcionaran
un mecanismo de diagndstico de amplicones obtenidos en el laboratorio, provenientes de muestras de
campode Trypanosoma spp, asi como tambien informacién diferencial dependeiendo del grado de conser-
vacion y variabilidad de los tres marcadores.

El objetivo de este trabajo es mejorar y fortalecer las herramientas orientadas al diagnoéstico de las
infecciones por tripanosomas en el Ecuador, empleando plataformas de identificacion basada en andlisis
filogenéticos. De esta manera, se busca conseguir un mejor control a las infecciones provocadas por estos

parasitos y conseguir un impacto significativo en “One Health”, preservando la salud humana, animal y
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ambiental. Con base en esta premisa, el objetivo de este trabajo de investigacidn fue establecer una matriz
filogenética para la identificacion de Trypanosoma spp mediante el uso de marcadores de ADN 18S rRNA,
ITSy Cat L.

2. Materiales and Métodos

Construccion de banco de datos

Todas las secuencias se obtuvieron de los genomas parciales disponibles para los genes 185 rRNA, ITS
y Cat L de tripanosomas pertenecientes al grupo Salivaria (T. brucei, T. equiperdum, T. vivax, T. congolense, T.
avium, T. carassi, T. simiae, T. evansi, T. grayi) y los Stercolarias ( T. cruzi, T. trinaperronei, T. lainsoni , T. godfrey,
T. erney, T. dionisii, T. lewisi, T. megalophagium, T. rangeli, T. theileri), en GenBank por el servidor NCBI del

Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Se consideré en el mues-

treo de secuencias el tipo de hospedador, el marcador molecular que identifica y el pais de origen. La di-
versidad se secuencias y utilizaciéon de las mismas especies estuvo limitado por la disponibilidad de se-
cuencias para cada porcién de genoma. Los codigos de acceso e informacion de las especies/secuencias

utilizadas se muestran en Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3.

Alineamiento

Se utilizé el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11) (Tamura et al.,
2021) para el alineamiento posicional de las secuencias en la busqueda del mayor grado de homologia, con
parametros de alineamiento de GOP (gap opening penalty) de 30.0 y de GEP (gap extension penalty) de
15.0. De esta forma se construy6 una matriz de alineamiento para cada porcidon del genoma (18S, ITS y
CatL) de manera de obtener una plataforma filogenética de diagnoéstico, las cuales fueron validades con
secuencias obtenidas de amplicones por PCR realizadas en el laboratorio Contencion UISEK, provenientes
de muestras de bovinos de Limoncocha, Sucumbios, y equino de Gonzalo Diaz de Pineda, Napo; ambos en

Ecuador.

Analisis filogenéticos

Se utilizaron secuencias de Leishmania chagasi como grupo de referencia o outgroup para enraizar los
arboles y obtener la transformacion y optimizacién de caracteres.

Se construyeron arboles filogenéticos con el método o algoritmo de optimizacién y busqueda de arbo-
les por Parsimonia Maxima (MP) para la construccién de soluciones éptimas mediante arboles de Wagner
y un barrido de ramas con TBR (Tree Bisection and Reconnection) para la biisqueda de islas de arboles mas
parsimoniosos, utilizando 500 pseudoréplicas por el método de remuestreo de matriz Bootstrap (Felsestein
1995) para determinar el nivel de confianza y apoyo de clados o grupos mediante protocolo realizado pre-

viamente (Carrillo et al 2021, Cisneros 2022)

3. Resultados.

Andlisis del gen 18S rRNA

Este analisis involucro 38 secuencias de nucledtidos con una matriz final de 295 pb. Se obtuvo un arbol
filogenético de secuencias del género Trypanosoma. Se muestra en la Figura 1, el arbol N°1 de los siete ar-
boles mas parsimoniosos con una longitud de L=387, un indice de consistencia IC=0,91, indice de retencion

de IR=0,98, y el indice compuesto de 0,90, lo que indica alta homologia entre las secuencias (91-98%).
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En la base de la topologia del arbol de Trypanosoma spp se ubican como grupo externo a la Leishmaniasis
chagasi 'y Trypanosoma como grupo interno demostrando monofilia. En el clado de tripanosomas se ubican
como grupos monofiléticos con alto valor de bootstrap (%), a T cruzi (97%) + T rangeli como grupo basal; en
forma dicotémica al clado del Complejo Theileri (87%), compuesto de dos subclados, Thl (96%) y en este
clado las tres secuencias problema obtenidas de bovinos de Limoncocha (C1LM7, C1ILM9, C2LM9), incllu-
yendo T melophagium, todos de bovinos y Th2 (93%) con T theileri de Brasil y Venezuela en su mayoria de
bufalos.

El clado mas interno derivado con 100% de bootstrap estd comprendido por tres subclados; un sub-
clado de equiperdum + brucei + evansi; el subclado T vivax, ambos sublados apoyados también por 100% de
bootstrap, y el subclado mas interno (100%) con carassi + avium + congolense + trinaperronei.

MN752212 1 Trypanosoma trinaperronei
U22318 1 Trypanosoma congolense
“ KP307025.1 Trypanosoma congolense

18SrRNA 100 KJ415280.1 Trypanosoma avium
I: AJ271903.1 Trypanosoma carassii
9 AJ2T1907.1 Trypanosoma carassi
100 0 ’7 MH184518.1 Trypanosoma vivax
AY363165.1 Trypanosoma vivax
o E MH184517 1 Trypanosoma vivax
0 MH184516.1 Trypanosoma vivax

MG919963.1 Trypanosoma evansi

Trypanosoma spp

AB301938.1 Trypanosoma brucei gambiense

KX007997 1 Trypanosoma brucei rhodesiense

AB301940.1 Trypanosoma evansi

AB301939.1 Trypanosoma brucei rhodesiense

KY609968.1 Trypanosoma equiperdum 6‘
KF805973.1 Trypanosoma theilen

HQE64903 Trypanosoma theileri Buffalo Venezuela
AYTT3679 Trypanosoma theileri Cattle Brazil
KF765801.1 Trypanosoma theilen

HQEE64902 Trypanosoma theileri Buffalo Venezuela
HQE64904 Trypanosoma theilen Buffalo Venezuela
AYT73681 Trypanosoma theileri Cattle Brazil
KF765802 1 Trypanosoma theileri

KJ195883.1 Trypanosoma theileri (‘
AJD09164 Trypanosoma theileri

18SCILMT

185C2LMO

OM256700.1 Trypanosoma melophagium
HQEE4906 Trypanosoma theilen Cattle Brazil
HQ664908 Trypanosoma theileri

18SC1LMY

% HQE64912 1 Trypanosoma melophagium
HQBE4907 Trypanosoma theileri <= <
KY&49114.1 Trypanosoma rangeli

IITHLL

[d3713IHL 'L

IHLL

= KX007998.1 Trypanosoma cruzi
97 KX227594.1 Trypanosoma cruzi
KT240047.1 Leishmania chagasi ] outgroup

Figura 1. Arbol filogenético resultante por Méxima Parsimonia para Trypanosoma spp en conjunto con el marcador
molecular 18S rRNA.

Table 1. Secuencias de Trypanosoma spp que se usaron para generar el alineamiento para 18SRNA.

Especie Codigo de acceso Genbank Pais Hospedador
Leishmania chagasi KT240047 Brazil Canis familiaris
Trypanosoma melophagium HQ664912.1 Croatia Melophagus ovinus
Trypanosoma melophagium OM256700.1 Czechl Melophagus ovinus
Republic
Trypanosoma theileri HQ664906.1 Brazil Cattle
Trypanosoma theileri HQ664907.1 Brazil Cattle
Trypanosoma theileri HQ664908.1 Brazil Cattle

Trypanosoma theileri KJ195883.1 N/R Bos taurus
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Trypanosoma theileri AY773681.1 Brazil Cattle
. San .
Trypanosoma vivax MH184518.1 . Bovine
Antonio
Trypanosoma avium KJ415280.1 Spain Cyanistes caeruleus
Trypanosoma brucei gambiense AB301938.1 Japan Cervus
Trypanosoma brucei rhodesiense KX007997.1 N/R Homo sapiens
Trypanosoma brucei
) AB301939.1 Japan N/R
rhodesiense gene
Trypanosoma carassii AJ271903.1 N/R N/R
Trypanosoma carassii AJ271907.1 N/R N/R
Central . .
. Glossina fuscipes
Trypanosoma congolense KP307025.1 African .
. fuscipes
Republic
Trypanosoma congolense U22318.1 N/R N/R
Trypanosoma cruzi KX007998.1 N/R Homo sapiens
. Nycticeius hu-
Trypanosoma cruzi KX2275%94.1 USA .
meralis
Trypanosoma equiperdum KY609968.1 N/R N/R
Trypanosoma evansi AB301940.1 Japan N/R
. . Canis lupus famil-
Trypanosoma evansi MG919963.1 Brazil o
iaris
Trypanosoma rangeli KY649114.1 N/R N/R
) Bison bonasus
Trypanosoma theiler KF765802.1 N/R
bonasus
Trypanosoma theileri AY773679.1 Brazil Cattle
Trypanosoma theileri HQ664902.1 Venezuela Buffalo
Trypanosoma theileri HQ664904.1 Venezuela Buffalo
o Bison bonasus
Trypanosoma theileri KF765801.1 N/R
bonasus
Trypanosoma theileri KF805973.1 N/R Cervus elaphus
Trypanosoma theileri AJ009164.1 N/R Cattle
Trypanosoma theileri HQ664903.1 Venezuela Buffalo
. ) Odocoileus virgini-
Trypanosoma trinaperronei MN752212 Venezuela
anus
Trypanosoma vivax AY363165.1 Brazil Pocone
Trypanosoma vivax MH184516.1 N/R Bovine
Trypanosoma vivax MH184517.1 Brazil bovine
Limoncocha, Sucubios,
185C1LM9 No enviado a NCBI bovine
Ecuador
Limoncocha, Sucubios,
185C1LM7 No enviado a NCBI bovine
Ecuador
. Limoncocha, Sucubios, )
185C12M9 No enviado a NCBI bovine

Ecuador

* 18SC1LMOY; 18SC1LM7; 18SC12M9 Fueron consideradas como secuencias problema a identificar en el analisis.

Analisis de Catepsina L

Este analisis involucré 30 secuencias de nucledtidos basado en secuencias de la proteina tipo Catepsina
L con una matriz final de 165 pb. Se muestra el arbol N°1 de los 7 arboles mas parsimoniosos con una
longitud L=491, un indice de consistencia de IC= 0,59, indice de retencion IR= 0,85, y el indice compuesto

de 0,50.
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Como se puede observar en la Figura 2, en la base del arbol filogenético de Trypanosoma spp se ubican
como grupo externo a la Leishmaniasis chagasi apoyando la monofilia de Trypanosoma.

El clado Trypanosma se divide en dos subclados con 100 y 87% de apoyo. El primer subclado muestra
a T cruzi (100%) como mas basal (similar a 185). Internamente este subclado muestra grupos bien apoyados
como godfreyi + simiae (96%), congolense (100%) y vivax (68%), mientras que brucei, y el grupo lainsoni + lewisi
con menos apoyo (menor al 50%), sugiriendo que su posicion especifica podria variar en este clado.

El segundo subclado esta compuesto por secuencias del Complejo Theileri, mostrando dos grupos;
Th1 con secuencias de las especies melophagium y trinaperronei, y en ubicacién externa la muestra CatC1LM9
de Limoncocha; y otro grupo mas interno con Th2 de T theileri de genbank y las secuencias de Limoncocha
CatC1LM12, CatC2LLM12 como mas basales.

En este clado se presenta una secuencia de un posible T vivax PVM178CatTv que se ubica externa y
basalmente a este clado de forma parafilética con secuencias de T vivax, lo cual serd verificado a posteriori.

La identificacion de clados se basa en Brotankova et al., 2022. Analisis posteriores evaluaran con un
mayor numero de secuencias la concordancia de esta u otras clasificaciones previas.

PVM178CatLTv

CatLC2LM12

CatLC1LM12

HQ543075.1 Trypanosoma theileri
HQ543074.1 Trypanosoma theileri
HQ543073.1 Trypanosoma theileri

64 2 HQ543072.1 Trypanosoma theileri
HQ543071.1 Trypanosoma theileri
Bl HQ543070.1 Trypanosoma theileri
CatLC1LM9 -
MN747155.1 Trypanosoma trinaperronei

Trypanosoma spp
CatL

87 ]

ﬁ#

\

143713HL "L

100

IHLL

97 MN747154.1 Trypanosoma trinaperronei

|

% 3 MN756797.1 Trypanosoma melophagium
MN756796.1 Trypanosoma melophagium
100 MF433032.1 Trypanosoma lewisi €
3 —: MF433031.1 Trypanosoma lewisi
MF433033.1 Trypanosoma lainsoni
88— MT673783.1 Trypanosoma vivax
= L MT673777.1 Trypanosoma vivax
MT673782.1 Trypanosoma congolense
e k] MT673781.1 Trypanosoma congolense
» MT673780.1 Trypanosoma congolense
= 5 MT673773.1 Trypanosoma congolense
100 _95{: MT673778.1 Trypanosoma simiae
MT673770.1 Trypanosoma simiae
o = MT673757 1 Trypanosoma godfreyi
MT673765.1 Trypanosoma brucei
— MK005291.1 Trypanosoma cruzi
100 L—— MK005290.1 Trypanosoma cruzi

MH427836.1 Leishmania chagasi ] outgroup

Figura 2. Arbol filogenético resultante por Mdxima Parsimonia para Trypanosoma spp en conjunto con el marcador
molecular CatL

Table 2. Secuencias de Trypanosoma spp utilizadas para generar el alineamiento para la proteina tipo CatL

Especie Codigo de acceso Genbank Pais Hospedador

Leishmania chagasi MH427836.1 Brazil Homo sapiens
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Trypanosoma brucei MT673765.1 Zambia Bos taurus
. Glossina morsi-
Trypanosoma congolense MT673782.1 Zambia .
tans centralis
. Glossina morsi-
Trypanosoma congolense MT673781.1 Zambia .
tans centralis
. Glossina morsi-
Trypanosoma congolense MT673780.1 Zambia .
tans centralis
. Glossina morsi-
Trypanosoma congolense MT673773.1 Zambia .
tans centralis
. Rattus norve-
Trypanosoma cruzi MKO005291.1 Venezuela .
gicus
) Xenopsylla
Trypanosoma cruzi MK005290.1 Venezuela :
cheopis
. . Glossina morsi-
Trypanosoma godfreyi MT673757.1 Zambia .
tans centralis
) ) . Orizomys rus-
Trypanosoma lainsoni MF433033.1 Brazil
satus
.. . Gerbilliscus
Trypanosoma lewisi MF433032.1 Mozambique
leucogaster
L . Gerbilliscus
Trypanosoma lewisi MF433031.1 Mozambique
leucogaster
. . Melophagus
Trypanosoma melophagium MN756797.1 Croatia .
ovinus
. . Melophagus
Trypanosoma melophagium MN756796.1 Croatia )
ovinus
L . Glossina morsi-
Trypanosoma simiae MTe673778.1 Zambia .
tans centralis
o . Glossina morsi-
Trypanosoma simiae MT673770.1 Zambia .
tans centralis
Trypanosoma theileri HQ543075.1 Thailandia Cattle
Trypanosoma theileri HQ543074.1 Thailandia Cattle
Trypanosoma theileri HQ543073.1 Thailandia Cattle
Trypanosoma theileri HQ543072.1 Thailandia Cattle
Trypanosoma theileri HQ543071.1 Thailandia Cattle
Trypanosoma theileri HQ543070.1 Thailandia Cattle
. . Lipoptena maza-
Trypanosoma trinaperronei MN747155.1 Venezuela
mae
Trypanosoma trinaperronei MN747154.1 Venezuela L. mazamae
. . Glossina morsi-
Trypanosoma vivax MT673783.1 Zambia .
tans centralis
. . G. morsitans
Trypanosoma vivax MT673777.1 Zambia .
centralis
) Limoncocha, .
CatLC2LM12 No enviado a NCBI bovino
Ecuador
. Limoncocha, )
CatLC1LM12 No enviado a NCBI bovino
Ecuador
) Limoncocha, .
CatLC1LM9 No enviado a NCBI bovino
Ecuador
) PV Maldonado, .
PVM178CatLtv No enviado a NCBI canino

Ecuador
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* PVM178CatLtv; CatLC1LM9; CatLC1LM12; CatLC2LM12 Fueron consideradas como secuencias problema a identificar en
el analisis.

Andlsiis de ITS ADNr

Este analisis involucrod 46 secuencias de nucledtidos basado en secuencias del marcador ribosomal ITS
con una matriz final de 149 pb. Se muestra el arbol N°1 de los 2 arboles mas parsimoniosos con una longitud
de L=847, un indice de consistencia de IC=0,44, el indice de retencion de IR=0,81 y el indice compuesto de
IC=0,36.

La Figura 2, muestra la base del arbol filogenético de Trypanosoma spp como grupo externo a la Leish-
maniasis chagasi mostrando la monofilia de Trypanosoma.

La topoologia de ITS muestra un bajo apoyo basal de los clados (bootstrap menores a 50%), sugiriendo
mayor variabilidaddel marcador y menos capacidad de identificacion de clados. Sin embargo se observa
un apoyo interno de los clados congolense + rangeli y evansi + brucei. Igualmente sucede para los subclados
internos de simiae (97%) y wvivax (100%) incluyendo en éste ultimo la muestra de laboratorio
ANM283C2ITSTv proveniente de un equino de Gonzalo Diaz de Pineda en Napo, Ecuador.

El clado mas interno de la topologia muestra al Complejo Theileri con secuencias de Th3 basal y Th2
y Thl mas internas. La secuencia LM9y12C1ITSTh proveniente de bovino de Limoncocha se ubico en el
grupo de Th2 con un 99% de bootstrap.
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AYTT3713.1 Trypanosoma thefer T
AY7737121 Trypanosoma theier =

AY773711.1 Trypanosoma thelleri
2 HQBE4852 1 Trypanosoma melophagium
'_1_(: HQB64851 1 Trypanosoma melophagium
HQ864850.1
MKB56902.1 T gray,
0K422225 1 Trypanosoma vivi —
0K422224 1 Trypanosoma vivax <
MWB89627.1 Trypanosoma wvax || —
MWB89626.1 Trypanosoma viv
OKB87676.1 Trypanosoma vivax
OK687678 1 Trypanosoma vivax
OK687677 1 Trypanosoma vivax

ANM28IC2ATSTv EQUINO
MZ147884 1 T godfrey

100 OK422223 1 Trypanosoma simiae
—_ OM42765.1 Trypanosoma simiae
= w 0K422222 1 Trypanosoma simiae
OM937961.1 Trypanosoma simiae

_w(:g OK422221 1 Trypanosoma simiae

97 OM842763 1 Trypanosoma simiae

100 MK943732 1 Trypanosoma terrestris
» [_: MK943731.1 Trypanosoma terrestris

)

143713HL 'L

£
]
g
2
3
g
§
3

I HLL

g

XVAIA 'L

IAL

Al
I_C JNO40980.1 Trypanosoma dionisi 10 =KL Toganosoma wa? 6
w JN040979 1 Trypanosoma dionisi —
100 —— JNO40977 1 Trypanosoma emeyi ] L2208 {Tpamasema e _1
L—— 0409761 Trypanosoma emeyi ' ' = '
MF142358.1 Tr [I.W“rmwmwm <
- MF142357.1 T IVEERE25 1 Toaosomavi = Africa
MF142356.1 T -
5 MF142355.1 Trypanosoma evansi HEUT  Topausana e <
! Ty .
e an | PAR B
0 AY491771.1 Trypanosoma ranges SOKGTEM | Trypanasoma hax = X
L svanmos Trypanosoma rangeé América
» MW136050.1 Trypanosoma congolense e 7

MW136049.1 Trypanosoma congolense
3 MH796910.1 Trypanosoma congolense
MH796909 .1 Ti congolense
KT751269.1 Leishmania chagasi ] eutgroup

(a) (b)

Figura 3. (a) Arbol filogenético resultante por Parsimonia Maxima para Trypanosoma spp en conjunto con el marca-
dor molecular ITS; (b) subclado a nivel geografico
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Table 3. Secuencias de Trypanosoma spp que se usaron para generar el alineamiento para el gen ITS

ESPECIE Cédigo de acceso GenBank Pais Hospedador
Leishmania chagasi KT751269.1 Yemen Homo sapien
) ) Odocoileus virgi-
Trypanosoma trinaperronei MN752209.1 Venezuela .
nianus
) ) Odocoileus virgi-
Trypanosoma trinaperronei MN752208.1 Venezuela .
nianus
Trypanosoma terrestris MK943732.1 Brazil Tapirus terrestris
Trypanosoma terrestris MK943731.1 Brazil Tapirus terrestris
Trypanosoma dionisii JN040980.1 Brazil Promops sp.
L . Molossus molos-
Trypanosoma dionisii JN040979.1 Brazil
sus
Trypanosoma erneyi JN040977.1 Mozambique Mops condylurus
Trypanosoma erneyi JN040976.1 Mozambique Mops condylurus
Trypanosoma theileri AY773713.1 Brazil Cattle
Trypanosoma theileri AY773712.1 Brazil Cattle
Trypanosoma theileri AY773711.1 Brazil Cattle
Trypanosoma theileri AY773710.1 Brazil Cattle
Trypanosoma grayi MK656902.1 Cameroon Cattle
Trypanosoma evansi MF142358.1 Colombia Cattle
Trypanosoma evansi MF142357.1 Colombia Cattle
Trypanosoma evansi MF142356.1 Colombia Cattle
Trypanosoma evansi MF142355.1 Colombia Tabanus sp
Trypanosoma rangeli AY491771.1 N/R Saimiri
Trypanosoma rangeli AY491770.1 N/R N/R
) Glossina morsitans
Trypanosoma vivax OK422225.1 Rwanda )
centralis
Trypanosoma vivax OK422224.1 Rwanda Glossina pallidipes
o G morsitans cen-
Trypanosoma simiae OK422223.1 Rwanda .
tralis
o G morsitans cen-
Trypanosoma simiae OK422222.1 Rwanda .
tralis
Trypanosoma simiae OK422221.1 Rwanda Glossina pallidipes
. G morsitans cen-
Trypanosoma evansi OK422218.1 Rwanda .
tralis
Trypanosoma vivax MW689627.1 Kenya Glossina pallidipe
Trypanosoma vivax MW689626.1 Kenya Glossina pallidipes
G morsitans sub-
Trypanosoma congolense MG255218.1 Cameroon .
morsitans
Trypanosoma melophagium HQ664852.1 Croatia Melophagus ovinus
Trypanosoma melophagium HQ664851.1 Croatia Melophagus ovinus
Trypanosoma melophagium HQ664850.1 Croatia Melophagus ovinus
Trypanosoma simiae OM942763.1 Kenya Glossina pallidipes
Trypanosoma simiae OM942765.1 Kenya Glossina pallidipes
Trypanosoma simiae OM937961.1 Kenya Glossina pallidipes
Trypanosoma brucei OM914939.1 Kenya Glossina pallidipes
Trypanosoma vivax OK687676.1 Nigeria Cattle
Trypanosoma vivax OK687677.1 Nigeria Cattle

Trypanosoma vivax OK687678.1 Nigeria Cattle




Taxonomia filognética y molecular de Trypanosoma spp 2022, Camacho et al. 11 of 19

Trypanosoma godfreyi MZ147884.1 Chad Tsetse
Trypanosoma congolense MW136050.1 N/R N/R
Trypanosoma congolense MW136049.1 N/R N/R

. Hippobosca ca-
Trypanosoma melophagium MK880190.1 Kenya .
melina
Trypanosoma congolense MH796909.1 N/R N/R
Trypanosoma congolense MH796910.1 N/R N/R

Limoncocha, Ecua-
LM9y12C1ITSTh No enviado a NCBI d bovine
or

ANM283C2ITSTv No enviado a NCBI Napo, Ecuador equine

* ANM283C2ITSTv y LM9y12C1ITSTh Fueron consideradas como secuencias problema a identificar en el andlisis.

4. Discusion y conclusiones

Las tres topologias correspondientes a los marcadores moleculares analizados muestran una marcada
estructura filogenética, con Leishmania como grupo externo y mostrando las especies de Trypanosoma
como grupo interno monofilético. La estructura de clados es concordante con la clasificacion conocida del
género, lo que demuestra que son plataformas filogenéticas consistentes y para el uso de diagndstico con
con informacién mas apoyada estadisticamente para 18S y CatL, ambos marcadores muestran ser mas
conservados. ITS sugiere ser mas variable por la topologia interna distinta y por tener un bajo apoyo de
bootstrap en las ramas basales.

T cruzi se muestra como la especie mas basal en 18S y CatL, mientras que se observa en las tres topologia
un clado concordante con el Complejo Theileri, con secuencias de theileri, melophagium y trinaperronei  si-
milar a los reportado por Brotankova et al., 2022. Esta clasificacion de Thl, Th2 y Th3 debera ser corrobo-
rada posteriormente con los trabajos de Garcia et al 2011 con CatL y Rodrigues et al 2005 con ITS.

Las muestras obtenidas en laboratorio de amplicones de Trypanosoma para los tres marcadores, validaron
la plataforma filogenética al ubicarse en las topologia con T theileri y T vivax, demostrando y comprobando
su utilidad para el diagnostico de diferentes especies, para lo cual se sugiere incrementar la diversidad en
lo posible con mas secuencias depositadas en genbank.

Adicionalmente, estos resultados abren las puertas para un estudio detallado de la presencia de especies
de trypanosomas en Ecuador bajo esta metodologia y un analisis del estatus taxondémico del Complejo
Theileri.
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