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"Eine neue wissenschaftliche Wahrheit

pflegt sich nicht in der Weise durchzusetzen,

dafi ihre Gegner tliberzeugt werden und sich als belehrt erklaren,
sondern vielmehr dadurch, dafi ihre Gegner allmahlich aussterben
und dafs die heranwachsende Generation von vornherein

mit der Wahrheit vertraut gemacht ist"

--Max Planck--

“The most exciting phrase to hear in science,
the one that heralds new discoveries,

is not 'Eureka!’ but 'That's funny... '

--Isaac Asimov--

“An ocean traveler
has even more vividly the impression
that the ocean is made of waves

than that it is made of water”

--Arthur S. Eddington--
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—I--
ANTECEDENTES

Microbios como marcadores genéticos alternativos

Tradicionalmente, los marcadores genéticos polimdrficos han sido utilizados en los
multiples intentos por reconstruir la historia evolutiva de las poblaciones humanas y
sus migraciones (Cann 2001; Rosenberg et al. 2002; Underhill et al. 2000; Zaho et al.
2000). El cuello de botella sufrido durante la salida de Africa, ca. 50.000-70.000 afios
atras (Ingman et al. 2001; Liu et al. 2006; Mellars 2006; Underhill et al. 2000;
Zhivotovsky et al. 2003), redujo drasticamente la diversidad de los humanos
modernos en Asia y Europa, de tal manera que la diferenciacion de las poblaciones
modernas requiere de marcadores genéticos con tasas evolutivas rapidas (Wirth et al

2004).

En los inicios de los afios setenta, la diversidad nucleotidica dentro de los segmentos
hipervariables del D-loop mitocondrial (HVS1 y HVS2) fue introducida como una
herramienta para resolver diferencias entre individuos cercanamente emparentados
(Cavalli-Sforza y Feldman 2003; Pakendorf y Stoneking 2005). Sin embargo, se han
identificado una serie de problemas con respecto a los datos obtenidos del D-loop
mitocondrial; sitios que ya habian sufrido sustitucién estan volviendo a su estado
original (sustituciones recurrentes que llevan a homoplasias), algunas mutaciones
estan ocurriendo en un mismo sitio en linajes independientes y las tasas de mutacién
de ciertos sitios presentan grandes diferencias al compararlas con otros sitios en la
misma region, evidenciando la presencia de hot spots mutacionales (Ingman et al
2000). Ademas de esto, los fragmentos hipervariables de DNA mitocondrial presentan
s6lo unos pocos cientos de pares de bases, proporcionando un nimero limitado de
polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) informativos para reconocer haplotipos y

haplogrupos (Wirth et al. 2004).



Debido a estas limitaciones en humanos se implemento el uso de microsatélites (Jorde
et al. 1997; Rosenberg et al. 2002; Ruiz-Linares et al. 1999) y SNPs, tanto en el
cromosoma Y (Karafet et al. 2008; Ke et al. 2001; Underhill et al. 2000) como en genes
autosoémicos (Li et al. 2008; Reich et al. 2001; Zhao et al. 2000). Cada uno de estos
nuevos marcadores genéticos presenta limitaciones; por ejemplo, los sitios
polimoérficos en genes autosémicos y en el cromosoma Y son mas sencillos de
estandarizar, pero se encuentran en menor proporcion que en los segmentos
hipervariables del DNA mitocondrial, requiriendo el uso de un mayor nimero de SNPs

independientes (Wirth et al. 2004).

En ausencia de marcadores universales para poblaciones humanas, el genoma de
diversos microbios ha sido investigado como una alternativa posible (Disotell 2003;
Wirth et al. 2005). El estudio de la estructura poblacional de microbios permite
deducir importantes aspectos de la historia evolutiva de los hospederos con los que
han coevolucionado (Ibid.). Sin embargo, la eficacia de éstos como marcadores
genéticos depende de varios factores, entre ellos, su modo de transmisiéon (vertical vs.
horizontal), la fuerza de la relacion hospedero-parasito (endosimbiosis,
comensalismo, parasitismo) y su forma de propagacion (epidémica vs. endémica)
(Holmes 2004). Algunos de estos estudios se han enfocado en el uso de viruses, como
el virus JC que infecta el tejido renal (Agostini et al. 1997) y el virus de papiloma
humano (Chan et al. 1992), viruses RNA, como el virus humano T-linfotrépico (Miura
et al. 1994), hongos (Fisher et al. 2001), ratas (Matisoo-Smith et al. 1998) y la bacteria
Helicobacter pylori (de Thé 2007; Falush et al. 2003; Linz et al. 2007; Moodley et al.
2009; Wirth et al. 2004).

La diversidad genética de Helicobacter pylori es casi dos veces la de la region
hipervariable HVS1 del DNA mitocondrial, siendo probablemente uniforme a lo largo
de su genoma entero, al contrario de esta ultima, cuya diversidad se encuentra
restringida a una regién de algunos cientos de pares de bases (Ibid. 2004). El uso de

esta bacteria ha probado aportar mayor informacidn, que los marcadores genéticos



clasicos, sobre la historia reciente de las poblaciones humanas, deduciendo incluso
migraciones poblacionales en los ultimos 5.000 afios (Devi et al. 2007; Wirth et al.

2004) (Fig. 1).
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Fig. 1.- Caracteristicas de los distintos marcadores genéticos para deducir migraciones

humanas. Transmisién: M (materna), P (paterna) (Wirth et al. 2005).

Genoma bacteriano

Helicobacter pylori (H. pylori) es un organismo gram-negativo, con forma de espiral y
flagelos (fig. 2), micro-aerofilico y de crecimiento lento, que infecta el estdbmago de
mas de la mitad de la poblaciéon humana (Cover y Blaser 1996), causando gastritis
cronica, Ulceras peptidicas y gastricas, linfoma MALT y carcinoma gastrico (Fischbach
et al. 2009). Sin embargo, los sintomas clinicos s6lo ocurren en una minoria de la
poblacion infectada; en la mayoria de los humanos, H. pylori se comporta como un

comensal que coloniza la mucosa gastrica (Wirth et al. 2004).

El genoma de H. pylori consiste en un cromosoma circular de un tamafio de 1.667.867
pares de bases (pb) (fig. 2) y alrededor de 1.500 genes (Tomb et al. 1997). Al presente
se han identificado varios genes asociados a la patogenicidad en el genoma de H.

pylori: vacA, cagA e iceA, de los cuales Unicamente se hard mencién a los dos primeros
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por ser los mas usados como marcadores de diversidad genética entre poblaciones

(Devi 2006, 2007; Ito et al. 1997).
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Fig. 2.- (Izq.) Morfologia de Helicobacter. SEM, bar = 0.5 um. (O’ Rourke y Bode 2001).
(Der.) Representacion circular del cromosoma de H. pylori 26695 (Tomb 1997): gen cagA
(543605-547108) destacado con una flecha gris, gen vacA (900011-903877) con una flecha
blanca y gen trpC (1334732-1333374) con una flecha negra.

Gen vacA. El gen vacA se encuentra presente en todas las cepas' de H. pylori y codifica
una citotoxina que dafia las células epiteliales del estdbmago al inducir la formacion de
vacuolas (van Doorn et al. 2009). Este gen contiene dos partes variables, la regiéon de
sefal (s) y la regiéon media (m). Existen al menos cuatro genotipos para la region de
sefial (sla, s1b, slcy s2) y tres para la region media (m1, m2a y m2b) (Atherton et al
1995; van Doorn et al. 1998, 1999, 2009), los que producen proteinas con diferentes

! A lo largo del trabajo se hara referencia al concepto microbioldgico de cepa, por el cual ésta se define
como un aislado distinguible de otros del mismo género y especie por medio de caracteristicas

fenotipicas, genotipicas o ambas (Dijkshoorn et al. 2000).



grados de actividad citotdxica, donde la mayor actividad es expresada por las cepas de
tipo s1/m1, siguiéndolas las de tipo s1/m2, y estando ausente en las de tipo s2/m2

(Alarcén et al. 1999; van Doorn et al. 2009).

Gen cagA e isla de patogenicidad cag (cagPAI). El gen cagA es indicador de una isla
de patogenicidad (cagPAl), de aproximadamente 40 kpb en el genoma bacteriano
(Alm et al. 1999; Tomb et al. 1997; Xiabo et al. 2001), que no se encuentra presente en
todas las cepas de H. pylori. Esta isla contiene un nimero de genes cuyos productos
estan asociados a un aumento de patogenicidad en la bacteria (Akopyants et al. 1998;
Covacci et al. 1997, 1999), situacién que ha sido considerada como posible causa de
que las cepas que presentan el gen (cagA-positivas) sean mas prevalentes en
pacientes con ulceras peptidicas, en comparaciéon con pacientes que padecen
Unicamente de gastritis (Ibid. 1997, 1999). La presencia del gen cagA se encuentra

ademas fuertemente asociada a la del alelo s1 del gen vacA (van Doorn et al. 2009).

Genes housekeeping. Los genes housekeeping son genes constitutivos requeridos
para la mantencion de funciones celulares basicas. Los estudios realizados en base a
este tipo de genes en H. pylori consisten en la mediciéon de las variaciones en las
secuencias nucleotidicas de un set de éstos (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, urel, yphC) y la
subsiguiente caracterizacién de cepas mediante un perfil alélico unico (MLST), lo que
ha permitido deducir e identificar la estructura poblacional de cuatro poblaciones
modernas (denominadas hpAfrical, hpAfrica2, hpEastAsia y hpEurope) en base a sus

distribuciones actuales (Falush et al. 2003).

Transmision vertical o intra-familiar versus transmision horizontal

La diversidad genética de H. pylori es alta entre cepas del mismo origen geografico y
es aun mas alta a una escala global (Achtman et al. 1999). Estas diferencias en
diversidad genética, asociadas con la biogeografia histérica entre los organismos,

reflejarian por tanto las migraciones ancestrales y las modernas, a diferencia de lo que



se observa para otros patdgenos, donde la transmisidn horizontal es tan eficiente que

estas asociaciones son raras (Roumagnac et al. 2006).

La transmision para H. pylori ha sido descrita principalmente como vertical o intra-
familiar (Kivi et al. 2003; Tindberg et al. 2001), pudiendo ocurrir entre padres e hijos
y entre hermanos, donde han sido reportadas tanto cepas altamente relacionadas
(Kersulyte et al. 1999; Li et al. 2002; Suerbaum et al. 1998) como también altamente
diversas (Feldman 2001; Raymond et al. 2004). El periodo de mayor probabilidad de
infeccion fue registrado entre el afio y los cinco afios de vida (Konno et al. 2005),
periodo en el cual la madre es el miembro de la familia con un contacto mas cercano al
nifio y donde el uso en comun de cucharas, chupetes e incluso el masticar o probar la

comida del nifio, consisten en posibles vectores de transmision (Ibid.).

A pesar de que las vias de transmision de H. pylori no han sido resueltas (Goosen et al.
2002), otras vias potenciales incluyen la feco-oral, oro-oral e incluso se ha publicado
evidencia indirecta para una transmision mediante el consumo de agua (Bunn et al
2002; Delport y van der Merwe 2007; Magalhaes Queiroz y Luzza 2006) y de vegetales

crudos regados con aguas servidas (Hopkins et al. 1993).

Otras complicaciones, en la inferencia de rutas de transmision, podrian estar basadas
en las interacciones hospedero-patégeno, ya que pareciera que todos los individuos
coinfectados portarian una cepa dominante (Israel et al. 2001; Kraft et al. 2006;

Raymond et al. 2004).

Recombinacion

La estructuracion filogenética de los genotipos globales de H. pylori habria surgido a
través del aislamiento de la poblacion humana antes de la migracién inicial y mezcla.
Las recombinaciones subsecuentes entre cepas habrian homogeneizado la estructura

poblacional ancestral, pero entre cepas emparentadas habrian tendido a retenerla
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como resultado de mecanismos gendmicos selectivos que actuarian para limitar la
recombinacion entre diferentes grupos poblacionales ancestrales (Delport et al

2006).

El concepto de recombinacién, prevalente en la genética evolutiva, estd basado en la
meiosis de organismos eucariontes, donde ésta consiste en un proceso molecular
complejo por el cual fragmentos de DNA son intercambiados reciprocamente entre
cromosomas homologos (crossing-over). Los organismos procariontes, por otro lado,
presentan varias vias de recombinacion (conjugacion, transformacién y transduccién)
que involucran reemplazos no reciprocos o adiciéon de secuencias, en vez de su

intercambio, tanto homologas como no homologas (Posada et al. 2002).

Pocos son los estudios que han tratado con los efectos de la recombinacién en un
contexto filogenético (Schierup y Hein 2000; Wiens 1998). Los métodos tradicionales
de estimacion filogenética, como los de maxima parsimonia (MP), minima evolucion
(ME) y maxima verosimilitud (ML), asumen que una tnica historia evolutiva subyace a
la muestra de secuencias bajo estudio. Sin embargo, distintas regiones de un
alineamiento pueden tener diferentes historias evolutivas debido a procesos de
crossing-over, conversion génica, transferencia horizontal e hibridacién, que en el caso
de bacterias es conocida como recombinaciéon (Posada y Crandall 2002). Uno de los
efectos que la recombinacion podria causar sobre una filogenia, es la estimacion de
arboles que no reflejen una historia real y, por tanto, que lleven a errores en la
inferencia filogenética. Posada y Crandall (2002) han demostrado, a través de una
serie de simulaciones computacionales, que el efecto de la recombinacién es evidente
cuando las taxas involucradas son divergentes. No obstante, cuando los eventos de
recombinacion son ancestrales o involucran secuencias relacionadas, la historia

comun es frecuentemente recuperada.

Recombinacion y mutacion en H. pylori. H. pylori recombina frecuentemente y posee

una estructura poblacional panmictica (Go et al. 1996; Suerbaum et al. 1998), en
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donde todas las cepas adquiridas por un individuo tienen la capacidad de
intercambiar fragmentos de DNA entre si. El intercambio genético ocurre por
transformaciéon de DNA entre varias cepas que colonizan a un solo individuo
(Kersulyte et al. 1999), resultando en un conjunto de cepas relacionadas entre si, pero
que difieren en genes y alelos que han sido adquiridos por recombinacién. Usando
estadistica bayesiana, el tamafio promedio de fragmentos recombinantes en H. pylori
fue estimado en 500 pb con una tasa de sustitucion nucleotidica de < 4 x 10° bases por
sitio por afio (Wirth et al. 2005). También se extrapol6 que la tasa de recombinacion
en H. pylori es una de las mas altas, siendo 50 veces mayor que en Escherichia coli

(Falush et al. 2001) (Fig. 3).
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Fig. 3.- Comparacion del modo y tasa de recombinacién entre diferentes bacterias y especies
virales usadas para inferir la historia de sus hospederos. Blanco: tasas de mutacién altas; gris:
intermedias; negro: bajas (chIDNA: DNA cloropldstico; mtDNA: DNA mitocondrial; HPV: virus

del papiloma humano; HTLV: virus T-linfotrépico humano; GBV-C/HCV: virus de hepatitis G y C;
HIV: virus de inmunodeficiencia humana) (Wirth et al. 2005).

Por otro lado, el tamafio promedio de fragmentos importados en H. pylori,
provenientes de organismos no relacionados, es inusualmente pequefio para una
bacteria, lo que podria estar reflejando la digestién de DNA en el ambiente gastrico y,

probablemente, la presencia de multiples endonucleasas de restriccion en el genoma
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bacteriano (Tomb et al. 1997), entre otros factores. Tanto la alta frecuencia de
intercambios como el bajo nimero de fragmentos importados, sugieren la ausencia de
mecanismos génicos propios de la bacteria que restrinjan el intercambio de DNA entre
organismos no relacionados; mecanismos posiblemente innecesarios en H. pylori,
debido a su ubicacién protegida bajo una capa de mucosa en un ambiente aislado,

estéril y sin competencia microbiana (Schreiber et al. 2003).

H. pyloriy el éxodo africano

En el afio 2003, Falush y su equipo asignaron 380 cepas de H. pylori, provenientes de
27 agrupaciones geograficas, étnicas y/o linglisticas, a cuatro poblaciones modernas
designadas: hpAfrical, hpAfrica2, hpEastAsia y hpEurope. Analisis posteriores
dividieron a hpEastAsia en las sub-poblaciones hspAmerind, hspEAsia y hspMaori, y a
hpAfrical en hspWestAfrica y hspSAfrica. Estos resultados confirmaron y extendieron
datos previos que mostraban subdivisiones geograficas para esta bacteria (Achtman

et al. 1999; Ghose et al. 2002; Yamaoka et al. 2002) (Fig. 4).

El equipo de Linz, en el afio 2007, aumento la muestra a un set de datos de 769 cepas
provenientes de 51 origenes étnicos distintos, asignandolas a las seis poblaciones
previamente descritas y designando ademas dos poblaciones nuevas, hpAsiaZ y
hpNEAfrica. A partir del trabajo realizado, fue concluido que los patrones de
distribucidén de la diversidad genética de H. pylori imitan a aquellos de su hospedero y
que, tanto en H. pylori como en humanos, se observa una continua pérdida de
diversidad genética con el aumento de la distancia geografica del este africano (IBD)
(Fig. 5). Finalmente, y mediante simulaciones, fue sefialado que la bacteria se habria
extendido desde el este africano alrededor de la misma escala temporal que los

humanos anatémicamente modernos (Eppinger et al. 2006; Linz et al. 2007).
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Fig. 4.- Relaciones entre poblaciones modernas (A), subpoblaciones modernas (B) y ancestrales
(C) de H. pylori. Las lineas negras muestran drboles de Neighbor-Joining medidos por la
distancia nucleotidica neta entre poblaciones. El didmetro de los circulos indica la diversidad
genética, medida como la distancia genética promedio entre pares de individuos aleatorios. Los
circulos mds grandes reflejan los efectos de la mezcla entre poblaciones ancestrales y los arcos

llenos reflejan el niimero de cepas en cada poblacién (Falush et al. 2003).
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Fig. 5.- Patrones geogrdficos paralelos de la diversidad genética en humanos y H. pylori.
(a) Distancia genética en humanos (b) y en H. pylori entre pares de poblaciones geogrdficas
(F«) versus la distancia genética entre las dos poblaciones. (c) Diversidad genética promedio en
humanos (d) y en H. pylori entre poblaciones geogrdficas (Hs) versus la distancia geogrdfica
desde el este de Africa. R?= 0.77 para a; 0.47 para b; 0.85 para c; y 0.59 para d. En d, las
muestras compuestas predominantemente por cepas del grupo hpEurope estdn indicadas por
circulos rellenos, mientras que los circulos rojos identifican la muestra de Suddfrica. Los

intervalos de confianza estdn indicados por lineas punteadas (Linz et al. 2007).

Estudios realizados en poblaciones extintas. Se han realizado Unicamente dos
estudios de este tipo en todo el continente. El primero fue llevado a cabo por Pelayo
Correa y colaboradores en 1998, donde muestras de coprolitos de momias
precolombinas del norte de Chile (3000 A.P.) dieron positivo para la presencia de
antigenos de H. pylori. El segundo estudio fue realizado diez afios después por Castillo-
Rojas y colaboradores, donde se detect6 la presencia de un fragmento de 109 pb del
gen 16S rRNA en restos gastricos de una momia proveniente del norte de México

(950-550 A.P.). De estos estudios se desprende que la presencia de H. pylori en
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América es precolombina, entrando la bacteria muy probablemente hace 13.000 afios

por el estrecho de Bering.

Estudios realizados en poblaciones vivas. A pesar de las evidencias de
recombinacién frecuente y panmixis aparente, H. pylori presenta una estructura
filogeografica que sugiere que los polimorfismos bacterianos reflejan la filogeografia
humana y sus migraciones (Falush et al. 2003; Kersulyte et al. 2000; Linz et al. 2007;
Moodley et al. 2009; Wirth et al. 2004) (Tabla 1). Uno de los primeros trabajos en
describir las diferencias genotipicas de la bacteria en distintas poblaciones humanas
fue el de Kersulyte et al. (2000), que identificéd cinco motivos distintos de delecidn,
insercion y sustitucion en el extremo derecho del cagPAl. De los tres motivos mas
comunes, el tipo I predominaba en espafioles, peruanos nativos, ladinos
guatemaltecos, africanos nativos y residentes de los Estados Unidos; el tipo II en
chinos y japoneses; y el Il en indios de Calcuta. Las secuencias analizadas para el gen
cagA y el alelo m1 del gen vacA, de cepas provenientes de peruanos nativos,
resultaron ser mas similares a las espafiolas, a pesar de la relacién mas cercana entre
amerindios y asiaticos. Esto los llevd a sugerir que la bacteria habria sido traida al

Nuevo Mundo por los conquistadores europeos hace 500 afos.

Robinson et al. (2002) confirmé que la prevalencia de la infeccién con H. pylori en
tribus indigenas de Sudamérica era alta y por lo tanto precolombina, a pesar de no
contar con cepas de H. pylori para analisis genéticos. El mismo afio se realizaron un
par de estudios en base al andlisis molecular de genes bacterianos, donde Yamaoka y
colaboradores (2002) presentaron un estudio epidemiolégico-molecular basado en el
analisis de los mismos genes que Kersulyte et al. (2000), comprobando que el 71% de
las cepas provenientes de poblacidn nativa tenian caracteristicas genotipicas de cepas
no-asiaticas, a pesar de haber tenido una influencia occidental minima. Al mismo
tiempo, el equipo de Ghose (2002) analiz6 tres genes que habian demostrado previa
afinidad filogeografica (vacA, babB y HP0638) en dos poblaciones venezolanas con

distinto origen étnico. En el grupo de sujetos amerindios del Amazonas se observaron
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genotipos asiaticos para cada loci estudiado, mientras que en el grupo mestizo de
Caracas éstos no fueron encontrados. Este hallazgo conform6 nuevas evidencias de
que la bacteria ha estado presente en humanos al menos desde que los ancestros de
los amerindios migraron desde Asia hace mas de 11.000 afios atras y de que las cepas

europeas puedan probablemente desplazar a las nativas.

El grupo de Devi et al. (2006) estudié 7 genes housekeeping, los genes babB, oipA y el
cagPAIl de cepas provenientes de peruanos de ancestria amerindia, con el fin de
compararlas con cepas de Espafa y Japon. Se observd que mientras el genotipo
europeo predominaba en las cepas peruanas, casi el 20% de éstas representaban una
subpoblacidon con ancestria amerindia. Todas las cepas en cambio, sin importar su
afiliacion por ancestria, contenian un cagPAI de tipo occidental, indicando una posible
adquisiciéon de éste por parte de las cepas amerindias durante el periodo de
colonizacion. El trabajo sugiere la presencia de H. pylori en peruanos amerindios que
habrian logrado sobrevivir y competir con las cepas europeas, lo que habria sucedido
posterior a la adquisicién del cagPAl, ya sea por ganancia en cepas cag-negativas o por

recombinacion con cepas cag-positivas.

El trabajo mas reciente consistié en el estudio de la prehistoria humana en el Pacifico
mediante el analisis de la distribuciéon de H. pylori (Moodley et al. 2009). En éste, los
autores dedujeron que las poblaciones humanas habrian poblado el Pacifico a partir
de dos olas de migracion, una alcanzando Nueva Guinea y Australia y la otra
extendiéndose a través de Melanesia hasta Polinesia. A partir de este trabajo fue
identificada una nueva cepa de H. pylori llamada hpSahul, separada de la poblacion

asiatica ca. 31.000-37.000 ainos atras.
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Tabla 1.- Resumen de los estudios sobre H. pylori realizados en poblaciones vivas.

Muestra Proveniencia Método Referencia
DNA Cepas del sur de Europa, Analisis molecular del Kersulyte et al. 2000
Latinoamérica, Africa, extremo derecho del cagPA],
Norteamérica, este Asiatico, sur | gen cagA y genotipos del gen
de Asia y noreste Europeo vacA
Seroldgica | Nativos del Amazonas brasilefio | Ensayo seroldgico: ELISAy | Robinson et al. 2002
Western blot
DNA Nativos de Colombia y de Analisis molecular de los Yamaoka et al. 2002
Alaska genotipos de vacA, cagAy
extremo derecho del cagPAI
DNA Pacientes de Caracas (ancestria Andlisis molecular de los Ghose et al 2002
europea y mixta) y Puerto genes vacA, HP0638, babB y
Ayacucho (ancestria amerindia) cagA
DNA Cepas de Espaiia, Japén y Peru FAFLP, MLST, analisis de Devietal 2006
(ancestria amerindia) secuencia de los genes babB
y 0ipA, secuenciacion del
cagPAI
DNA Cepas de Taiwan, Australia, Andlisis molecular de genes | Moodley et al. 2009
Nueva Guinea, Melanesia y housekeeping
Polinesia

Composicion genética de la poblacion chilena: fundamentos para el estudio de

H. pylori.

La salida de Africa ocurrié ca. 50.000-70.000 afios atras (Ingman et al. 2001; Liu et al.
2006; Mellars 2006; Underhill et al. 2000; Zhivotovsky et al. 2003) hacia el Medioeste
y a partir de entonces de forma independiente hacia Europa y Asia. Alrededor de
15.000 afios atras, América fue poblada por humanos de ancestria asidtica que
habrian cruzado el Estrecho de Bering. Estos primeros americanos sufrieron un cuello

de botella genético (Bartolini et al. 2003; Reidla et al. 2003; Schurr et al. 2004) que
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redujo drasticamente la diversidad genética en amerindios, evidenciada hoy en dia en
la absoluta dominancia del grupo sanguineo O entre ellos, su baja heterocigocidad y el
reducido nimero de haplogrupos mitocondriales (Liu et al. 2006; Wang et al. 2007).
Sin embargo, la diversidad de los amerindios ha ido rapidamente en aumento a partir
del influjo genético de europeos y africanos en los ultimos 500 afios, llevando a un

aumento de la poblacién mixta.

La composicion actual de la poblacion de Santiago se encuentra conformada por un
84% de haplogrupos mitocondriales indigenas, resultado significativamente superior
al obtenido a partir de marcadores nucleares (40%) y del cromosoma Y (22%)
(Moraga et al. 2004; Rocco et al. 2002). Lo anterior tiene una significancia importante,
por cuanto el 84% de las mujeres que dieron origen a la poblacion actual de la capital
habrian sido indigenas, mientras que el aporte paterno habria sido
predominantemente europeo, sin despreciar el aporte negroide a la constitucién

genética de la poblacion (Ibid. 2004).

En base a los antecedentes de transmisién predominantemente materna de H. pyloriy
a la intersecciéon de dos procesos, por un lado, el origen predominantemente indigena
de la poblacion de Santiago, y por otro, el reciente mestizaje ocurrido en ella, surge la
pregunta acerca de la distribuciéon de la bacteria en poblacién chilena, que busca

contribuir con nuevas herramientas a la genética y evolucidn de esta poblacion.
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--II--
PROBLEMA DE INVESTIGACION

Considerando la transmisiéon predominantemente vertical de H. pylori y la mayor

patogenicidad de la cepa europea, se postula la siguiente pregunta:

¢ Qué procesos microevolutivos han modelado la distribucién de H. pylori, desde inicios

del poblamiento americano, en poblacién chilena actual?

--III--
HIPOTESIS, RESULTADOS ESPERADOS Y OBJETIVOS

H1

En base a la evidencia de transmision vertical de la bacteria y a la constitucion
predominantemente indigena de la linea materna durante el mestizaje, se postula
transmision principalmente matrilineal, desde inicios del poblamiento americano

hasta el dia de hoy, en esta poblacion.

Prediccion
La cepa asiadtica de H. pylori es mas abundante, por lo tanto, si H1, el analisis

filogenético concentrara las muestras de poblacién chilena con las cepas asiaticas.

H2
En base a la evidencia de co-infeccién de cepas de H. pylori en un mismo hospedero,
mayor patogenicidad de la cepa europea y de mestizaje reciente de la poblacion

chilena actual, se postula la predominancia de la cepa europea en esta poblacion.
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Prediccion
La cepa europea es mas abundante, por lo tanto, si H2, el analisis filogenético

concentrara las muestras de poblacidn chilena con las cepas europeas.

H3
En base a la evidencia de transmision horizontal de distintas cepas de H. pylori en un
mismo individuo, se postula la predominancia de cepas recombinantes hpEuropa-

hpEAsia en poblacién chilena actual.

Prediccion
Las cepas de poblacién chilena actual son recombinantes, por lo tanto, si H3, éstas

estaran constituidas por fragmentos de diversas estructuras geograficas.

Objetivo general

Discutir la evidencia en torno al origen de la infeccién con H. pylori en poblacién

chilena actual a través del andlisis filogenético y de diversidad genética.

Objetivos especificos

* Desarrollar protocolos y métodos para la obtencién y uso de marcadores
moleculares especificos para H. pylori.

» Tipificar las variantes de los marcadores moleculares en cepas de poblacién
chilena actual.

» Inferir el origen geografico de las cepas presentes en muestras de poblacidon
chilena actual para cada gen.

* Identificar la presencia de recombinacion en las cepas.
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--IV--
MATERIALES Y METODOS

Muestras

El DNA gendmico de 25 cepas de H. pylori fue obtenido de pacientes de Santiago. En el
presente estudio, el contexto clinico de las cepas aisladas no fue tomado en
consideracion, como tampoco lo fue la informacién relacionada a los pacientes
intervenidos, debido a que las muestras fueron extraidas en el marco de otro

proyecto.

Analisis de PCR

Se seleccionaron dos marcadores moleculares para H. pylori, considerando uno que
presentara variabilidad (vacA) y otro que se caracterizara por su conservacion (trpC).
El gen vacA fue seleccionado por codificar la inica toxina conocida producida por H.
pylori presente en todas las cepas. La eleccion del gen trpC (codificador de la proteina
de la biosintesis del triptofano), como representante de los demdas genes
housekeeping, fue realizada en base a la construccion de arboles filogenéticos sencillos

para cada uno de estos genes con el fin de detectar el que exhibiera mayor claridad.

Partidores especificos para H. pylori fueron disefiados mediante el uso de Primer3

(Rozen y Skaletsky 1998) y Primer Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en

base a los genomas completos de la bacteria: HP26695 y HPJ99 (acceso Genbank:
NC_000915.1 y NC_000921.1, respectivamente), para identificar fragmentos de ~500
pares de bases (pb) en ambos genes (tabla 2).

La amplificacién de los fragmentos de DNA bacteriano se realizé en un volumen final
de 25 pl. El conjunto de reactivos de la mezcla se conformé con deoxinucledsidos

trifosfatos en una concentracién de 200 mM cada uno, solucién de buffer (KCI 50 mM.,
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Tris-HCI 10 mM,, Triton X-100 0,1%), MgCl;a 2,5 mM,, 12,5 pmoles de cada uno de los
partidores, una unidad de Taq DNA polimerasa y 1 pl de DNA. El proceso fue llevado a
cabo en un termociclador con una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C, 34
ciclos consistentes en 952C por 45 segundos, 552C por 45 segundos para el gen vacA
(589C para el gen trpC), 722C por 45 segundos, y una elongacién final a 722C por 5
minutos. Los productos de PCR se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa a
una concentracion del 2%, usando un estdndar de peso molecular de 100 pb. La
electroforesis se realiz6 en un buffer TAE 1x (40 mM Trisacetato y 1 mM EDTA) a un
voltaje constante de 100 volts. Los productos de la amplificacién para ambos genes

fueron secuenciados haciendo uso de los partidores descritos en la tabla 2.

Tabla 2.- Caracteristicas de los partidores disefiados para este estudio.

Gen | Primer Secuencia 5'-->3' T (°C) Sitio %GC | Tamaiio del
(inicio- producto
término) (pb)
vacA vacAL | ATGGAAATACAACAAACACAC | 47.18 | 900011-9000 | 33.33
31 522"
vacAR AGAATTGCCATTGAATTGGC | 49.39 | 900532-9005 | 40.00
13

trpC trpCL AGGCTTGATGTATCGGGGCGA | 57.75 490-510 57.14

trpCR | TGGGGGCTAATGCGGTGCTT | 58.68 983-964 60.00 494

" El tamario del producto incluye a los partidores.

Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas de las muestras fueron editadas y revisadas por
comparacién con sus respectivos cromatogramas. Posteriormente se buscé y descargd
un set de 380 secuencias (Falush et al. 2003) para ambos genes depositadas en el sitio

PubMLST (http://pubmlst.org/helicobacter), con un tamafio de 456 pb cada una. La

23


http://pubmlst.org/helicobacter

informacion acerca de su pais de procedencia y estructura poblacional fue incluida en

el registro (tablas 3y 4).

Tabla 3.- Cepas por pais y su asociacion a estructuras poblacionales (Falush et al. 2003).

Pais N2 | Estructura | N¢ Pais N2 | Estructura | N¢
poblacional poblacional
Nueva 28 | hspMaori 23 Italia 6 | hpEurope 10
Zelanda hpEurope 3 Estados Unidos 31 | hspWAfrical | 13
hspWAfrical | 2 hspAmerind | 9
Australia [ 3 | hpEurope 3 hpEurope 5
China 1 | hspEAsia 1 Colombia 28 | hpEurope 23
Singapore | 12 | hspEAsia 10 hspAmerind | 4
hpEurope 2 hspWAfrical | 1
Jap6n 1 | hspEAsia 1 Guatemala 1 | hspWAfrical | 1
Korea 11 | hspEAsia 11 Pert 1 | hspEAsia 1
Hong 1 | hspEAsia 1 Canada 6 | hspAmerind | 6
Kong
India 17 | hpEurope 17 Venezuela 4 | hpEurope 2
Tailandia | 2 | hspEAsia 1 hspAmerind | 1
hpEurope 1 hspWAfrical | 1
Israel 5 | hpEurope 5 Burkina Faso 14 | hspWAfrical | 14
Estonia 11 | hpEurope 11 Gambia 1 | hspWAfrical | 1
Finlandia | 9 | hpEurope 9 Senegal 5 | hspWAfrical | 5
Francia 1 | hpEurope 1 Sudan 3 | hpEurope 3
Alemania [ 22 | hpEurope 22 Sudéfrica 86 | hspSAfrical | 52
Holanda 1 | hpEurope 1 hpEurope 17
Lituania 1 | hpEurope 1 hpAfrica2 10
Espafia 38 | hpEurope 38 hspWAfrical | 7
Reino 30 | hpEurope 28
Unido hspEAsia. 1
hspWAfrical | 1
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Tabla 4.- Cepas utilizadas para cada estructura poblacional (Falush et al. 2003)

Grupos N2 de cepas
poblacionales

hpEurope 202
hspEAsia 27
hspMaori 23
hspAmerind 20
hpAfrica2 10
hspWAfrica 46
hspSAfrica 52

TOTAL 380

El set total de 401 secuencias fue alineado con CLUSTAL W (Thompson et al. 1994),
programa para alineamiento multiple de secuencias de DNA o proteinas, y luego con
DAMBE (Xia y Xie 2001), alineamiento que considera la distribuciéon de codones
mediante el alineamiento de secuencias nucleotidicas contra secuencias

aminoacidicas.

La construccion de arboles filogenéticos para ambos genes fue realizada en MEGA 4
(Kumar et al. 2008; Tamura et al. 2007), utilizando el método de Neighbor-Joining con
un bootstrap de 10.000, delecién por pares y el modelo de parametros de Kimura-Z2.
Sobre una muestra de 91 cepas para cada gen, se seleccioné con MODELTEST (Posada
et al. 1998) el modelo de sustitucién nucleotidica que mejor encajara con los datos. A
partir del modelo seleccionado, se utiliz6 MrBayes para crear arboles filogenéticos

independientes a los obtenidos con MEGA 4.

Se estimé la verosimilitud (Foster 2001) para el set de 91 cepas de ambos genes,
elaborando tres posibilidades de arboles (ademas del arbol inicial) de acuerdo a las
hipdtesis planteadas. Sobre el logaritmo de verosimilitud, entre sitios de los arboles
candidatos para ambos genes, se utiliz6 CONSEL (Shimodaira y Hasegawa 2001),

programa que evalua la confianza de la seleccién de un arbol filogenético.
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Se utilizaron dos enfoques para detectar, de forma preliminar, eventos de
recombinacion en el gen vacA. Para esto se implement6 un analisis de sliding windows
y reconstruccion filogenética para cada ventana, con una ventana de 20 nucleétidos,
obteniendo 22 arboles. Se compararon las filogenias de cada ventana para detectar
fragmentos con sefal filogenética de estructura este-asiatica para evaluar posibles
eventos de recombinacién con estas cepas. Ademas se hizo uso del software RAT para
investigar eventos de recombinacion en un set de secuencias nucleotidicas alineadas,

mediante el método en base a distancias (Etherington et al. 2004).

Para la inferencia filogenética se utilizé el enfoque de supermatriz, haciendo uso
directo y simultaneo de todos los OTU’s, combinando en una matriz filogenética tinica
a los genes vacA y trpC y siendo su principal ventaja la observacion de una sefial
filogenética distinta de la observada en arboles por separado, presumiblemente
debido a la superposicion de la sefial al ruido filogenético. Este enfoque ha
demostrado ademas una mayor confianza (de Queiroz y Gatesy 2007; Gatesy et al
2002). Previo a la concatenacién de datos se realizé un test de homogeneidad (Farris
et al. 1995) para evaluar, bajo un enfoque de parsimonia, si el nivel de incongruencia

de la senal filogenética entre los dos genes era mayor que el esperado por azar.

Ademas, se implement6 el uso de Network 4.5.1.6. (© 2009 Fluxus Technology Ltd.

http://www.fluxus-engineering.com/) para la reconstruccion de las redes

filogenéticas entre las distintas cepas en base al método de parsimonia. Se ocup6 el
algoritmo de Median-Joining, que permite el procesamiento de datos multiples no
binarios, sobre el set de secuencias de genes concatenados y secuencias completas de

DNA mitocondrial.

Finalmente, se llevd a cabo un test de seleccion (Test Z), sobre los genes vacA y trpC,
para evaluar la probabilidad de rechazar la hipétesis nula de estricta neutralidad
(dN=dS, nudmero de sustituciones no-sinébnimas y sinénimas por sitio,

respectivamente) y se estimé la diversidad nucleotidica (1) de H. pylori, calculando el
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nimero promedio de sustituciones por sitio entre todos los pares de secuencias

dentro de cada grupo.
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--V--
RESULTADOS

DNA bacteriano

De un total de 25 muestras estudiadas para poblaciéon chilena, s6lo fue posible
amplificar el DNA de 21 de ellas (84%). La amplificacién por PCR revel6 la presencia
de los genes trpC y vacA en todas las muestras, siendo confirmada la calidad del DNA

por medio de electroforesis en gel de agarosa.

Analisis filogenético de los genes estudiados

Gen trpC. Las relaciones filogenéticas observadas en la fig. 6 revelan la formacion de
grupos para hpEAsia, hpAfrical y hpAfricaZ, mientras que hpEurope se distribuye a lo
largo de todo el arbol formando tres subdivisiones principales, una africana, otra
asiatica y una ultima europea, a la que pertenece el mayor nimero de muestras
chilenas (n=16). El resto de ellas se encuentra distribuido en hpAfrical (n=5). El arbol
filogenético de la fig. 7, construido en base a una muestra de 91 cepas, exhibe
agrupaciones claras para hpEAsia, hpAfrica2, hpAfrical y hpEurope, no mostrando
esta ultima las subdivisiones antes observadas. Las cepas de poblacién chilena se
distribuyen a lo largo de todo el arbol, mostrando una tendencia a agruparse con

hpAfrical (n=7), hpEAsia (n=5) y hpEurope (n=9).

Gen vacA. Las cepas de la fig. 8 muestran una distribucién menos clara que para los
casos anteriores. hspEAsia y hspMaori se observan en clados definidos, mientras que
hpAfrical, hpAfrica2 y hspAmerind se encuentran dispersos en mas de un grupo.
hpEurope se encuentra esparcida por todo el arbol y, como para la fig. 6, exhibe una
inclinacion a agruparse con hpEAsia, hpAfrical y a conformar un grupo netamente
europeo. Las muestras chilenas se agrupan casi en igual nimero con hpAfrical (11) y

hpEurope (10).
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Las relaciones filogenéticas exhibidas en la fig. 9, muestran una mejor definicion de los
clados que para el caso anterior. hspEAsia, hspMaori y hpAfrical se ubican en grupos
definidos, mientras que las cepas europeas se distribuyen en hpEAsia y en un grupo
conformado por cepas de hpAfrica2 y de poblacién chilena (n=8), estas ultimas
ubicadas ademas entre hpAfrical (n=8) y hpEAsia (n=4). Unicamente una cepa de

poblacién chilena agrupa con Europa.

El test AU (p=1.0), realizado en CONSEL, confirma los arboles filogenéticos
presentados para ambos genes, rechazando los arboles sometidos a diferentes
constraints. Los contraints equivalen a “forzar” la busqueda de arboles 6ptimos a aquel
subconjunto del espacio de arboles que es compatible con hipotesis definidas a priori
acerca de las relaciones de parentesco. De esta manera, el test AU compara la
verosimilitud del arbol observado respecto de diferentes hipdtesis filogenéticas
representadas por arboles “esperados” bajo las diferentes hipétesis, ie. ancestria
asiatica, amerindia y europea de las cepas de poblacion chilena actual. Estas tres
hipotesis sobre el origen de las cepas chilenas definieron tres constraints diferentes
que fueron usados en la busqueda, por criterio de parsimonia, del mejor arbol
representante de cada una de estas hipotesis. De esta forma, se obtuvieron tres
topologias parsimoniosas “esperadas”, derivadas de cada una de las tres hipoétesis

planteadas.

Supermatriz filogenética. En ésta se observa que los clados hpEAsia y hpAfrica2 se
encuentran bien definidos, mientras que Europa se distribuye a lo largo de todo el
arbol, subdividiéndose nuevamente en tres grandes grupos, uno mas cercano a
hpEAsia, otro a los grupos hpAfrical y hpAfrica2 y el dltimo formado por cepas
europeas, donde se encuentran dispersas todas las de poblacion chilena (=21) (Fig.

10).

El test de homogeneidad rechazé la hipotesis de nulidad, la que indica que las

diferencias en la sefial filogenética entre ambos genes se debe al azar. Sin embargo,
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este test debe tomarse con precaucion, considerando que la mayor proporciéon de
diferencias nucleotidicas se distribuye dentro de los clados y no entre ellos. Por lo
tanto, el andlisis de homogeneidad deberia considerar, en este caso, un disefio en

donde se minimice el efecto de las relaciones intra-clado.
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Fig. 6.- Relaciones genéticas deducidas mediante el software MEGA 4, para el gen housekeeping

trpC (n=401), usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987), el modelo de

pardmetros de Kimura 2 (Kimura 1980), un bootstrap de 10.000 y la opcion de delecién por

pares.
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Fig. 7.- Arbol de consenso realizado en Bayes para el gen housekeeping trpC (n=91), usando un

modelo K81uf+I+G de sustitucion.
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Fig. 8.- Relaciones genéticas deducidas mediante el software MEGA 4, para el gen de
patogenidad vacA (n=401), usando el método de Neighbor-Joining, el modelo de pardmetros de

Kimura 2, un bootstrap de 10.000 y la opcién de delecion por pares.
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Fig. 9.- Arbol de consenso realizado en Bayes para el gen de patogenidad vacA (n=91), usando

un modelo GTR+I+G de sustitucion.
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Fig. 10.- Supermatriz de las secuencias de DNA para los genes vacA y trpC (n=401).

35



Analisis comparativo de los arboles filogenéticos en cepas de poblacion chilena
y en cuatro estructuras poblacionales

(Falush et al. 2003)

Gen trpC. Los arboles filogenéticos (fig. 11), tanto para cepas asidticas como para
amerindias con poblacion chilena, presentan una morfologia similar, en donde éstos
se bifurcan en dos grupos principales y las muestras chilenas no presentan una
agrupacion concentrada. El arbol que exhibe la situacién del gen trpC para cepas
africanas y de poblaciéon chilena, presenta una clara formacién de grupos para
hpAfrical y hpAfrica2, no asi para las muestras chilenas que se encuentran incluidas
en hpAfrical. La morfologia del arbol filogenético que refleja la distribucion de cepas
europeas y de poblacion chilena difiere considerablemente de los demads, no
mostrando agrupaciones de cepas, sino distribuyéndose de forma continua a lo largo

de todo el &rbol.

Gen vacA. La morfologia de los arboles (fig. 12) para el gen vacA no es muy distinta de
la de los arboles para el gen trpC, sin embargo el modo de agrupacién y distancia entre
las cepas difiere en cada caso. Los arboles filogenéticos, para cepas asiaticas y
amerindias con poblacién chilena, presentan una divisién principal en dos grandes
clados, y luego una secundaria dentro de cada clado. Para el caso de cepas africanas
con poblacion chilena, se observa la formaciéon de tres grupos conformados por
hpAfrical en la parte superior del arbol, hpAfrica2 y muestras chilenas en la parte
inferior (n=10). Estas ultimas se encuentran también distribuidas en hpAfrical
(n=11). La morfologia del arbol de cepas europeas y muestras chilenas difiere
considerablemente de la de los demas, no mostrando agrupaciones de cepas, sino una

distribucidn continua a lo largo de todo el arbol.
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Fig. 11.- Comparacion de las relaciones genéticas del gen housekeeping trpC para cepas de
distintos origenes y de poblacién chilena (n=21). Arboles construidos mediante el software
MEGA 4, usando el método de Neighbor-Joining, el modelo de pardmetros de Kimura 2, un

bootstrap de 10.000y la opcién de delecién por pares.
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Fig. 12.- Comparacion de las relaciones genéticas del gen de patogenidad vacA para cepas de

distintos origenes y de poblacién chilena (n=21). Arboles construidos mediante el software

MEGA 4, usando el método de Neighbor-Joining, el modelo de pardmetros de Kimura 2, un
bootstrap de 10.000y la opcién de delecion por pares.
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Analisis comparativo de arboles filogenéticos en cepas de poblacion chilenay de

otros estudios.

En la fig. 13 es posible comparar la morfologia del arbol para los genes housekeeping
concatenados de 87 cepas de H. pylori (Wirth et al. 2005) con la del arbol para uno
solo de estos genes, el gen trpC. Ambos arboles exhiben una distribucién continua de
las cepas, indicando que el gen trpC es representativo de los demas genes
housekeeping. En la fig. 14, en cambio, se compara la morfologia del arbol para el gen
de patogenidad cagA (Ibid.) con la del arbol para el gen de patogenidad vacA. En el
primero se observa una separacion entre los grupos africanos e indoeuropeos del
asiatico. En el segundo, si bien todas las cepas son de poblacién chilena, también
puede apreciarse una diferenciacion en dos grandes clados. El analisis de sliding
windows sobre el set de datos reveldé que las muestras de poblacién chilena que se
agrupan en la parte superior del arbol comparten semejanzas con las cepas de origen
amerindio en las primeras 80 pb, y no en las restantes regiones del gen, situacion que

no se observa en el cluster de la parte inferior.
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Fig. 13.- Comparacion del drbol para los genes housekeeping concatenados (n=87) con el drbol
para el gen trpC (n=21). El primer drbol fue construido en base al método de Neighbor-Joining
con un modelo Tamura-Nei + GTR + I, mientras que el segundo fue construido en base al método

de Neighbor-Joining con un modelo de pardmetros Kimura 2.
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Fig. 14.- Comparacion del drbol para el gen de patogenidad cagA (n=87) con el drbol para el
genvacA (n=21). El primer drbol fue construido en base al método de Neighbor-Joining con un
modelo Tamura-Nei + GTR + I, mientras que el segundo fue construido en base al método de

Neighbor-Joining con un modelo de pardmetros Kimura 2.

Analisis de Recombinacion

Los analisis de recombinacion fueron realizados sobre el set de 91 muestras para el
gen de patogenidad vacA, debido a la gran variabilidad que éste presenta. El analisis
de sliding windows resulté en 22 arboles filogenéticos distintos (fig. 15), mostrando

muy poca sefial filogenética el primero, y mucha mas el altimo. En RAT (fig. 16), 1a cepa
genéticamente mas cercana a la de referencia (Hp100, poblacién chilena) consiste en una de
la misma poblacién, compartiendo la misma secuencia durante casi 100 pb. En circulos rojos
se destacan posibles eventos de recombinacion, observandose la presencia de cuatro en este

alineamiento, todos con cepas de hpAfrical.
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Fig. 15.- Sliding window sobre el set de 91 cepas para el gen vacA.
(I1zq.) Arbol construido para la primera ventana; (der.) drbol construido para la tiltima

ventana. Dentro de cada corchete se destacan las muestras de poblacion chilena.
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Fig. 16.- RAT sobre un alineamiento representativo de cada estructura poblacional (lineas
coloreadas) para el gen vacA. El eje X representa la ubicacién en la secuencia y el eje Y la
distancia genética de cada secuencia del alineamiento en relacion a la cepa de referencia de

poblacidn chilena (Hp100). Los circulos rojos destacan posibles hot spots mutacionales.
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Test de seleccion

Tanto el gen vacA como el gen trpC rechazan la hipoétesis nula de estricta neutralidad,
avalando una seleccion purificadora (negativa) con un numero significativamente

mayor de sustituciones sindnimas que no-sindénimas (tabla 5).

Tabla 5.- Test de seleccion (Test Z)

vacA trpC
Prob Stat Prob Stat
hspMaori 0.000 -4.459 0.001 -3.532
hpEurope 0.000 -6.063 0.000 -8.481
hspEAsia 0.000 -5.957 0.000 -6.013
hpAfrica2 0.000 -6.029 0.000 -5.922
hspWAfrica 0.000 -4.834 0.000 -5.732
hspSAfrica 0.000 -5.893 0.000 -5.323
hspAmerind | 0.000 -5.935 0.000 -5.146
Chile 0.000 -5.002 0.000 -5.630
Total 0.000 -6.601 0.000 -7.489

El test estadistico (dN-dS) se muestra en la columna Stat. Los valores p menores a 0.05 son
considerados significativos. dSy dN son los niimeros de sustituciones sinénimas y no sinénimas
por sitio, respectivamente. La varianza de las diferencias fue computada usando el método de
bootstrap (100 réplicas). Los andlisis fueron realizados usando el método de Nei-Gojobori en

MEGA4.
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Estimacion de diferenciacion nucleotidica

El valor L corresponde al coeficiente entre el numero de polimorfismos en una
secuencia y el total de nucleétidos presentes en ella. Este alcanza los valores mas altos
para la cepa europea, tanto en el gen vacA como en el gen trpC, mientras que los
valores mas bajos se observan en la cepa maori. El valor m consiste en la diversidad
promedio para cada poblacién y su comparacion con 6 permite evaluar si la
diversidad presente en la poblaciéon es homogénea a lo largo de la muestra o esta

concentrada en unos pocos individuos.

En la tabla 6 se observan los valores para los genes vacA y trpC en todas las
poblaciones, en comparacién con un set de secuencias de DNA mitocondrial de un
tamafio similar al de los genes ya mencionados. Como unicamente fueron
consideradas aquellas secuencias completas de DNA mitocondrial, se excluy6 del
analisis al subgrupo polinésico. Los subgrupos africanos fueron considerados como
uno solo, al igual que el subgrupo amerindio y otros grupos americanos. De la
comparaciéon de @ y m, para el gen vacA, es posible afirmar que la alta variabilidad
observada en hpEurope es homogénea a lo largo de la muestra. En cambio, la
variabilidad presente en hspSAfrica y hspWAfrica, que exhiben los niveles mas altos
después de hpEurope, seria producto de unos cuantos individuos. hpEurope también
muestra los valores mas altos de diversidad homogéneamente distribuida para el gen
trpC, siguiéndola hspWAfrica y Chile, donde la variabilidad se distribuye de forma

homogénea sélo en la muestra chilena.
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Tabla 6.- Comparacion entre la diversidad nucleotidica para los genes vacA, trpCy

fragmento de ~500 pb de DNA mitocondrial.

vacA trpC mtDNA
o’ it 2] i 2] i
hspMaori 0.20 0.017 0.16 0.015 --- ---
hpEuropa 0.72 0.065 0.93 0.073 | 0.010 | 0.001
hspEAsia 0.24 0.026 0.39 0.031 0.024 | 0.002
hpAfrica2 0.37 0.063 0.26 0.040
hspWAfrica 0.40 0.034 0.41 0.042

0.016 | 0.001
hspSAfrica 0.42 0.035 | 0.39 0.041
hspAmerind 0.39 0.069 0.25 0.028
Chile 0.34 0.067 | 047 0.062 0022 | 0.001

T Proporcién de sitios polimdrficos (estandarizada por el logaritmo natural)

? Diversidad promedio para la poblacién completa.

Reconstruccion de relaciones entre cepas

La distribuciéon de las cepas de H. pylori es muy similar a la observada en la
supermatriz, donde hpEurope se distribuye a lo largo de todo el eje, conformando
grupos consigo misma, con hpEAsia y hpAfrical, y las cepas de poblacion chilena

siguen una distribucién muy similar a hpEurope (fig. 17).

Bajo un enfoque de parsimonia, la relacion entre individuos se observa mucho mas
clara para aquellos que presentan baja diversidad nucleotidica y escasa
recombinacién (fig. 17). Sin embargo, individuos con altas tasas de recombinacién
pueden presentar una mayor capacidad de proveer informacion acerca de la historia

de las poblaciones humanas, al exhibir secuencias altamente polimorficas.
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Fig. 17.- (1zq.) Red de relaciones entre las cepas a partir de las secuencias de genes

concatenados. (Der.) Red de relaciones entre las secuencias de DNA mitocondrial (n=59).



--VI--
DISCUSION

Los humanos somos responsables de haber modelado parte de la evolucién de los
microbios, reflejando en la distribucién de sus genomas algunas de las diferencias
genéticas, lingiiisticas y culturales propias de la poblaciéon humana. Es por esto que el
estudio de microbios que han evolucionado en estrecho contacto con los humanos,
permite el estudio indirecto de sus hospederos, otorgando informacién desde una

perspectiva Unica acerca de procesos evolutivos de las poblaciones.

El aislamiento genético, la deriva y la seleccién podrian explicar los procesos de
radiaciéon de humanos en diferentes grupos y la divergencia de H. pylori en tipos
geograficos, donde tanto hospedero como bacteria muestran patrones de aislamiento
por distancia (Linz et al. 2007). Sin embargo, las interacciones entre grupos humanos
estan continuamente ofreciendo nuevos influjos genéticos, tanto a nivel humano como
microbiano, en los que parasitos que alguna vez divergieron en la historia humana se
encuentran en proceso de convergencia, volviendo dificil la diferenciaciéon de las

senales filogeograficas.

En las relaciones hospedero-parasito, un flujo génico restringido en el hospedero lleva
a adaptaciones locales en el microbio (Gandon 1998; Kirkpatrick et al. 1997). Un
ejemplo de ello es la afinidad de las cepas de H. pylori a unirse a antigenos de grupos
sanguineos expresados en la mucosa gastrica humana, donde las cepas europeas se
unen a los tres antigenos de grupos sanguineos (A, B y 0), mientras que las cepas
amerindias Unicamente tienen afinidad por los antigenos del grupo sanguineo O
(Boren et al. 1993; Dominguez-Bello et al. 2008). La mezcla en humanos modernos
resulta, por lo tanto, no s6lo en un aumento en la diversidad humana, sino también en
un aumento de la diversidad microbiana del microbioma humano. A largo plazo, es
posible predecir una superaciéon de las distancias genéticas maximas por la

homogenizacidn de la estructura genémica en las distintas cepas (recombinantes) y
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humanos (mestizos), resultando en una disminucion de las distancias genéticas
poblacionales. Observar como ocurren estos procesos se vuelve una tarea necesaria,
dada la importancia que algunas bacterias humanas tienen para la salud de las
poblaciones, ya que alteraciones en las dindmicas de co-evolucién podrian traer como

consecuencia cambios en el patrén de enfermedades.

A continuacion se discuten las hipoétesis, planteadas al inicio del presente trabajo, a la

luz de los datos obtenidos:

1. H. pylori presenta transmision principalmente matrilineal, desde inicios del
poblamiento americano hasta el dia de hoy, en poblacion chilena actual. En el
presente estudio no se observa un componente asiatico en la estructura
poblacional de H. pylori. Es probable que, debido a la naturaleza de la muestra, no
pueda observarse una asociaciéon entre cepas de poblacién chilena con las de
origen asiatico. No se descarta, sin embargo, la posibilidad de que estudios
enfocados en otros genes o en una muestra de individuos sanos permitan aceptar

esta hipotesis.

2. Existe una predominancia de la cepa europea de H. pylori en poblacion
chilena actual. Las cepas de poblacidén chilena se agrupan, a lo largo de todos los
analisis, con hpAfrical y hpEurope en su mayoria, confirmando el fuerte
componente europeo de H. pylori en poblacidn chilena actual. Para explicar este

componente tan definido se postulan las siguientes posibilidades:

2.1. Sesgo muestral. Un factor a considerar en este estudio es el sesgo presente
en la muestra, el cual incluye inicamente a aquellos individuos que, debido
a una enfermedad gastrica, requirieron de procedimientos médicos para
ser debidamente diagnosticados. El consumo de antibiéticos y otros
medicamentos, como los inhibidores de la bomba de protones que reducen

el acido gastrico, podrian estar afectando a las poblaciones bacterianas al
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aumentar la presidn selectiva a favor de variantes particulares, modelando
el genoma de microbios en poblaciones humanas. Esto podria estar
explicando la prevalencia de las cepas europeas, ya que presentan una

mayor patogenicidad que las demas.

2.2. Competencia entre cepas y dominancia de cepas europeas. Es posible
que tanto la diversidad intra-genémica (mosaicismo) como la inter-
genomica (diversidad de cepas) hayan jugado un rol importante en la
expansion de hpEurope en individuos mestizos. Pareciera que las cepas de
origen amerindio carecieran de la diversidad necesaria para sobrevivir en
hospederos con una alta diversidad genética, como la que presentarian los
mestizos, ocurriendo un desplazamiento de las cepas amerindias por las
europeas. Este desplazamiento podria haber ocurrido por competencia
durante la colonizacién, donde cepas generalistas tendrian una mayor
oportunidad de colonizar diversos ambientes que las especialistas (como
en el caso de cepas que se unen al grupo sanguineo O amerindio que
tendrian menos éxito colonizando individuos carentes de este grupo) o por
transformaciéon, donde el DNA de las cepas de origen europeo seria
seleccionado y por lo tanto las cepas recombinantes se habrian vuelto “mas
europeas”. Asumiendo que las cepas de poblacion chilena presentan un
grado de recombinacién, el gran componente europeo en éstas y el escaso

componente amerindio, avalaria esta hipotesis.

3. Las cepas de poblacion chilena recombinan. En el presente estudio la deteccién
de recombinacién fue posible, no obstante los eventos de recombinacién no fueron
caracterizados (identificando secuencias parentales y recombinantes, o puntos de
quiebre) ni fue medida la cantidad de recombinacién, enfoques que quedaran

pendientes para estudios futuros.
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--VII--
CONCLUSIONES

Los andlisis filogenéticos realizados sobre el set de cepas de distintos origenes

geograficos, incluidas las muestras chilenas, muestran que:

1. hpEAsia y hpAfrica2 mantienen una agrupaciéon mas definida que las demas cepas,
lo cual puede estar reflejando una mayor diferenciaciéon nucleotidica del resto de
los grupos poblacionales. Esto se vuelve evidente cuando se aprecia que las cepas
de hspEAsia sé6lo provienen del este asiatico (a excepcion de una) y las de
hpAfrica2 sélo lo hacen de Sudafrica. Una situacion mas compleja se observa en
hpEurope que, al encontrarse distribuida a lo largo del arbol, no representa un
clado definido, lo que puede estar relacionado con migraciones y eventos de
colonizacion en los distintos continentes a lo largo de la historia humana. Ademas,
su presencia en todas las estructuras poblacionales puede estar evidenciando una
alta competencia y mejor adaptacién de este tipo de cepa mas generalista,
pudiendo conllevar incluso a un eventual reemplazo de otras cepas mas

especificas.

2. Las cepas de poblaciéon chilena comparten una homologia considerable con
aquellas pertenecientes a hpEurope y a hpAfrical, indicando patrones genotipicos
en comun entre los grupos mencionados. Esto podria explicarse por un lado, por la
conquista y posterior colonizaciéon europea en el continente americano hace mas
de 500 afios, y por otro, al trafico de esclavos africanos entre el siglo XVI y XVI]I,

provenientes en su mayoria del oeste y centro de Africa.

3. La continuidad que presentan cepas europeas y de poblaciéon chilena, en los
arboles filogenéticos, podria estar reflejando una menor diferenciacion
nucleotidica entre estas cepas, dada por el intercambio génico continuo entre

ambas poblaciones.
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4. Las diferencias nucleotidicas entre las cepas de distintos origenes no son tan
grandes para genes conservados, lo que permite observar arboles que no forman
grupos muy diferenciados, sino una continuidad en la distribucion de las cepas que
se agrupan segun cercania genética. Por otro lado, la formaciéon de clados muy
diferenciados entre cepas distintas se observa en los arboles para genes de
patogenicidad, indicando mayores diferencias nucleotidicas y, por tanto, mayor
variabilidad. Esta ultima refleja una mayor tasa de recombinacién para este gen
que para el conservado y quiza un hot spot genético para la recombinacion dentro

del genoma bacteriano.

5. Es posible que la formacién de subgrupos, observada en la muestra chilena (fig.

14), esté relacionada con una variabilidad en los genotipos del gen vacA.

6. La presencia de H. pylori en poblacion extinta permite afirmar su existencia en
América precolombina y, por tanto, una ancestria asiatica. Sin embargo, la fuerte
asociaciéon del gen de patogenicidad vacA con hpEurope, permite inferir su

adquisiciéon en momentos posteriores al contacto europeo.

Direcciones futuras

1. Estudiar la variabilidad en el extremo derecho de la isla de patogenicidad cag, que
muestra una distribucién geografica no aleatoria, y realizar analisis de los
genotipos del gen vacA. Este gen se encuentra en todas las cepas de H. pylori,
existiendo diferentes genotipos de acuerdo a la variabilidad presente en la region
sefial y media. La discriminacién entre los genotipos de este gen puede ser usada
para clasificar las cepas asociadas a patologias determinadas (van Doorn et al.
2009), siendo de particular interés epidemioldgico y farmacogenético en ausencia

de trabajos de este tipo para poblacion chilena.
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2. Llevar a cabo un analisis de recombinacion mas profundo. H. pylori recombina en

fragmentos de 417 pb en promedio (Suerbaum et al. 2007), significando esto que
deben ser secuenciados fragmentos mas extensos que permitan una interpretacion

ala luz de eventos de recombinacion.

Hacer uso de otras fuentes de DNA bacteriano, como deposiciones humanas, con el
fin de poder acceder a una muestra control de individuos sanos. De esta forma,
podria hacerse un muestreo geografico de la bacteria en poblacion chilena actual y
en grupos étnicos del norte, centro y sur, incluyendo Rapa Nui, tomando en

consideracion tanto la diversidad genética del parasito como la del hospedero.

En este estudio se buscaron estdmagos de las momias depositadas en las
dependencias de la Facultad de Ciencias Sociales (colecciones Az-71 y Ta-40), no
encontrando ninguno para poder realizar la deteccion bacteriana (anexo:
imagenes de algunas de las momias que fueron encontradas y revisadas en el
deposito). Para futuros proyectos, se sugiere buscar la presencia de H. pylori en
momias precolombinas del norte chileno, con el fin de comparar el origen de su
infeccion en poblacion precolombina y actual. Posteriormente, seria posible
comparar las muestras precolombinas con muestras provenientes de grupos

Siberianos para evaluar un posible origen centroasiatico de estas cepas.

52



--VIII--
AGRADECIMIENTOS

A los Drs. Sergio Flores y Mauricio Moraga, por guiar los trabajos de laboratorio,
analisis bioinformaticos y participar activamente en el disefio y desarrollo de este
proyecto; al Dr. Héctor Toledo por facilitar el acceso a muestras de DNA bacteriano; al
Dr. Pelayo Correa por facilitar informacion, textos e imagenes relacionadas a sus
trabajos de investigacion en Chile; y finalmente, al comité evaluador por revisar el

escrito de este proyecto.

--IX--
GLOSARIO

Aislamiento genético: ausencia de intercambio genético entre poblaciones o especies como producto

de la separacién genética o mecanismos que previenen la reproduccién.
Aislamiento por distancia (IBD): tendencia de los individuos de encontrar parejas provenientes de
poblaciones cercanas. Como resultado de esta tendencia, las poblaciones que viven cerca son

genéticamente mas similares que las poblaciones que viven separadas.

Analisis filogenético: estudio de las relaciones evolutivas entre varios grupos de organismos,

descubiertas mediante la secuenciacién de datos moleculares y matrices de datos morfolégicas.
Antigeno: molécula capaz de producir una respuesta inmune adaptativa.

Bacterias gram-negativas: bacterias que no retienen la tinta en el protocolo de tincién Gram y cuyas

capacidades patogénicas estan asociadas a ciertos componentes de sus paredes celulares.

Bootstrap: es una técnica para evaluar la confianza de cada clado de un arbol observado, basado en la

cantidad de arboles que muestran los mismos clados.

Cepa: variante genética o subtipo de un microorganismo.
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Clado: cada una de las ramas del arbol filogenético propuesto para agrupar a los seres vivos. Se

interpreta como un conjunto de especies emparentadas.

CLUSTALW: programa de alineamiento de multiples secuencias de DNA o proteinas. Calcula el mejor
ajuste para las secuencias seleccionadas y las coloca en fila de tal manera que las identidades,
similaridades y diferencias puedan ser vistas. Las relaciones evolutivas pueden ser observadas
mediante cladogramas o filogramas (Thompson et al. 1994).

Cluster: grupo o conglomerado.

Coevolucion: cambio en la composicion genética de una especie (o grupo) en respuesta al cambio

genético en otra.

Comensalismo: tipo de relacion entre dos organismos donde uno se beneficia y el otro no es afectado.

Conjugacion: transferencia de informacion genética desde una célula bacteriana a otra que requiere

contacto fisico entre ambas bacterias.

Convergencia: proceso por el cual organismos no relacionados adquieren, de forma independiente,

caracteristicas similares.

Cromosomas homélogos: cromosomas que hacen sinapsis durante la meiosis.

Cromosoma Y: uno de los dos cromosomas determinantes de sexo en la mayoria de los mamiferos,
incluyendo humanos. Esta constituido por 60 millones de pares de bases y es transmitido de padre a
hijo.

Crossing over: intercambio de material genético entre cromosomas homologos.

Cuello de botella: disminucion del tamafio de la poblacién en un periodo de tiempo determinado que

reduce la diversidad genética de los individuos.

DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology and Evolution): programa que presenta funciones

analiticas para genémica y evolucién molecular (Xia y Xie 2001).

54



Deriva génica: mecanismo evolutivo en donde una poblacién experimenta un cambio en la frecuencia

de un alelo en particular provocado por azar.

Divergencia genética: proceso en el cual dos o mas poblaciones de una especie ancestral acumulan

cambios genéticos independientes a través del tiempo.

D-loop mitocondrial: estructura donde dos hebras de una molécula de DNA, separadas por un tramo,
se mantienen separadas por una tercera hebra que es complementaria a una de las principales y se
acopla con aquella, desplazando a la otra hebra principal en la regién. E1 D-loop mitocondrial ocurre en
la principal area no codificante de la molécula de DNA mitocondrial, en un segmento llamado regién de

control.

Endosimbiosis: asociacidn estrecha entre especies, en la que los individuos residen dentro de una
misma célula. El término endosomatico describe con mayor claridad a cualquier simbionte que
residiera en el interior del cuerpo de otro ser vivo, como es el caso de muchas de las bacterias que

forman parte de la microbiota intestinal.

Estructura poblacional: forma de subdivisién de las poblaciones.

Filogeografia: estudio de los procesos histéricos que pueden ser responsables de las distribuciones
geograficas contemporaneas de los individuos. Describe las sefiales genéticas estructuradas

geograficamente dentro de una especie.

Fst: medida de diferenciacién de una poblacion basada en datos genéticos polimérficos, tales como
SNPs o microsatélites. El Fst es la correlacion de alelos escogidos aleatoriamente dentro de la misma

subpoblacién en relacion a los encontrados en la poblacién completa.

Genes autosémicos: genes ubicados en cromosomas distintos a los cromosomas sexuales que se

heredan y expresan en forma idéntica en machos y hembras.

Haplogrupos de DNA mitocondrial humano: grupos determinados por las variaciones encontradas
en el DNA mitocondrial humano. Estos trazan la ascendencia matrilineal hasta los origenes de la

especie humana en Africa y desde alli, a su dispersién por todo el planeta.

Haplotipos: combinacién de alelos ligados a multiples loci que son transmitidos en conjunto y que

determinan un cierto fenotipo.
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Hot spot genético: region del DNA que es mucho mas susceptible a mutaciones que otras.

Inversiones: ocurren cuando un cromosoma se quiebra en dos lugares y el fragmento de DNA

resultante se vuelve a insertar de forma invertida, en el cromosoma.

Kimura-2: modelo que toma en cuenta las tasas de sustitucidn transicionales y transversionales,
asumiendo que las cuatro frecuencias nucleotidicas son las mismas y que las tasas de sustituciéon no

varian entre sitios (Kimura 1980).

Linfoma MALT: forma de linfoma que envuelve al tejido linfoide asociado a la mucosa, frecuentemente

en el estdbmago, pero todas las mucosas pueden verse afectadas (Fischbach et al. 2009).

Marcadores genéticos: son genes o secuencias de DNA con una ubicacién conocida en un cromosoma
que pueden ser usados para identificar células, individuos o especies. Algunos tipos de marcadores

genéticos son: RFLP, RAPD, VNTR, SSR, SNP, STR, entre otros.
Maxima parsimonia: método estadistico no paramétrico usado para estimar filogenias. Bajo
parsimonia, el arbol filogenético preferido es aquel que requiera el minimo de cambios evolutivos para

explicar los datos observados.

Maxima verosimilitud: método estadistico usado para encajar un modelo estadistico a los datos y

para proveer estimaciones a los parametros del modelo.

MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis): software disefiado para el analisis comparativo
de secuencias génicas homdlogas, tanto de familias multigénicas como de especies diferentes, con un
énfasis especial en la inferencia de relaciones evolutivas y evolucién de modelos de DNA y proteinas
(Kumar et al. 2008).

Meiosis: proceso de division en el cual el nimero de cromosomas por célula es reducido a la mitad.

Microbioma: total de microbios, sus genomas y sus interacciones en un ambiente definido.

Microsatélites: secuencias repetidas de 1-6 pb usadas como marcadores moleculares para estudios de

parentesco y poblaciones, entre otros.
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Método de minima evolucién (ME): método en el cual el arbol es adaptado a los datos y el largo de

ramas es determinado usando el método de minimos cuadrados no ponderados.

MLST (Multilocus Sequence Typing): técnica de clasificacion de multiples loci, en la que cepas de
especies bacterianas son caracterizadas usando las secuencias de DNA de maultiples genes

housekeeping.

MODELTEST: programa que utiliza los valores de verosimilitud logaritmica para establecer el modelo

de evolucion nucleotidica que mejor encaje con los datos (Posada et al. 1998).

Mosaicismo: alteraciéon genética en la que coexisten dos o mas poblaciones de células con distinto

genotipo en un mismo individuo.

MrBayes: es un programa para la inferencia bayesiana de filogenias que emplea una variante de

Montecarlo basado en cadenas de Markov (Huelsenbeck 2000).

Neighbor-jJoining: método de agrupamiento usado para la construcciéon de arboles filogenéticos

basado en el criterio de minima evolucién (Saitou y Nei 1987).

Organismos micro-aerofilicos: microorganismos de tipo especifico que requieren oxigeno para
sobrevivir, pero en ambientes con niveles mas bajos que los presentes en la atmdsfera (concentraciéon

~20%).

Panmixis: poblacion en la que todos los individuos son parejas potenciales. Esto asume que no hay
restricciones de emparejamiento, ni genéticas ni conductuales, y por lo tanto, la recombinacién es

posible.

Parasitismo: tipo de relacion simbidtica entre organismos de diferentes especies donde uno, el

parasito, se beneficia a expensas del hospedero.

RAT (Recombination Analysis Tool): herramienta para investigar eventos de recombinaciéon en un
numero de secuencias alineadas (de proteinas o DNA) de cualquier tamafio (desde secuencias virales

cortas a genomas completos) (Etherington et al. 2004).

Seleccion natural: proceso por el cual ciertos rasgos hereditarios, que favorecen la sobrevivencia y

reproduccidn exitosa, se vuelven mas comunes en una poblacién a lo largo de generaciones sucesivas.
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Sliding window: procedimiento para detectar potenciales recombinaciones, basado en la inferencia

filogenética bayesiana.

SNPs (polimorfismo de nucleétido simple): variacion en la secuencia de DNA, que afecta a un solo
nucledtido de una secuencia del genoma, que debe darse al menos en un 1% de la poblacién para ser
considerada como tal. Debido a que no cambian mucho de una generacidn a otra, es posible seguir su

evolucion en estudios poblacionales.

Test AU (Approximate Unbiased Test): valor p de un test aproximado y no sesgado.

Transduccion: proceso por el cual el DNA es transferido de una bacteria a otra mediante un vector

viral.

Transformacién: proceso por el cual algunas bacterias adquieren nuevos genes tomandolos de

moléculas de DNA del ambiente.

Translocacion: cambio en la localizacidn, donde parte de un cromosoma se transfiere a otro.

Virus RNA: virus que presenta RNA como su material genético. Algunas enfermedades humanas

causadas por virus de RNA incluyen el Sindrome Respiratorio Severo Agudo (SARS), influenza y

hepatitis C.
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--X--

ANEXO

Fig. 18.- Momias de nifios enfardados (sin numeracion). Se encuentran envueltos en un

textil muy dafiado y amarrado con una trenza de cafiamo.

Fig. 19.- Momia adulta (AZ71-T21). Consiste Unicamente en un torso, donde extremidades
superiores e inferiores y cabeza fueron amputadas postmortem, esta tltima a nivel de C2-C3.
Parte del coxal fue aserrado, asi como lo fue la parrilla costal. El contenido toracico y

abdominal fue removido.
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Fig. 20.- Momia de nifio (CT95S). Presenta ambos brazos, uno sobre el pecho y otro doblado

hacia atras, y ambas piernas muy dobladas. Cabeza y torso ausentes.

Fig. 21.- Momia de nifio (CT551). Se encuentra sentado con la pierna derecha sobre la
izquierda. Parte del abdomen esta comprimido sobre la pelvis y el brazo izquierdo esta

doblado hacia atras. No presenta brazo derecho ni craneo.
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