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RESUMEN 

 
Se reportan cambios en los perfiles de esquizodemos de Trypanosoma cruzi después del tratamiento 
con Bromuro de Etidio (BrEt). En este trabajo nos propusimos determinar si el tratamiento con BrEt 
produce modificaciones estables en el kADN de Trypanosoma cruzi. El BrEt causó daños perceptibles en 
el kinetoplasto (diskinetoplastia) de tripomastigotas metacíclicos de cinco aislados diferentes (dos clones 
y tres cepas) de T. cruzi después del primer, segundo y tercer tratamiento con dicho mutágeno. 
Partiendo de metacíclicos diskinetoplásticos de los cinco aislados estudiados, el medio axénico 
seleccionó parásitos con kinetoplasto normal; cuatro de ellos mostraron esquizodemos idénticos al 
aislado parental  y uno   mostró cambios en la región de los minicírculos.  Se obtuvieron clones  y sub-
clones de una cepa parental usada como control de heterogeneidad genética y de un  clon derivado de 
ella (control de homogeneidad), mantenido por cuatro años en cultivo antes y después del tercer 
tratamiento con BrEt. El análisis de esquizodemos mostró diferencias entre clones de la cepa parental, 
ninguna diferencia entre sub-clones del clon derivado de la cepa parental y nuevamente aparecen 
cambios en algunos clones obtenidos después del tratamiento con BrEt. El análisis de esquizodemos de 
los parásitos clonados demostró que el BrEt inserta mutaciones estables en los minicírculos, las cuales 
se mantienen silentes en la población. También se demostró una alta tasa de cambio del kADN e 
inducción de heterogeneidad genética a escala de laboratorio.  
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ABSTRACT 

 
Trypanosoma cruzi kinetoplast DNA (kDNA) genetic heterogeneity induced by ethidium bromide 
treatment. 
 
Changes in the schizodeme profiles of Trypanosoma cruzi after treatment with Ethidium Bromide (EthBr) 
are reported. In this work, our proposal was to determinate if the treatment of T. cruzi with EthBr put in 
stable modifications in the kDNA. EthBr caused perceptible damage in the kinetoplast (diskinetoplasty) of 
metacyclic trypomastigotes of five different isolates (two clones and three strains) of T. cruzi after first, 
second and third treatment. In the five cultures starting of metacyclic diskinetoplastic, the axenic culture 
choosed parasites with normal kinetoplast; four showed shizodemes identical to  the parental isolated and 
one showed changes in the minicircles region. A parental strain used as a genetic heterogeneity control, 
and its derived-clone (genetic homogeneity control) maintained for 4 years in culture before and after of 
the third treatment with EthBr was cloned and sub-cloned. Schizodeme analyses showed, as expected, 
differences among clones of the parental strain, no differences among sub-clones from derived-clone and 
newly appear changes in any clones obtained after of the treatment with EtBr. Schizodeme analysis of 
cloned parasites evidenced that EthBr inserted stables mutations in the minicircles which were 
maintained silent into population. A high change rate of T. cruzi kDNA and genetic heterogeneity 
induction to scale of laboratory also was demonstrated.  
 
Key Words: Trypanosoma cruzi, kDNA, schizodemes.   

 
INTRODUCCION 

 
Trypanosoma cruzi ,  agente causal de la Enfermedad de Chagas, es un 
Trypanosomatidae  perteneciente al Orden Kinetoplast ida ,  caracterizado por 
presentar el ADN mitocondrial ubicado en el  kinetoplasto.  Durante  el  ciclo 
vital de los parásitos de la Familia Trypanosomatidae  ocurren transformaciones 
morfológicas en una sucesión sincrónica con cambios de aspecto, tamaño y 
ubicación del kinetoplasto (1).  La organela cumple un doble papel:  uno 
funcional,  como mitocondria para garantizar la sobrevivencia de los estadios 
dependientes  de fosfori lación oxidativa, y otro como reservorio de  
heterogeneidad poblacional del genoma extra-nuclear. Varios de los rasgos 
inusuales de los tripanosomatídeos (trans-splicing, edición de los ARN  
mitocondriales y escasez de intrones), son comunes en los kinetoplast idios 
desde antes de la adopción del parasit ismo.  
 
El ADN del kinetoplasto (kADN) representa más del 20% del ADN total celular y 
consta de dos t ipos de moléculas de ADN circulares y concatenadas, algunos 
maxicírculos y mi les de minicírculos. Los maxicírculos t ienen genes típicamente 
mitocondriales, muchos de los cuales se  traducen sólo después de editarlos. 
Los minicírculos codif ican  los ARN guías involucrados en los procesos de 
maduración de los ARNm ó ARN mitocondriales (edición de ARN).  Se ha 
demostrado que la heterogeneidad de los mini -c írculos es producto de 
recombinaciones entre ellos (2) y que esto contribuye en la síntesis de ARN 
guías (ARNg) que part icipan en los procesos de edición de ARNm 
mitocondriales (3).  
 
Los diferentes aislados de Trypanosoma cruzi se caracterizan por presentar 
cambios en el número y secuencia de los mini-c írculos que conforman su kADN 
(4, 5).   Esta variabil idad en la región de mini -círculos ha sido ut i l izada como 
marcador molecular para la t ip if icación y comparación entre diferentes aislados 
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de tripanosomatídeos (6). La caracterización genotípica de los 
tripanosomatídeos se hace comparando los f ragmentos de la digest ión del 
kADN con endonucleasas de restricción, usando la técnica de esquizodemos 
(7).  
 
Para f ines comparativos, el análisis del kADN por esquizodemos t iene las 
ventajas siguientes:  (a) los genes mitocondriales son pequeños en tamaño y 
complejidad, lo que facil i ta el análisis  con endonucleasas de restricción y su  
secuenciamiento; (b) las secuencias de ADN mitocondrial cambian mucho más 
rápidamente que los genes nucleares (8), de ahí que sean más út i les para  
comparar organismos con divergencias recientes; (c) el genoma de la organela 
muestra más polimorf ismo dentro de una especie, revelando detalles de la 
estructura poblacional que no son obtenibles por otros métodos; (d) el kADN es 
resistente a la manipulación (9). Una de las aplicaciones más comunes de la 
técnica de esquizodemos es la caracterización de aislados de regiones 
geográf icas (6, 10, 11, 12). También se ha ut i l izado con éxito para discriminar 
entre especies relacionadas de tripanosomatideos como T. cruzi  y T. rangeli  
(13) y varias especies de Leishmania  (14, 15).  
 
Recientemente se ha extendido el uso de otras técnicas para detectar la 
heterogeneidad genética de los tripanosomatídeos,  como la amplif icación 
mediante PCR de regiones de ADN que actúan como marcadores genéticos. 
Entre esos marcadores se cuenta la secuencia de 300-350 pb situada en el 
espaciador intergénico del gen de la secuencia líder o miniexón del ADN 
nuclear de T. cruzi (16) y una secuencia de 110-125 pb del rARN 24Sα (17) .  
Sin embargo, estas técnicas  de amplif icación sólo permiten la clasif icación del 
parásito en dos grupos o l inajes: T. cruzi- I y T. cruzi - I I (16, 17, 18).  
 
Posteriormente se pudo establecer una mayor diversif icación del parásito, 
empleando estas mismas secuencias mediante la técnica PCR mult ip lex 
permit iendo su clasif icación como T. cruzi- I,  T. cruzi - II,  T. cruzi  Z3 o T .  rangeli  
(19). También, mediante la ut i l ización de f ragmentos de restricción polimórf icos 
se logró la ampliación de T. cruzi -I I  en cinco subgrupos denominados IIa, I Ib,  
I Ic, I Id y I Ie (20). Sin embargo, la mayor detección de variabil idad genética en 
T. cruzi  ha sido obtenida mediante la amplif icación de la región de minicírculos 
del kADN (21, 22), reaf irmando la validez de la técnica de esquizodemos para 
detectar subpoblaciones de parásitos asociadas a ciertos factores como 
aislamiento de cepas a part ir de un hospedador, condiciones de mantenimiento 
en el laboratorio y patogenicidad entre otros.  
 
La inducción de diskinetoplast ia ut i l izando mutágenos químicos, conduce a la 
pérdida total de la organización del kinetoplasto y se evidencia como la 
ausencia de esa organela por microscopía óptica. El Bromuro de Etidio (BrEt) 
actúa como un agente intercalante del ADN del parásito, inhibe la DNA 
polimerasa mitocondrial y bloquea la duplicación del kinetoplasto. Bajas 
concentraciones de BrEt producen inhibición select iva de la topoisomerasa t ipo 
I I del kADN (23), p rovocando alteraciones en la cantidad e incluso desaparición 
del ADN del kinetoplasto con presencia de estructuras mitocondriales sin  
contenido interno que no son detectables a nivel citológico.  
 



Salus online                                   Vol. 12- Sup. 1 Trypanosoma cruzi: heterogeneidad genética     p. 

 

152 

En este trabajo aportamos evidencias indicando que la mutagénesis química de 
Trypanosoma cruzi  con BrEt contribuye a enriquecer la heterogeneidad 
genética del parásito, generando organismos  con esquizodemos modif icados.  
 

MATERIALES Y METODOS 
 
Parásitos y condiciones de mantenimiento :  la cepa EP se aisló de un caso 
humano en 1967 y se mantuvo 9 años por pases sucesivos cada 2 semanas en 
ratones albinos (condición vertebrado). A part ir de 1977,  se identif icó como 
EPm  y se ha mantenido en Rhodnius prolixus  con pases eventuales en ratón 
(condición triatomino). Para el momento de iniciar los ensayos de mutagénesis, 
la cepa EPm tenía 17 años en la condición triatomino. La cepa EPv representa 
un aislado de la línea madre mantenido en cult ivo por “repiques” semanales 
desde 1985 (condición cult ivo), y tenía 9 años mantenida en esa condición para 
el momento de iniciar los ensayos de mutagénesis. El clon EPm6 se obtuvo en 
1991 de formas de cult ivo de la cepa EPm,  por di lución l ímite, plaqueo en agar 
blando y selección de una colonia (24). Este clon se mantuvo en la condición 
triatomino por 3 años antes de iniciar los ensayos de mutagénesis.  El aislado 
dK111 se obtuvo del clon EPm6 en 1995 después del tercer tratamiento con 
BrEt, part iendo de metacíclicos con 32% de akinetoplast ia, incubando en medio 
LITB (25). Los cult ivos derivados de estos parásitos mutagenizados se 
mantuvieron por 4 años antes de iniciar los ensayos de clonamiento por 
dilución límite y siembra de 1 parásito/100 µl en placas de plást ico con 96 
pozos. Los ensayos de clonaje del aislado dk111, EPm  y sub-clonaje de EPm6 
se hicieron simultáneamente. La cepa Brasil de Trypanosoma cruzi  se aisló en  
Brasil de un caso humano, se trajo al laboratorio en cult ivo y se mantiene 
desde 1977 en la condición triatomino.  La cepa PP fue aislada de un caso 
humano (Pedro Parra) en 1969, se mantuvo en la condición vertebrado hasta 
1977 y a part ir de ahí en la condición triatomino. La cepa RpN2 se aisló en 
1989 de un vector (Rhodnius prolixus)  naturalmente infectado y se mantiene 
desde su aislamiento en la condición triatomino.   
 
El aislado Dm30L se clonó de la cepa Dm30, la cual se aisló de un rabipelado 
(reservorio, Didelphis marsupialis ) en 1976 y se mantiene en la condición 
triatomino. El clonaje se hizo en 1986 por micro -manipulación y “pesca” de 1 
metacíclico de la orina de insectos experimentalmente infectados e inoculación 
en camadas de ratones recién nacidos.  Los parásitos de las condiciones 
triatomino y ratón se re-aislaron de ratones experimentalmente infectados y se 
mantienen por pases seriados en medio de cult ivo (26). Los aislados usados en 
este trabajo pertenecen f i logenéticamente al l inaje  T. cruzi  I  revelados según 
la región de 350 pb situada en el espaciador intergénico del gen de la 
secuencia líder o miniexón del ADN nuclear de T. cruzi   y/o la secuencia de 
110  pb del rADN 24Sα.  
 
Mutagénesis con BrEt y obtención de masas:  Cult ivos con 2 x 107 
parásitos/mL al quinto día de crecimiento a 27ºC en medio LITB de cada cepa 
(PP, Brasil,  RpN2) y de cada clon (EPm6 y Dm30L) de T. cruzi  se trataron con 
BrEt (5 µg/ml) durante 18 horas en tres oportunidades diferentes y 
consecutivas. Después del primer tratamiento se obtuvieron  formas 
metacíclicas mediante inducción in vitro  en medio TAU3AAG (27) y se 
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purif icaron por cromatograf ía en columnas de intercambio iónico. Las formas 
metacíclicas obtenidas de las cepas EPm, Dm30L, PP, Brasil y RpN2 fueron 
incubadas en medio LITB e identif icadas como dK1, dK2, dK3, dK4 y dk5, 
respectivamente. Estos  cult ivos se mantuvieron por pases seriados en medio 
axénico por al menos 4 meses hasta que se hizo un segundo tratamiento 
idéntico con BrEt. Los cult ivos obtenidos del segundo tratamiento se 
identif icaron como  dK11, dK22, dK33, dK44, dk55 y se mantuvieron por al 
menos 6 meses previo al tercer tratamiento, obteniéndose cult ivos identif icados 
como dK111, dK222, dK333, dK444 y dk555, los cuales fueron mantenidos en 
cult ivo por varios años. Controles de las cepas parentales (EPm, Dm30L, PP, 
Brasil y RpN2) y  de la l ínea parental clonada (EPm6) fueron similarmente 
procesados, pero sin el tratamiento con BrEt . El efecto mutagénico del BrEt se 
evaluó determinando el porcentaje de formas metacíclicas sin  kinetoplasto 
(akinetoplást icos) en láminas coloreadas con Giemsa ácido. De cada condición 
de mutagénesis, así como de las condiciones controles sin mutagenizar se 
obtuvieron masas de aproximadamente 350 mgs de peso húmedo de los 
parásitos para la extracción del kADN (9).  
 
Análisis de Esquizodemos :  Para la digest ión se incubó 2 µg de kADN con 4 
Unidades de EcoR1 (Sigma, R2881) durante 1 hora a 37º C. Posteriormen te a 
cada muestra se añadió 8 µg de Proteinasa K (Sigma, P -6556) y se incubó 
durante 1 hora a 37º C (9). Los f ragmentos de restricción fueron separados 
electroforét icamente empleando geles de poliacri lamida con gradiente 4,5 -10% 
(28), f i jados y coloreados con la técnica de plata metálica (29). Se ut i l izó como 
patrón electroforét ico el fago lambda digerido con HindIII  y EcoR1 (Sigma, D-
9281). 
 
Obtención de c lones y sub-clones del parásito. La cepa EPm y el clon  
EPm6, re-aisladas de la condición triatomino y mantenidas en cult ivo por un 
t iempo equivalente al del aislado dK111 se clonaron o sub-clonaron por 
dilución l imitante, “sembradas” (1 parásito/pozo) en placas de 96 pozos e 
incubadas en medio LITB durante 28 días a  27 ºC. Muestras de kADN 
obtenidas  de parásitos cult ivados a part ir de pozos posit ivos se compararon 
mediante la técnica de esquizodemos (9). Los clones derivados de la cepa EPm 
se identif icaron como mD7, mD9, mC6, los sub-clones derivados del clon EPm6 
como 6C6, 6D6, 6E3, 6E5, 6F9 y del aislado  dk111 como kD5, kD9 y  kF2.  
 
Análisis densitométr ico: el tamaño de los f ragmentos de restricción se 
calculó mediante digitalización de los geles secados entre hojas de papel 
celofán en un densitómetro BIO-RAD modelo GS-670, empleando el programa 
Molecular Analyst/PC Versión 1.2.  
 

RESULTADOS 
 
En los aislados dK1, dK3 y dK5 sometidos a un segundo y tercer tratamiento, 
hubo un incremento progresivo del porcentaje de diskinetoplast ia (Filas dK1 a 
dK111; dk3 a dK333; dK5 a dK555), mientras que con el segundo tratamiento 
los aislados dK2 y dK4 muestran el mismo porcentaje de diskinetoplast ia que 
con el primer tratamiento (dK22 y dK44) y el  incremento en el porcentaje de 
diskinetoplast ia ocurrió con el tercer tratamiento. Los cult ivos derivados de las 
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diferentes mutagénesis, presentaron kinetoplasto con apariencia normal.  La 
comparación de las curvas de crecimiento de poblaciones mutagenizadas (dK1, 
dK11 y dK111, dK2, dK22, dK222, dK3, dK33, dk333, dK4, dK44, dK444 y dK5, 
dK55, dK555) mantenidas en cult ivo por t iempos variables entre las sucesivas 
mutagénesis y  metaciclogénesis, no mostraron diferencias signif icat ivas en su 
capacidad para crecer en medio LITB respecto a los aislados parentales. 
También mantuvieron la capacidad para diferenciarse a metacíclicos y  
resistencia a la l isis por complemento (resultados no mostrados).  
 

Análisis de esquizodemos :  La Figura 1 muestra que el perf i l  de esquizodemos 
de la cepa EPm (canal B) es diferente del clon EPm6 (canal A) y del aislado de 
la cepa EPm mantenido en cult ivo (Canal C). El c lon Dm30L mantenido por 
igual t iempo en la condición cult ivo (canal D),  vertebrado (canal E) y  
triatomino no muestra diferencias signif icat ivas en sus perf i les de restricción. 
Los perf i les de restricción del kADN del c lon Dm30L sometido a digest ión por 3 
o  4 horas (canales G y H) también muestran idénticos perf i les.  
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Figura 1. Análisis de esquizodemos de los perfiles de restricción del kADN de cepas y clones de 
Trypanosoma cruzi mantenidos en condiciones diferentes por tiempos variables. Canal A corresponde al 
clon 6 de la cepa EPm (canal B)  y de un aislado de EPm mantenido por varios años en cultivo (Canal 
C). Los canales D a F corresponden al clon Dm30L  mantenido por varios años en cultivo (D), en ratón 
(E) y por pases alternos triatomino/ratón (F). El clon Dm30L mantenido en ratón fue digerido con Eco R1 
por 3 y 4 horas respectivamente (canales G y H).  Los canales λ corresponden a fragmentos del fago 
lambda digerido con Hind III y Eco R1. Los números a la izquierda  indican el tamaño de los fragmentos 
en pares de bases (pB). 
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La Figura 2 muestra que cada cepa parental (canales A, E, I,  M y Q) presenta 
perf i les de esquizodemos dist intos con diferencias signif icat ivas entre ellos  
por debajo del marcador 1130 pb. El primero, segundo y te rcer tratamiento de 
los aislados EPm6, Dm30L, PP y RpN2 (canales B a D, F a H, J a L y R a T, 
respectivamente) no produjo cambios en los perf i les parentales (canales A, E, I  
y Q). 
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Figura 2. Análisis de esquizodemos de los perfiles de restricción del kADN de cepas y clones de 
Trypanosoma cruzi antes  y después de uno, dos y tres tratamientos con BrEt. Los canales A, E, I, M y Q  
corresponde a los aislados parentales (EPm6, Dm30L, PP, Brasil y RpN2, respectivamente) antes de 
tratar con BrEt,  los canales  B, F, J, N y R  a parásitos con un tratamiento (dK1, dK2, dK3, dK4 y dK5, 
respectivamente ), los canales C, G, K, O y S a parásitos con dos tratamientos (dK11, dK22, dK33, dK44 
y dK55, respectivamente) y los canales D, H, L, P y T a parásitos con tres tratamientos (dK111, dK222, 
dK333, dK444 y dK555, respectivamente). Los canales λ corresponden a fragmentos del fago lambda 
digerido con Hind III y Eco R1. Los números a la derecha  indican el tamaño de los fragmentos en pares 
de bases (pB). 
 
Sin embargo después primer tratamiento, el perf i l  del aislado dK4 (canal N) es 
diferente al perf i l  de la cepa parental Brasil (canal M), donde se aprecian al 
menos dos f ragmentos de restricción (punta de f lecha, izquierda del canal M) 
ausentes en el aislado dK4. Este nuevo perf i l  se mantuvo igual en los dos  
tratamientos siguientes (dk44 y dK444, canales O y P).  
 
En la Figura 3 se observa que los parásitos clonados  mantenidos en cult ivo  
por  12 y 24 meses (canales B y C) conservan  el mismo perf i l  del clon EPm6 
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parental usado como t iempo cero del estudio y recientemente aislado de la 
condición triatomino (canal A).  Parásitos no clonados mantenidos en cult ivo  
por  12 y 24 meses (canales E y F) presentan el mismo perf i l  de la cepa RpN2 
parental recientemente aislada de la condición triatomino (canal D).   
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Figura 3. Análisis de esquizodemos de los perfiles de restricción del kADN de aislados de Trypanosoma 
cruzi tratados o no con BrEt y mantenidos en cultivo por diferentes tiempos. El canal A corresponde al 
clon EPm6 mantenido en la condición triatomino, los canales B y C al clon EPm6 mantenido en cultivo 
por 12 y 24 meses, respectivamente. Los  canales  D, E, F  a la cepa RpN2 mantenida en cultivo por 0, 
12 y 24 meses.  El canal G al clon EPm6 antes de tratar con BrEt, los canales H e I al aislado dK1 
mantenido en cultivo después del primer tratamiento con BrEt  por 1 y 4 meses, respectivamente. Los 
canales J y K al aislado dK11 mantenido en cultivo después del segundo tratamiento por 1 y 6 meses, 
respectivamente. El canal  L al aislado dK111 mantenido en cultivo después del tercer tratamiento por 1 
mes. Los canales λ corresponden a fragmentos del fago lambda digerido con Hind III y Eco R1. Los 
números a la izquierda  indican el tamaño de los fragmentos en pares de bases (pB). 
 
Los aislados dK1 después del primer t ratamiento con BrEt  mantenidos en 
cult ivo  por  1 o 4 meses (canales H e I),  muestran perf i l  idéntico que el clon 
EPm6 parental sin mutagenizar (canal G). Los aislados  dK11 después del 
segundo tratamiento con BrEt  mantenidos en cult ivo  por  1 o 6 meses 
(canales J y K), muestran igual perf i l  que  clon EPm6 parental sin mutagenizar 
(canal G). El aislado dK111 después del tercer tratamiento con BrEt mantenido 
en cult ivo  por  1  mes (canal L),  muestra el mismo perf i l  que el clon EPm6 
antes de mutagenizar (canal G).  
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Clonaje de parásitos genéticamente homogéneos y heterogéneos :  Los 
resultados del clonaje por dilución y siembra de 1 parásito/pozo en placas de 
96 pozos fueron: (a) en  la p laca EPm  se obtuvo crecimiento en 17 pozos (16% 
de ef iciencia). Se seleccionaron 2 clones (EPmD7 y EPmD9) para el análisis de 
esquizodemos, los cuales crecieron como epimastigotes de aspecto 
redondeado en la fase inicial del aislamiento; (b) en la placa del clon EPmC6 
se obtuvieron 35 sub-clones (34% de ef iciencia),  12 de ellos se expandieron  
en medio LITB y se usaron cinco para el análisis del kDNA (EPm6C6, EPm6D6, 
EPm6E3, EPm6E5 y EPm6F9); y (c)  de la placa con la sub-población dK111 
mutagenizada y mantenida por 4 años en cult ivo antes del clonaje,  se 
obtuvieron 14 clones (13% de ef iciencia) y se seleccionaron 3 (dK111D5,  
dK111D9 y dK111F2) para análisis de esquizodemos.  
 
La Figura 4 muestra que mediante  clonaje de la cepa parental EPm (canal A) 
usada como indicador de heterogeneidad, se evidenciaron perf i les con 
f ragmentos de restricción diferentes al parental (f lechas a la izquierda de los 
canales B y D),  uno compart ido por los clones EPmD7 y  EPmD9 (canales B y 
C) y otro diferente para el clon EPm6  (canal D). Los sub-clones EPm6C6, 
EPm6D6, EPm6E3, EPm6E5 y EPm6F9 (canales E, F, G, H e I) derivados del 
clon EPm6 presentaron un perf i l  común sin modif icaciones signif icat ivas al 
perf i l  del clon parental EPm6 (canal D).  
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Figura 4. Análisis de esquizodemos de los 
perfiles de restricción del kADN de una 
cepa de Trypanosoma cruzi  antes y 
después de tratar con BrEt y de los clones 
y sub-clones obtenidos a tiempos 
diferentes en cultivo como descrito en 
Materiales y Métodos. El canal A  
corresponde a la cepa parental EPm 
usada como control de heterogeneidad, los 
canales  B, C y D a los clones EPmD7, 
EPmD9 y EPm6  obtenidos de la cepa 
parental, los canales E, F, G, H e I a los 
sub-clones EPm6C6, EPm6D6, EPm6E3, 
EPm6E5 y EPm6F9 derivados del clon 
EPm6 , el canal  J corresponde al aislado 
dk111 obtenido del tercer tratamiento del 
clon EPm6 con BrEt  y los canales  K, L y 
M a los clones dK111D5,  dK111D9 y 
dK111F2 derivados del aislado dK111. Los 
canales λ corresponden a fragmentos del 
fago lambda digerido con Hind III y Eco 
R1. Los números a la derecha indican el 
tamaño de los fragmentos en pares de 
bases (pB). 



Salus online                                   Vol. 12- Sup. 1 Trypanosoma cruzi: heterogeneidad genética     p. 

 

158 

Este perf i l  también es compart ido por el aislado dK111 (canal J) derivado del 
clon EPm6 después de tres mutagénesis con BrEt. Los clones dK111D5,  
dK111D9 y dK111F2 (canales K, L y M) derivados del  aislado dK111 mostraron 
un perf i l  común que dif iere del perf i l  parental (canal J) por la ausencia de 
algunos f ragmentos de restricción (f lechas a la izquierda del canal J).   

 
DISCUSIÓN 

 
En este trabajo se  conf irma la  heterogeneidad genética Trypanosoma cruzi  y  
que el esquema de mantenimiento en el laboratorio selecciona sub-poblaciones 
del parásito en aislados genéticamente heterogéneos. Se demuestra que el 
tratamiento de una población de T. cruzi  genéticamente homogénea con BrEt, 
introduce mutaciones crípt icas y estables en los minic írculos, evidenciadas por 
clonaje y análisis de esquizodemos.  
 
El esquema de mutagénesis para cada aislado y en cada oportunidad, se hizo 
tratando igual número de epimastigotas con igual concentración de BrEt previo 
a su  diferenciación en tripomastigotas metacíclicos. Estas condiciones de 
trabajo permit ieron cuantif icar la acción del mutágeno en condiciones 
comparables para los cinco aislados, eludiendo el problema al mutagenizar 
parásitos con diferentes tasas de crecimiento. La diferencia en los porcentajes 
de diskinetoplast ia indica una sensibil idad diferente del parásito al mutágeno, 
en función del aislado (Tabla I) y podría estar asociada a contenidos diferentes 
de ADN total de estos parásitos (30). El incremento progresivo en el porcentaje 
de diskinetoplast ia (Tabla I) con los sucesivos tratamientos usando las mismas 
condiciones, puede estar relacionado a reducción progresiva  en la cantidad 
total de kADN/parásito debido a los tratamientos sucesivos.  
 
La obtención de cult ivos de parásitos sin alteraciones morfológicas en el 
kinetoplasto part iendo de metacíclicos mutagenizados, indica que el cult ivo en 
medio axénico actuó como un f i l t ro biológico que seleccionó poblaciones con 
kinetoplasto normal. El hecho que los diferentes aislados (dK1 a dK5, dk11 a 
dK55 y dK111 a dK555, Tabla I) después del tratamiento con el mutágeno 
hayan mantenido las curvas de crecimiento, capacidad metaciclogenizante y 
resistencia al complemento igual que las poblaciones parentales, indica que no 
se alteraron propiedades biológicas fundamentales para la sobrevivencia del 
parásito y sugiere que no hay alteraciones signif icat ivas a nivel del genoma 
nuclear.  
 
La identidad mostrada por los perf i les del clon Dm30L obtenidos después de 3 
y 4 horas de digest ión (canales G y H, Figura 1), excluye la posibil idad de que 
los cambios en los patrones de restricción sean producto de digest ión parcial 
del kADN. El hecho que, part iendo  de la cepa EPm (canal B, Figura 1) se 
hayan obtenido dos perf i les de restricción diferentes (canales A y C, Figura 1)  
indica que el aislado EPm es genéticamente heterogéneo y que se 
seleccionaron sub-poblaciones dist intas tanto por el mantenimiento prologado 
en cult ivo (EPv) como por clonaje en placas de agar. Resultados previos de 
nuestro grupo, demostraron que la cepa EPm (mantenida en la condición 
triatomino) y la cepa EPv (mantenida por largo t iempo en la condición cult ivo), 
t ienen diferencias signif icat ivas en infect ividad, virulencia, capacidad 
metaciclogenizante y expresión antigénica (26, 31), compatible con su 
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condición de genéticamente heterogénea. En apoyo a la heterogeneidad de la 
cepa EPm,  existe el hecho de obtener al menos un clon con perf i l  de 
esquizodemos diferente (canal A vs  canal B), por clonaje en agar blando. En 
contraste, el aislado Dm30L que por su condición de clon es genéticamente 
homogéneo, cuando se mantuvo por varios años bajo tres esquemas diferentes, 
mantuvo perf i l  de esquizodemos idéntico. Estos resultados conf irman que 
cuando la  población es genéticamente heterogénea, el esquema de 
mantenimiento no modif ica el perf i l  de kADN, sino que actúa como f i l t ro 
biológico seleccionando el perf i l  dominante. Adicionalmente, se conf irman 
planteamientos previos (32) donde la mezcla de dos cepas (Y y F) con 
esquizodemos y velocidades de crecimiento diferentes y “repique” en ratones 
con intervalos diferentes, selecciona uno de los perf i les de kADN de la mezcla.  
Esos resultados iniciales les permit ieron proponer que el mantenimiento de 
Trypanosoma cruzi  en el laboratorio con esquemas diferentes actúa como f i l t ro 
biológico de sub-poblaciones con capacidades biológicas diferentes.  
 
La caracterización de cinco aislados (dos clones y tres cepas) por  la técnica 
de esquizodemos, conf irma su ut i l idad como herramienta de t ipaje de aislados 
diferentes de Trypanosoma cruzi  (canales A, E, I,  M y Q, Figura 2). La 
detección de cambios en el perf i l  de restricción de al menos una cepa después 
de tratada con BrEt, evidencia la capacidad de la técnica para detectar 
variaciones en los f ragmentos de  restricción aún cuando se trabajó con sub -
poblaciones biológicamente f i l t radas en condiciones que se leccionan 
metacíclicos con kinetoplasto normal. Es evidente que  la f i l t ración biológica de 
metacíclicos diskinetoplást icos generó sub-poblaciones con esquizodemos 
diferentes, conf irmando que el tratamiento de Trypanosoma cruzi  con BrEt 
produce alteraciones en el kinetoplasto de los epimastigotas (33). Como el  
cambio en el perf i l  ocurrió sólo en uno de los 5 aislados sometidos a 3 
tratamientos y se expresó a part ir de la primera mutagénesis (canal M, F igura 
2), es posible que las poblaciones con modif icaciones en los minicírculos 
representen menos de 1% de la población total,  el cual es el l ímite de 
detección de la técnica (34) y que el perf i l  modif icado pasó a ser el 
esquizodemo predominante. Esto es de esperar debido a que la selección de 
sub-poblaciones se hizo en condiciones que favorecían la amplif icación de los 
parásitos sin daño morfológico del kinetoplasto. En parásitos del género 
Leishmania se ha descrito cambios en la proporción y número de minicírculos 
con diferentes secuencias del kADN conservando la morfología característ ica 
del kinetoplasto, proceso denominado como transkinetoplast idia (35).  
 
 La  comparación de los perf i les de una cepa y de un clon mantenidos por 1 y 2 
años en la condición cult ivo (Figura 3) conf irmó la estabil idad en los perf i les de 
esquizodemos de aislados de T. cruzi   mantenidos por varios años bajo el 
mismo esquema de mantenimiento (7, 9, 36). El hecho que los aislados 
mutagenizados 1, 2 y 3 veces consecutivas mostraron idéntico perf i l  a l clon 
EPm6 en un t iempo de cult ivo tan corto como 1 mes (canales H, J, L vs  canal 
G, Figura 4) conf irma que la f i l t ración biológica por cult ivo de metacíclicos con 
diferentes porcentajes de diskinetoplast ia, selecciona y amplif ica rápidamente 
el perf i l  de la sub-población dominante (sin excluir  la existencia de mutantes 
crípt icos representados con bajo porcentaje en la población analizada). Cuando 
la selección de los parásitos mutagenizados se hace in vitro  infectando cult ivos 
de células con metacíclicos diskinetoplast icos, se observa que las alteraciones 
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morfológicas producidas en el kinetoplasto de metacíclicos se transmiten y 
amplif ican tanto en los amastigotas (37), como en la mutagénesis de 
tripomastigotas sobrenadantes de células en cult ivo (38).  
 
Para evidenciar la existencia de mutantes crípt icos en los parásitos 
mutagenizados y f i l t rados por cult ivo, se hizo clonaje de una población después 
de 3 tratamientos con BrEt. De las 5 sub-poblaciones obtenidas (dK111, dK222, 
dk333, dK444 y dK555) se seleccionó la sub-población dK111 por proceder del 
clon (EPm6) y disponerse de la cepa parental (EPm) sabidamente heterogénea. 
Los resultados obtenidos del clonaje y análisis de esquizodemos de la cepa 
EPm (Figura 4) indican que el tratamiento con BrEt contribuye a la 
heterogeneidad genética del kADN y que el mantenimiento en cult ivo por largo 
t iempo conserva sub-poblaciones mutadas cuyo perf i l  no es dominante y que 
pueden ser evidenciadas por clonaje. Esta af irmación se deriva de la presencia 
de perf i les diferentes al clonar la cepa EPm mantenida en la  condición 
triatomino y la conservación en los perf i les de los sub-clones derivados de 
EPm6. Los resultados también indican la existencia de mutantes crípt icos en 
muy bajo porcentaje en el aislado dK111, cuyo perf i l  dominante coincide con el 
perf i l  del clon EPm6 (canal J vs  canal D, Figura 4). Finalmente, nuestros 
resultados demuestran que el tratamiento con BrEt, muta algunos minicírculos 
transformando un clon (EPm6) en una población genéticamente heterogénea y 
que esas mutaciones se establecieron en el t iempo como clones genéticamente 
diferentes, sin alteraciones morfológicas en el kinetoplasto. A nivel de 
laboratorio, esta es la primera demostrac ión de la alta tasa de recambio del  k -
ADN y que modif icaciones genéticas pueden ser inducidas mediante 
mutagénesis química, sin afectar las propiedades biológicas básicas de 
Trypanosoma cruzi .   
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