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RESUMEN

Antecedentes: En México, el paludismo es causado por Plasmodium vivax y se limita a
unos pocos focos residuales de transmision. EIl analisis de polimorfismo molecular y
estudios de epidemiologia molecular contribuyen a comprender cambios en la dinamica de
la transmision de P. vivax y son Utiles para la vigilancia epidemiolégica del parasito. La
proteina circunesporozoitica (CSP) es un importante candidato para la producciéon de
vacunas Y se ha utilizado como marcador epidemioldgico relevante. Existen dos genotipos
vk210 y vk247 que se distinguen por diferencias de la secuencia de aminoacidos de su
segmento central repetido (RCR), y se encuentran ampliamente distribuidos en las zonas
afectadas. En el Sur de México, se ha reportado la presencia de ambos genotipos y se han
asociado parcialmente a la susceptibilidad de los vectores locales. Por la similitud de su
secuencia nucleotidica, se han identificado parasitos relacionados con los encontrados en
América y Asia. En este trabajo, se analizé el polimorfismo del gen de la proteina CSP en
los focos residuales de transmision en la costa del Océano Pacifico y la Selva Lacandona,
Mexico

Metodologia: Las muestras se obtuvieron del extendido sanguineo tefiido y fijado con
metanol en laminillas diagnosticadas con P. vivax de cuatro focos con transmision (F1,
Chihuahua-Sinaloa; F2, Durango-Nayarit-Jalisco; F3, Pochutla, Oaxaca; F4, Palenque-
Ocosingo, Chiapas) en el periodo 2010-2012. Después de la extraccion del ADN, se
utilizaron oligonucleotidos especificos para amplificar el segmento variable de la CSP por
reacciones de PCR, seguido de andlisis de restriccion por RFLP. Se determind la frecuencia
de genotipos por PCR-RFLP y foco de transmision. Grupos de muestras con distinto PCR-
RFLP se secuenciaron por Sanger. Con la secuencia de nuclettidos se analizaron las
similitudes de la region carboxilo y por distribucién mismatch de la RCR en comparacion

con secuencias de parasitos del Sur de México y otras zonas afectadas del mundo.

Resultados: Se logré amplificar y obtener el genotipo PCR-RFLP del gen de la CSP en
183 de 335 muestras; 82% fueron vk247 y el 32% fueron vk210; tres variantes vk247 (1, I,
I11) y cinco variantes vk210 (a, b, d, g y h). Con ambos genotipos; F1 (vk247-1, vk210a/h),
F2 (vk247-1/111, vk210a) y en el F3 sblo se detecté vk247-l. La variante vk247-fue
encontrada en alta frecuencia en los cuatro focos de transmision, aunque en F4 hubo mayor

diversidad, ambos genotipos se encontraron en frecuencias similares (vk247-1/11, vk210a, b,
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d, g). Los genotipos mas frecuentes (vk210a, b, d y vk247-1) fueron similares a los
reportados anteriormente en el Sur de México. Los genotipos nuevos corresponden al
vk247-11, detectada en Chiapas en el 2012 y el vk247-111 fue detectado en Nayarit en el
2011, ambas fueron similares a vk247-1. Mientras, el genotipo vk210h detectado en el
estado de Chihuahua en el 2010, tuvo 17 unidades repetidas en la RCR y dos copias del
dominio ANKKAEDA en la region carboxilo. La similitud de la region carboxilo y los
parametros de la distribucion mismatch de la RCR agrupan a los parasitos vk210 b, d, h con

los de encontrados en regiones fuera de América.

Conclusion: El limitado numero de variantes y las similitudes entre los vk247-1, -11 'y —III;
asi como entre los vk210b, d y h, sugieren que es necesario investigar si corresponden a
genotipos residuales de un pool génico mas diverso. El genotipo vk247-1 es el mas
frecuente en el Pacifico de México An. pseudopunctipennis se sugiere como el probable
vector. Mientras en la Selva Lacandona la presencia de varios genotipos concuerda con la
mayor complejidad epidemioldgica, intensidad de transmision, presencia de distintas
especies vectores y ruta migratoria de las poblaciones humanas. Estos resultados con los
encontrados en el Sur de Meéxico contribuyen a comprender mejor la epidemiologia

molecular de P. vivax en la region.

Palabras clave: Plasmodium vivax, México, foco de transmision, proteina
circunesporozoitica, polimorfismo genético, genotipo, PCR-RFLP, region central repetida,
distribucion mismatch, regién carboxilo variable, arbol filogenético.



INTRODUCCION

El paludismo es una enfermedad parasitaria que afecta las regiones tropicales y
subtropicales del mundo y se considera un problema de salud publica mundial (Chenet et
al., 2012). Es transmitido por la picadura de mosquitos hembra del genero Anopheles y
actualmente se conocen cinco especies de Plasmodium que infectan al ser humano (OMS,
2013). En el mundo, aproximadamente 3,000 millones de personas en 100 paises, estan en
riesgo de contraer una infeccion por cualquiera de las especies de Plasmodium. En 2010 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estimé que hubo cerca de 219 millones de casos
de paludismo y aproximadamente 660 mil muertes a nivel global (OMS, 2013). Aunque P.
falciparum es el agente etioldgico més virulento y mortal, P. vivax causa alta morbilidad y
se encuentra distribuido ampliamente en todo el mundo. Los casos de infeccion por P. vivax
se concentran principalmente en el Sureste de Asia, con un 52% del total mundial, la region

este del Mediterraneo aporta un 15% y América del Sur un 13% (Guerra et al., 2006).

En las Américas 21 paises son endémicos de paludismo y P. vivax es el principal
agente etiolégico. En México, 16.66% de la poblacion se encuentra en riesgo de contraer
infeccion de paludismo (Betanzos-Reyes, 2011). En la Gltima década, el numero de casos
han disminuido de forma gradual; en el afio 2000 se reportaron 7,390 y en el 2011 se
reportaron solo 1,124. Actualmente, la transmisién en México se encuentra focalizada y el
pais se encuentra en etapa de pre-eliminacién de la enfermedad (PAHO, 2011; WHO,
2012).

El conocimiento de las variantes del parasito que circulan en una region especifica
ayuda a describir en mayor detalle la dindmica de la transmision, el disefio de vacunas en el
caso de genes de respuesta inmune y el desarrollo de metodologias de vigilancia
epidemiologica que serviran para monitorear la eliminacion de la enfermedad,
determinando parasitos causantes de brotes o parasitos introducidos en las zonas con
transmision (Chenet et al., 2012; Arnott et al., 2012). La proteina circunesporozoitica (CSP)
de Plasmodium, una proteina que recubre al esporozoito (fase infectante para el humano),
tiene una importante funcion en la invasion de las glandulas salivales del mosquito y los

hepatocitos de humanos (Coppi et al., 2011). Se le ha considerado como un importante



candidato para ser incluido en vacunas y por ello se ha evaluado las variaciones génicas y
antigénicas en distintos paises endémicos, dicha informacion es muy util en la vigilancia

epidemioldgica (Arnott et al., 2012).

El gen que codifica para la CSP consta de una region central con repeticiones en
tdndem (RCR) de amino&cidos, y dos regiones muy conservadas | y Il en las regiones
amino y carboxilo terminal, respectivamente. En P. vivax, se han descrito dos principales
genotipos de la CSP de acuerdo al tipo aminoacidos que conforman el unidad repetida:
vk210 [GDRA (A/D) GQPA] (Arnott et al., 1985) y vk247 [ANGA (G/D) (N/D) QPG]
(Rosenberg et al., 1993).

En el Sur de México se ha reportado la presencia de ambos genotipos de CSP vk210
y vk247 (Kain et al., 1992). También se ha reportado la mayor infectividad del genotipo
vk247 para Anopheles pseudopunctipennis y la infectividad del genotipo vk210 para
Anopheles albimanus y Anopheles pseudopuntipennis (Gonzalez- Ceroén et al., 1999, 2010).
Un estudio molecular, mostré que el genotipo vk210 comprende una mayor diversidad, con
cuatro variantes identificadas por PCR-RFLP (@', a", b, ¢, d). El analisis de la secuencia de
la region carboxilo variable mostr6 que la variante vk210a fue similar a parasitos
reportados en Ameérica, mientras que los vk210b, ¢ y d son similares a parasitos Asiaticos
(Gonzalez-Cerdn et al., 2013). En la fase de pre-eliminacion, conocer los genotipos que
circulan y sus caracteristicas bioldgicas es informacion indispensable para la vigilancia

epidemiolégica molecular.

El principal objetivo del presente estudio fue identificar y analizar los genotipos de
la CSP que circulan en los sitios con transmision residual en México y su similitud con los
previamente reportados para el Sureste del pais y otras regiones geograficas. Para esto,
P.vivax de los focos de transmision de fronteras entre los estados de Sinaloa- Chihuahua,
las fronteras entre Nayarit-Jalisco- Durango; Pochutla, Oaxaca; Palenque y Ocosingo,

Chiapas y se analizaron por PCR-RFLP y secuenciacién del gen csp.



METODOLOGIA
Obtencion de las muestras

La toma de muestra de sangre en gota gruesa y extendida en laminillas, la fijacion con
metanol y tincion con colorante Giemsa, asi como su diagnostico, se realizo por personal de
la secretaria de salud (SSA) de los municipios y estados afectados, como parte de sus
actividades de vigilancia del paludismo. Como parte del control de calidad, todas las
laminillas positivas a P. vivax y un porcentaje de las negativas fueron revisadas por el
laboratorio de paludismo del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgica
(InDRE). Entonces, se seleccionaron un grupo de laminillas positivas a P. vivax de los
cuatro focos de transmision de paludismo en México de los afios 2010, 2011 y 2012: F1)
foco de transmision que se conforma por las fronteras entre Chihuahua-Sinaloa, F2) las
fronteras de Nayarit -Jalisco-Durango, F3) el municipio Pochutla, Oaxaca, F4) Ocosingo y

Palenque, Chiapas.

Extraccion de ADN de laminillas con gota gruesa y extendido sanguineo.

En el laboratorio de paludismo del INDRE, de cada laminilla el extendido sanguineo se
raspd con una navaja, el material raspado se deposit6 en tubos de 1.5 ml y se les agreg6 180
ul de PBS estéril (filtrado 0.2 pum). Las muestras fueron transportadas al laboratorio de
inmunoparasitologia molecular del Centro Regional de Investigacion en Salud Publica
(CRISP), del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). Se prepard una base de datos,
identificando a las muestras con una clave, el estado de procedencia y afio de toma de
muestra. La extraccion de ADN se realiz6 con el kit comercial QIAmp DNA blood Minikit
(Quiagen, CA, USA), siguiendo las instrucciones de fabricante. De cada muestra se
obtuvieron 50 pl, el ADN total disuelto en agua se guardd a -20°C hasta su uso.

Amplificacion por reaccion en cadena de polimerasa (PCR) del gen de la proteina
circunesporozoitica (csp).

Para obtener el fragmento que contiene la region central repetida (RCR) y el extremo
terminal 3" variable, se llevaron a cabo la reacciones de amplificacion mediante PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) anidada previamente estandarizada (Gonzalez-Cerén,
et al. 2013) (Fig.1).
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Figura 1. Se muestra la estructura primaria de la proteina circunesporozoitica y la ubicacién de los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del fragmento del gen de la CSP. Oligonucledtidos externos
(CSP1 Y CSP2) y oligonucledtidos internos (PVRI, PV9a)

Determinacion del genotipo PCR-RFLP

Para obtener el fragmento de interés, la primera amplificacion por PCR, se usaron los
oligonucleotidos CSP1 (5’-CGC ACT GCG GGC ACA ATG TAG ATC-3’) y CSP2 (5°-
GGT TAC ACT GCA TGG AGT CC-3’) (Gonzélez-Ceron et al., 2013). La mezcla de
reaccion se prepar6 a un volumen final de 20 pl, agregando 4 ul Buffer GoTaq Flexi 5X,
0.4 ul de cada oligonucleétido (10 mM), 1.6 ul de MgCl;, (25 mM), 1 ul de dNTPs (1.25
mM) (Invitrogen ,10297018 Carlsbad, CA, USA), 0.4 ul de GoTaq Flexi ADN polimerasa
(5V) (Promega madison, WI, USA), 8.35 pl de agua grado biologia molecular y 2 pl de
ADN. Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: un ciclo inicial de 95°C por 3
minutos, seguido de 34 ciclos: 95°C por 30 segundos, 57°C por 40 segundos y 72°C por 1.5
minutos y un ciclo final de 72° por 10 minutos. Para la amplificacion anidada, se usaron los
oligonucleétidos PvR1 (5"-CCA GAT CAC GAG GAA GGA GAT-3") y Pv9a (5’-GCC
AAC GGT AGC TCT AAC TTT-3’) (Gonzélez-Cerdn et al., 2013), la mezcla de reaccion
se prepard a un volumen final de 60 pl agregando 12 pl de Buffer 5X, 1.2 ul de cada
oligonucle6tido (10 mM), 4.8 ul MgCl; (25 mM), 3 ul de dNTPs (1.25 mM), 0.5 ul GoTaq
Flexi ADN polimerasa (5U) 34.9 ul de agua grado molecular y 2.4 ul del producto de la
primer producto de PCR. Las condiciones fueron las siguientes: un ciclo inicial 95°C por 3
minutos, seguido de 34 ciclos: 95°C por 30 segundos, 57°C por 40 segundos y 72°C por 1.5
minutos, y un ciclo final 72°C por 10 min. Las reacciones de amplificacién se efectuaron en
un termociclador MyCycler (BioRad Hercules CA, USA).



Para el anélisis de restriccion RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion), los productos de PCR se sometieron a digestion por separado con las enzimas
Alul (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) que reconoce y corta a la secuencia
AGCT de la region central repetida de vk210. La mezcla de reaccion se prepard a un
volumen final de 25 pl, agregando 3 pl de buffer NE 10X, 0.5 pl de la enzima Alul
(10U/ul), 1.5 pl de agua grado molecular y 20 pl del producto de PCR, la mezcla se incub6
a 37° C durante 5 horas. La otra digestion fue con la enzima Bst Ol (Promega, Madison,
WI, USA) que reconoce y corta a la secuencia CCAGG de la region central repetida del
genotipo vk247. La mezcla de reaccion se prepard a un volumen final de 25 pl, agregando
3 pl de buffer C 10X, 0.25 pl BSA acetilada 10 (ug/ul), 0.5 pl de la enzima Bst Ol
(10U/ul), 1.25 pl de agua grado molecular y 20 pl del producto de PCR, la mezcla se
incubo a 56°C durante 5 horas. Los fragmentos de ADN se examinaron en un gel de
agarosa al 1,5% con un transluminador de luz ultravioleta (UV) y se fotografiaron en un
sistema de foto-documentacion ™ digital (UVP Inc., Upland, California).

Obtencidn de las secuencias de nucle6tidos del segmento variable de la CSP

Del total de las muestras procesadas por PCR-RFLP se selecciond una sub muestra de cada
foco de transmision que incluyera genotipos distintos de PCR-RFLP y de distintos afios de
la obtencion de la muestra. EI ADN se amplific6 nuevamente por PCR con los
oligonucleotidos indicados anteriormente. Los productos de PCR se purificaron con el kit
comercial QIAquick PCR Purification (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN purificado se cuantifico en el equipo NanoDrop
ND2000 (Thermo Scientific, USA) y las muestras en las que se logrdé obtener una
concentracion minima de ADN de 100 ng, se enviaron a secuenciar por el método de
Sanger a la Unidad High Throughput Genomics, Department of Genome Sciences,

Universidad de Washington, Seattle, USA (http://www.htseq.org) .

Andlisis de los resultados

Primero, la determinacion del genotipo de PCR-CSP se realizd tomando de referencia el
estudio previo realizado en el Sur de Chiapas (Gonzalez-Cerdn, et al., 2013); se compard el

tamafio molecular del fragmento amplificado por PCR anidado y el patron de restriccion
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generado por las enzimas de restriccion Alu | y Bst Ol. Los genotipos de la CSP
identificados fueron ordenados; primero de acuerdo al tipo de repetido (vk210 o vk247),
luego por el tamafio del producto amplificado y el RFLP. Se asignaron nimeros romanos

para las variante vk247 y letras minusculas para las variantes vk210.

Se compar6 la resolucion del PCR-RFLP con las secuencias de nucledtidos
obtenidas. De los ADN enviados a secuenciar, se reviso la calidad los cromatogramas de
forma manual y las secuencias de nucle6tidos se alinearon mediante el algoritmo ClustalW
Multiple Alignment en el programa BioEdit 7.1.9 (Thompson, 2004). Para identificar la
homologia de la region carboxilo, se alinearon las secuencias con otras ya reportadas en el
GenBank de distintos sitios geograficos, Centro de Nacional de informacion Biotecnoldgica
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Secuencias vk210; Sur de Meéxico vk210a (JQ511280.1, JQ511263.1), vk210b
(JQ511268.1), vk210d (KF437876.1); El Salvador (XM_001613018.1); Honduras
(DQ156131.1); Colombia (GU339072.1, GU339085.1); Brasil (M11926.1,DQ156132.1,
DQY78648.1, DQ978651.1, DQ978656.1-DQY78658.1, DQI78675.1, EU401924.1,
FJ845386.1,FJ845388.1, FJ845389.1, FJ845390.1); Irdn (AY367278.1,AY367286.1,
AY443706.1, AY443720.1, AY632256.1,AY632287.1, AY632320.1, AY632325.1); India
(EU401926.1,FJ491100.1, FJ491117.1, FJ491119.1, FJ491128.1, DQ156140.1); Tailandia
(M28746.1); Corea del Sur (DQ859754.1, DQ859760.1, DQ859768.1); Corea del norte
(M20670.1AF316580.1, AF316581.1); Corea (DQ156137.1); Indonesia (DQ156135.1,
EU401927.1); Filipinas (U08980.1); Islas Salomén (U08982.1); Nueva Guinea
(EU401925); Gabon(U09737); Vietnam (EU401929) y Mauritania (AY674050.1).

Secuencias vk247; Sur de México (vk247-1; JQ511281.1); Tailandia (M28745.1),
Brasil (M69062.1); Corea del norte (EU401928.1); Colombia (GU339063.1- GU339065.1,
GU339067.1- GU339071.1, GU339075.1, GU339076.1, GU339078.1, GU339079.1,
GU339082.1, GU339084.1, JN689932.1, JN689933.1); Iran (AY632316.1, AY632330.1,
AY632294.1, AY632298.2, AY632299.2, AY443710.2, AY632330.1); Bangladesh
(AY843440.1); Vietnam (DQ156141.1; EU401930.1) y P. simium (L05069.1)



Andlisis de la distribucién mismatch.

Para determinar las relaciones genealdgicas de la region central repetida (RCR) de la CSP
de los genotipos nuevos encontrados con los ya reportados, se calcularon los parametros de

la distribucion mismatch (Gonzélez-Ceron et al., 2013; Hughes et al., 2004).

De cada secuencia se identificd el codon de inicio y el final de la RCR, asi como de
cada unidad repetida. (1) Se anotd el numero de unidades repetidas (UR) de cada RCR; se
calculo (2) el promedio de la variacion nucleotidica entre las UR (promedio p) de las
comparaciones por pares entre todas las unidades repetidas (las diferencias entre cada
comparacion); (3) la proporcion de las comparaciones pares donde p es igual a cero (prop.
= 0), acumula las comparaciones pares donde las UR son idénticas; la proporcion de todas
las comparaciones donde p es mayor de 0.25 (prop. >0.25); comparaciones pares con
variacion igual o mayor del 25% de las bases. El valor de asimetria (coeficiente de
Pearson), mide el grado de desplazamiento de la distribucién normal, si se desplaza hacia el
origen de la grafica entonces las UR del fragmento repetido se han expandido
recientemente (valor positivo) comparado con el desplazamiento alejado del origen

entonces la expansion de la RCR se sugiere més ancestral (valor negativo).

RESULTADOS
Amplificacion del gen csp.

De un total de 335 muestras procesadas, 183 (55%) se amplificaron y se obtuvo el patron
PCR-RFLP. EIl anexo | muestra la tabla con la distribucion de las muestras que
amplificaron por sitio geografico y por afio. De todos los focos de transmision y de todos
los afios se lograron amplificar el gen de la CSP de un grupo de muestras, aunque el mayor

porcentaje de muestras que amplificaron de todos los focos fue del 2012.



Genotipos y variantes por PCR-RFLP

Del total de muestras analizadas, al 82.5% (n=151) se les asigno el genotipo vk247. Por
variaciones en el tamafio del producto de PCR amplificado y el patron de restriccion se
identificaron tres variantes (I, 11, I1). El 78.6% de las muestras fueron vk247-1 (n = 144),
con tamafno molecular =700 pb y como resultado de la digestion Bst Ol se observé una
banda de ~225 pb (Figura 2). Mientras, en la variante vk247-11 el tamafio molecular
amplificado fue de ~650 pb y después de la digestion se observo una banda de =150 pb
(Figura 2). EI vk247-111 mostré un tamafio molecular similar a vk247-11 pero una banda de

~200 pb como resultado de la restriccion (Figura 2).

El 16.9 % (n = 30) de las muestras tenian el genotipo vk210 y se identificaron cinco
variantes (a, b, d, g y h). El vk210a se encontrd en el 70% (21/30) de las muestras, con un
fragmento amplificado de =700 pb y como resultado de la digestion con la enzima Alu |
mostro un patron RFLP con bandas 135, 130y 100 pb (Figura 2). El vk210b tuvo un
fragmento amplificado similar a vk210a pero un RFLP con bandas de 190 pb y 130 pb
(Figura. 2). La variante vk210d también fue de =700 pb con un patrén RFLP de 170 pb y
130 pb (Figura 2), vk210g fue una variante nueva con un fragmento amplificando de ~600
pb y un patrén de restriccion de 130 y 135pb (Figura 2), vk210h también fue una variante
nueva con un fragmento amplificado de =700 pb con un patrén RFLP de 200 y 100 pb. Por
otro lado, se encontraron dos infecciones mixtas una con los genotipos vk247-1/vk210a y la

otra con las variantes vk210a/vk210b.
Distribucion geogréfica de los genotipos de la CSP de P. vivax

La figura 3 muestra la distribucién geografica de los genotipos por foco de transmision en
el periodo 2010-2012. El cuadro 2 muestra los resultados de las frecuencias de los
genotipos encontrados por foco de transmision desglosado por afio de la toma de muestra.

En el foco de transmision que componen los estados de Chihuahua-Sinaloa, 26 de
28 P. vivax fueron genotipo vk247-1. También se encontr6 una muestra tomada en el afio
2010 que correspondi6 al subtipovk210h y otra muestra del afio 2012 se identificd como la

variante vk210a.
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De forma similar, en el foco que componen las fronteras de los estados Nayarit-
Jalisco- Durango, 62 de 64 muestras correspondieron a infecciones con el genotipo vk247-
I, y en una muestra del 2011 se encontro la variante vk247-111, en una muestra del afio 2012

se detectd una infeccion mixta con los genotipos vk247-1/vk210a.

En el foco de Pochutla, Oaxaca, el 100 % (n = 28) de las muestras analizadas en el

periodo 2010-2012 resultaron ser variante vk247-1.

En la region de Ocosingo y Palenque, Chiapas, se encontrd6 mayor diversidad en el
gen de la CSP. De un total de 63 muestras, 28 fueron vk247-1, seis muestras del afio 2012
correspondieron al subtipo vk247-11, diferente al encontrado en el foco de Nayarit-Jalisco-
Durango. Veintiun muestras fueron del subtipo vk210a, cuatro muestras fueron vk210b,
dos muestras pertenecieron al subtipo vk210d, en una muestra del 2012 se detectd la

variante vk210g y otra muestra tenia los genotipos (vk210a/vk210b).
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Figura 2. PCR-RFLP del gen de la proteina circunesporozoitica de P. vivax. Los nimeros impares indican
digestion con Bst Ol y los nimeros pares digestion con Alu I: A) vk247-1 (carriles 1y 2) y vk247 11 (carriles 3
y 4); B) vk247-1 (carriles 1y 2) y vk247 111 (carriles 3 y 4); C) vk210a (carriles 1 y 2) y vk210b (carriles 3 y

4); D) vk210a (carriles 1 y 2) y vk210d (carriles 3y 4); E) vk210a (carriles 1 y 2) y vk210g (carriles 3 y 4);
F) vk210b (carrilesl y 2); vk210h (carriles 3 y 4).
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Cuadro 2.- Frecuencia de los genotipos y subtipos de la CSP de P. vivax por PCR-RFLP en los
distintos focos de transmisidn en México del periodo 2010-2012.

Focos de Afio Genotipos y variantes Infeccion  Total
transmision Mixta (n)
vk247 vk210
| 1 I a b d g h
2010 6 - - - : - - 1 - 7
] 2011 7 - - - - - - - - 7

Chihuahua- 2012 13 - - 1 - - - - - 14
Sinaloa

Subtotal 26 - - 1 - - - - 28

2010 10 - - - - - - - - 10
Nayarit- 2011 7 1 - - - - - - 8
Jalisco- 2012 45 - - - - - - - vk210a/ 45
Durango vk247-1

Subtotal 62 - 1 - - - - - 1 64

2010 19 - - - - - - - - 19
Pochutla, 2011 8 - - - - - - - - 8
Oaxaca 2012 1 - - - - - - - 1

Subtotal 28 - - - - - - - - 28
Palenque y 2010 6 - - 10 - 2 - - - 18
Ocosingo, 2011 6 - - 2 3 - - - - 12
Chiapas 2012 16 6 - 8 2 - 1 - vk210 33

(ath)

Subtotal 28 6 - 21 5 2 1 - 1 63

Total 144 6 1 21 5 2 1 1 2 183

786% 32% 05% 115% 27% 1% 05% 05% 1%
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Figura 3. Distribucion geografica de los genotipos PCR-RFLP de la CSP de P. vivax en los distintos focos de
transmision de paludismo de México, del periodo 2010-2012. Cada circulo esta en proporcion de tamafio
correspondiente al nimero muestras analizado. F1) Chihuahua — Sinaloa; F2) Nayarit -Jalisco — Durango;

F3) Pochutla, Oaxaca; F4) Palenque y Ocosingo, Chiapas. n, nimero de muestras
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Polimorfismos de la secuencia nucleotidica

Se obtuvieron un total de 61 secuencias de nucleétidos que comprenden desde la region |
en el extremo amino hasta dominio conservado GQGQ en la region carboxilo terminal
(573-639 pb). En la mayoria de los casos, en la secuencia de nucle6tidos no se encontrd
mayor resolucion que la observada por PCR-RFLP, excepto en el genotipo vk210a se
identificaron dos variantes en la secuencia de nucleotidos. Las 43 secuencias de parasitos
con secuencia vk247-1 fueron idénticas entre ellas y a la reportada previamente en el Sur de
México (JQ511281; Gonzéalez-Ceron et al., 2013); 10 correspondieron al foco Chihuahua-
Sinaloa, 20 al foco de Nayarit-Jalisco- Durango, ocho del foco Pochutla, Oaxaca y cinco al
foco Palenque y Ocosingo (para mayor detalles sobre cuantas fueron de cada afio y foco de

transmision, ver anexo I1).

De las dos variantes nuevas identificadas por PCR-RFLP (vk247-11 y -I11), la Gnica
variante vk247-111 fue detectada en Nayarit en el afio 2011, la region carboxilo variable fue
similar a vk247-1, pero difiere en el numero de UR (18 UR) (Figura 4). Las cuatro
secuencias PCR-RFLP/vk247-11 del foco Palenque y Ocosingo fueron idénticas entre ellas
y con respecto a vk247-1; tiene la RCR idéntica y difiere en la region carboxilo, tiene una
copia del dominio ANKKAGDA, similar a parésitos de Brasil (M069062) y Tailandia
(M28745) (Figura 5).

Por otro lado, se secuenciaron 12 muestras del genotipo PCR-RFLP vk210; cinco
vk210a, otras cinco vk210b, dos vk210d, todas del foco de Palenque y Ocosingo. En las
secuencias de nucledtidos sélo se observé mayor resolucién para las vk210a; tres vk210a'y
dos vk210a". La secuencia la variante vk210h detectado en Chihuahua en el 2010, fue
similar la variante vk210b, excepto por tres polimorfismos, en la RCR tiene 17 UR (la
vk210b tiene 18UR), un cambio de nucleétido no sindnimo en el cuarto codon de la unidad
repetida # 15 (C—G) (# 16 para vk210b). Mientras en la region carboxilo, mostré dos
copias del dominio GGNAANKKAEDA (ggaggaaacgcagcaaacaagaaggcagaagacgea) (Figura
5).
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Mxch6, Sur México

A (vk247-1),J0Q0511270 Nayarit
vk247-I1 Secuencia vk247-II1
A/ N/ G A G/ N/ Q P/ Gf A/ N/ G A G N Q P/ G/
E D D D A A E D D D A A
N N
GCARAATGGGGCAGGCRAATCAACCAGGA GCARATGGGGCAGGCAATCAACCAGGA

........ 2.....tGGA..gG...C.

B Mxch4 Sur México

vk210b, JQ511267 Chihuahga
Secuencia vk210h

G D/R/A D/G Q P/RA G D/JR/A D/ G Q P/ A
N G A A N G G A A

G G
GGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCA CGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCA

@O U N

Figura 4. A) Comparacion de la secuencia nucleétidos de la regidn central repetida (RCR) de la CSP de P.
vivax. Los vk247-1 (previamente reportado en el Sur de México) y el vk247-111. B) Comparacion de la
secuencia de nucledtidos de la RCR del vk210b (JQ511267) con la vk210h del estado de Chihuahua; se
observan dos polimorfismos, diferencia en un repetido menos en el extremo 5” y la presencia de un cambio

no-sinénimo en el repetido15 (#16 para la vk210Db).
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Distribucion mismatch de la RCR

Para determinar las relaciones genealdgicas de la RCR del gen de la CSP, se calcularon los
pardmetros de distribucién mismatch de la secuencias novedosas vk247-111 de Nayarit y de
la secuencia del subtipo vk210h de Chihuahua (Cuadro 3). Los valores del promedio de p y
la varianza se indicaron en la gréfica antes descrita (anexo Ill), el vk217-11 se agrup6 con
los vk247, mientras que el vk210h se ubicé méas cerca de los genotipos vk210b, ¢, d y de
otras regiones del mundo que con los grupos de parasitos de América.

Cuadro 3. Pardmetros de la distribucion mistmach de la RCR del gen csp de P. vivax

Lugar de Genotipo #UR Promedio(P) Prop=0 P=>0.25 Coeficiente  Varianza

Origen de asimetria
Chihuahua vk210h 17 0.086 0.107 0.022 1.054 0.003

Nayarit vk247111 18 0.094 0.114 0.091 1.29 0.007

Los parametros para vk210al, vk210all, vk210b, vk210d y vk247-1/11 fueron previamente reportados para
parasitos del Sur de México (anexo I11). RCR, region central repetida; UR= unidades repetidas.
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Figura 5. Comparacion de las secuencias de nucleétidos de la region carboxilo terminal de CSP de P. vivax de los genotipos
vk210 y vk247. Se indican las secuencias de las variantes vk210a, b, d, h y de los vk247-1, -1l y vk247-111.

Amino acid: G 6 N A& A N K K AE/¢6D A G 6 N A A N R K A E D & &6 G N A G /A

MNucleotide: ggaggaaacgca gcaaacaagaaggeagaagacgca  ggaggaaacgea gcaaacaagaaggcoagaagacgca ggaggaaacgcoa ggagga

Mx vk2103z B T T R Tk T T T o S T

(Sall, . simivm)

MXVk210bC ........ I T e B L Bses mvpaees

)

Mxvk210d el L= EEPEEWNEREESD,  EFFEE DX EESE RIS DEEENTEERS o nimemgonen: e

Mewk210h 2090909090900 sswessistes §  GESEERRI ISR R I -
last repeat

vk247: (6 & Q & &) G BA)(6 G Q A A G G N A A N K K A& G D A
ggtggacaggcagca ggagcaggtggacaggcagcaggaggaaatgoctgcaaacaaaaaggcaggagacgea

LUEEEDSM:  cossmmvemmmesss  aessssiavbes £ emeemms L R Giniatata REEEEERFERER e e e S S I R e S S e (255

fPer (Iran)

IE(E4); Thalland,  sesssseiinnseis  foasmiiands B e T Sy D R R T R R L L R R T o S N T

Brazil, . Simium

() Indica homologia; (*) indica ausencia del nucleétido; la secuencia terminal 3" hasta justo antes del dominio QGQG. vk210h fue novedosa

y detectada en el estado de Chihuahua. Figura modificada de Gonzalez-Cerén et al., 2013 (la vk210c fue reportada para el Sur de México)
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DISCUSION

La historia del paludismo en México; los cambios en la intensidad de transmision, la
extension del territorio afectado, la distribucion de vectores, los programas de control han
contribuido a moldear las poblaciones de P. vivax de la actualidad. En México, se ha
sugerido que el paludismo fue detectado desde el siglo XV y que ademés en la Nueva
Espafia, los esparioles, otros europeos y africanos llegaban infectados. Es posible que
unicamente los genotipos del parésito que fueron infectivos a los anofelinos autdctonos se
dispersaran rdpidamente en el pais y en la region. Pero, el conocimiento de la enfermedad y
la transmision fueron determinantes para el desarrollo de las medidas de control en la
detecciodn y tratamiento de casos y el control del vector. Entre 1950 y 1960, se registré una
importante reduccion del nimero de casos. Después de este periodo y por distintas razones
se reportaron fluctuaciones en la intensidad de transmision y nimero de casos (Betanzos,
2011). El ascenso mas dramatico fue en los 80s, se reportaron mas de 100,000 casos
anuales por varios afios. Mas recientemente la reduccidn significativa de casos ha
conducido a que México se identifique como uno de los paises en fase de pre-eliminacién
(WHO, 2012). La identificacion de los genotipos circulantes en los actuales focos
persistentes de paludismo en Meéxico es relevante para la vigilancia epidemioldgica

molecular.

Aunque se detectaron tres variantes del genotipo vk247 en los focos de transmision
del Pacifico, la variante vk247-1 fue la mas frecuente en las muestras del 2010-2012, esta
distribuida a lo largo del pacifico desde Chihuahua hasta Oaxaca, lo que coincide con la
amplia distribucion del vector Anopheles pseudopunctipennis (Fernandez-Salas et al., 1994;
Sinka et al., 2012). Los estudios de infectividad reportados en el Sur de México sugieren
que éste es un excelente vector del genotipo P. vivax vk247-1 (Gonzélez-Ceron et al., 1999,
2010; Rodriguez et al., 2000). Pero no hay evidencia que su amplia dispersion corresponda
a que es mas permisible que las otras dos nuevas variantes encontradas con el genotipo
vk247. Adicionalmente, el vk247-1 parece ser la Unica variante el causante del brote en
Nayarit en el 2012.
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En la zona Ocosingo-Palenque se encontré con mayor diversidad y en frecuencias
similares de ambos genotipos vk247 (I y Il) y vk210 (a, b, d, g). Cuatro de los seis
genotipos (vk247-1 y vk210a, b, d) fueron reportados también en el Soconusco, Chiapas
(Gonzalez-Cerodn et al., 2013). En estas regiones se han reportado la presencia de varias
especies de Anopheles (Sinka et al., 2012) por ejemplo Anopheles albimanus, Anopheles
pseudopunctipennis y Anopheles vestitipennis (Casas-Martinez et al., 2006) y Anopheles
darlingi (C. Villarreal, comunicacion personal) que pudieran mantener la transmision de
estos genotipos. Esta zona histoéricamente ha presentado mayor intensidad de transmision,
con riesgo permanente de brotes asociados a casos recurrentes, a la migracion internacional
y al movimiento continuo entre las comunidades fronteriza, por el intercambio comercial y
laboral (Betanzos-Reyes, 2011; 2012).

Las regiones afectadas de Chiapas comparten condiciones ecoldgicas e historia de
transmision del paludismo con paises de América Central (AC), donde la mayor
transmision de P. vivax se le atribuye a An. albimanus (Warren et al., 1980; Lopez et al.,
2012). Esto es consistente con los estudios de laboratorio con colonias de mosquitos que
mostraron que los parésitos vk210 de la costa del Soconusco, México fueron infectivos a
An. albimanus (Gonzélez-Cerdn et al., 2013). Los reportes actuales sugieren la baja
frecuencia o ausencia del genotipo vk247 en Guatemala (Mendizabal y Padilla, 2003),
Honduras (Lopez et al., 2012) y Nicaragua (Gonzalez-Cerén et al., 2013). La mayor
diversidad en la frontera Sur de México y las diferencias en los genotipos que prevalecen
en el Norte de México versus AC sugieren la presencia de una barrera ecoldgica, pero los
An. pseudopunctipennis estdn presentes en AC (Sinka et al., 2012) la dispersion del
genotipo vk247 podria ser factible; se ha sugerido que el vk247-1 migro al Sur de México
(Joy et al., 2008; Gonzalez-Ceron et al., 2013), éste se detectd primero a principios de los
90’s (Kain et al., 1992) y después de algunos eventos climaticos, por ejemplo después del
huracan Paulina en 1998, se disperso y se favorecio su transmision en el Sur de Chiapas,
detectado en mayor frecuencia a partir de 1997 (Gonzéalez-Cerén et al., 1999; Rodriguez et
al., 2000). Si este es un evento reciente, es posible que otros eventos climatoldgicos

también puedan favorecer su dispersion en regiones de AC.
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La diversidad encontrada en el gen de la CSP se debe principalmente a la variacion
en el nimero de repetidos de la RCR y a la contraccidn o expansion de la region carboxilo,
que son probablemente producidas por el desplazamiento de la polimerasa (termino en
inglés; replication slippage) durante la replicacion de ADN del parasito en la mitosis
(Hughes et al., 2004; Dias et al., 2013). Las similitudes de las secuencias encontradas en la
RCR dada por la distribucion mismatch y en la region carboxilo agrupan a los variantes de
la csp encontradas en este estudio y en el Sur de México (Gonzalez-Cerén et al., 2013), en
los vk247 (1, 11, 111); el grupo vk210b, c, d, h por la presencia del dominio ANKKAEDA y
similitud en la RCR; distinto del grupo vk210a (Americano). Si estos corresponden a un
pool génico més diverso y con variantes exclusivas de la region requiere ser investigado;
las secuencias vk210b, ¢, d, h mostraron alta similitud en la RCR pero ninguna fue idéntica
a las reportadas para paréasitos de otros sitios geograficos y la variante vk210h con dos
copias del dominio GGNAANKKAEDA es la primera vez que se reporta en el mundo.
Muchas de las variantes fueron probablemente eliminadas por las intensas medidas de
control; al disminuir la extension del territorio afectado y la intensidad de la transmision en
el Pacifico y en el Sur de Chiapas. A diferencia de la alta diversidad de los vk210 y vk247
reportado en Irdn (Zakeri et al., 2006) y de los vk247 en Colombia (Hernandez- Martinez.,
2011).

Es importante mencionar que la Unica forma de conocer y caracterizar los parasitos
de P. vivax en los focos de transmision con situacion de conflicto social y de dificil acceso
con comunidades afectadas dispersas, fue mediante la obtencion de la muestra de las
laminillas que concentra el programa de control de paludismo en México. Ademas, el
muestreo de al menos 3 afios permitid evidenciar algunos genotipos poco frecuentes o raros
en los sitios de estudio, por ejemplo: en Sinaloa, el vk210a en el afio 2012 y en Chihuahua,
el vk210h en el afio 2010. En Nayarit se encontrd el vk247-111 en una muestra del 2011,
mientras el vk24711 se detectd en seis muestras de Ocosingo-Palengue del afio 2012. Lo que
sugiere que un estudio mas extenso pudiera descubrir genotipos adicionales a los

encontrados.
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La disminucién o pérdida de diversidad parasitaria podria ser un indicador del éxito
de los programas de control y pre-eliminacion (Arnott et al., 2012). En los focos del
Pacifico, la reduccion en el niamero de casos ha sido sostenida, sobre todo en el foco de
Pochutla, Oaxaca, aqui solo se detectd la variante vk247-1, misma que se habia detectado
en el 2006 (Gonzalez-Cerén et al., 2013). Este sitio ha sido implementado varias medidas
de control basadas en la participacion de las comunidades y que eventualmente estan
conduciendo a la casi eliminacion del parasito en la region. En los afios 2010, 2011 y 2012
se reportaron 161, 28 y 8 casos, respectivamente. Mientras en el 2013 so6lo se reportd un
caso (DGE, 2014). En el foco del Noroeste, a pesar de la poca diversidad encontrada, la
persistencia de la transmision puede estar acompafiada de la limitada participacion del
programa de control del paludismo, debido a la intensa actividad delictiva de narcotrafico y
de cultivo de estupefacientes y en el foco de Nayarit por los movimientos de la poblacion

entre comunidades dispersas y de dificil acceso (Betanzos-Reyes, 2011).

Esta informacién contribuye a comprender la epidemiologia molecular, dinamica de
la transmision y dispersion de los genotipos de P. vivax en el pais, también esta
informacion es de utilidad en la vigilancia parasitaria, para identificar parasitos causantes
de brotes, persistentes, re-emergentes o introducidos. Los resultados de este trabajo
contribuyen a construir un banco de genotipos circulantes en México, pero serd necesario
contar con mayor informacion sobre las caracteristicas bioldgicas de los genotipos y
variantes detectadas, su relacion con los casos asintomaticos, frecuencia y temporalidad de
casos por recaidas, transmisibilidad, factores que contribuyen a la persistencia de la

transmision.
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Anexo |. Numero de muestras que amplificaron para el gen de
circunesporozoitica de Plasmodium vivax de distintos focos de transmisién de México en el

periodo 2010-2012.

la proteina

Origen de las Afo n, muestras n, muestras
muestras* procesadas amplificadas para
el gen csp
Chihuahua-Sinaloa 2010 30 7 (25%)
2011 20 7(25%)
2012 25 14(50%)
Sub total 75 28 (37%)
Nayarit-Jalisco- 2010 29 10(34%)
Durango 2011 20 8(40%)
2012 65 46(70%)
Sub total 114 64 (56%0)
Pochutla, Oaxaca 2010 32 19 (59%)
2011 12 8(66%)
2012 2 1(50%)
Sub total 46 28 (60%)
2010 32 18(56%)
Palenque y Ocosingo, 2011 20 12(60%)
Chiapas.
2012 48 33(68%)
Sub total 100 63 (64%0)
Total 335 183 (55%)

n, nimero de muestras; *focos de transmisién
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Anexo Il.- Total de la muestras de P. vivax que se obtuvo la secuencia de ADN (s) del gen csp en el periodo 2010-2012.

Foco de Afio VK2471 VK247 VK247111  VK210a  VK210b  VK210d  Vk210h TOTALS
transmision N %S n %S n % n % n % N %S n %S n %S
Chihuahua- 2010 6 2(33) - - - - 1(100) - 1 7 3(42)
Sinaloa 2011 7 2(33) - - - - - - 7 2(28)
2012 13 - 1 - - - 14 7(50)
6(46)
Subtotal 26 - 1 1 1(100) - 1 28 12(42)
10(38)
Nayarit- 2010 10 8(80) - - - - - - - 10 8(80)
Jalisco-
2011 7 - 1 - - - - -
Durang 0 1(14) 1(100) 8 8(25)
2012 45 11(24) - - - - - - - 46 11(23)
Subtotal 62 20(33) - 1 1(100) - - - - 64 21(32)
Pochutla, 2010 19  3(15) - - - - - - - 19 3(15)
Oaxaca 2011 8 4(50) - - - - - - 8 3(37)
2012 1 1(100) - - - - - - - 1(100)
Subtotal 28 8(28) - - - - - - - 28 8(28)
Palenque y 2010 6 - - 1 220 - 2 2(100) - - 18 4(22)
Ocosingo, 0
Chiapas 2011 6 3(50) - - 3 1 3 3(100) - - - 12 7(58)
(33)
2012 16 2(12) 6 4(66) - 8 2(25) 2 2(100) - - - 33 10(30)
Subtotal 28 5(17) 6 4(66) - 2 5(3) 5 5(100) 2 2(100) - - 63 21(33)
1
Total 14 43(30) 6 4(66) 1 1(100) 2 6(28) 6 6(100) 2 2(100) 1 1(100) 183 61(33)
4 1

n= numero de muestras %S= Porcentaje de muestras secuenciadas. De 183 se obtuvo la secuencia de 61 aislados de P. viva
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Anexo Ill.- Tabla de parametros de distribucion mismatch de la RCR-cspvk247 de P. vivax
en Latinoamérica Y otras regiones del mundo (Tomada de Gonzélez-Cerdn et al., 2013). En
negritas se sefialan los resultados de los parametros de muestras con RCR variantes (vk247-
11y vk210h).

Pais de

Average

prop >

Origen Strain/isolate  #RU p Prop=0 0.25  Skewness GenBank TM
Thailand PFACLIRPTA 20 0.078 0.175 0.095 2.234 M28745.1
Colombia Pt03 18 0.088  0.137 0.092 1.44 GU339084.1
Colombia Vc05 18 0.089 0.131 0.092 1.41 GU339079.1
Colombia Cho3 20 0.091 0.163 0.084 1.224 GU339067.1
Bangladesh Bangladesh 26 0.092 0.185 0.065 1.157  AY843440.1
Brazil B7-4 20 0.092 0.153 0.068 1.117 M69062.1
Colombia Ch04 18 0.092 0.157 0.092 1.168  GU339068.1
Vietnam VietnamVI 21 0.093 0.138 0.081 1.396 DQ156141.1
Colombia Cho1 18 0.093 0.137 0.092 1.221  GU339065.1
Nayarit vk247-111 18 0094 0114 0091 129

Mexico* - = =L

Colombia Vc0l 20 0.094 0.153 0.084 1.163 GU339075.1
Iran CHPVCS11 20 0.095  0.147 0.079 1.329 AY443710.2
Brazil P. simium Il 21 0.095 0.157 0.071 1.118 L05069.1
Colombia Ca05 20 0.095 0.132 0.084 1.186  GU339064.1
Iran CHPVCS33 20 0.096 0.116 0.079 1.251 AY632294.2
Colombia Pt02.1 18 0.096 0.131 0.092 1.291  GU339082.1
Iran CHPVCS37 20 0.097 0.158 0.079 1.089 AY632298.2
Iran CHPVCS55 19 0.098 0.158 0.082 1.11 AY632316.1
MexicolPeru Mxch6/Perul 19 0098 0.46 0088 1105 j_oi;g%;gi/
Colombia Vc02 20 0.099 0.132 0.074 1.041  GU339076.1
Colombia Ca04 20 0.1 0.132 0.074 1.042 GU339063.1
Vietnam Palo alto c2 20 0.1 0.09 0.08 1.38 EU401930.1
Colombia Nr02 20 0.101 0.105 0.074 1.083 GU339071.1
Colombia Vc04 18 0.101  0.092 0.085 1.155 GU339078.1
Colombia Nrol 20 0.104 0.132 0.068 0.821 GU339070.1
North Korea  North Korea 19 0.104 0.117 0.105 1.22 ®EU401928.1
Iran CHPVCS38 20 0.106  0.095 0.079 1.096 AY632299.2
Colombia Cho05 20 0.106 0.111 0.079 1.291  GU339069.1

* Muestra de Nayarit vk247 111 no reportada anteriormente para México.
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Pais de Average Prop >
Origen Strain/isolate #RU p Prop=0 0.25 Skewness GenBank TM
Brazil 013B-2 18 0.054 0.203 0 0.276 DQ978675.1
Colombia Nr03 20 0.058 0.307 0 1.462 GU339072.1
Mexico Mxch3-vk210a' 20 0.068 0.17 0 -0.207 JQ511265.1
Honduras Honduras Il 20 0.068 0.17 0 -0.207 DQ156131.1
Colombia Pt04.1 20 0.069 0.144 0 -0.202  GU339085.1
Gabon G24 19 0.069 0.129 0 0.087  °U09737.1
Brazil Brazil IV 18 0.069 0.19 0.026 1.384 FJ845386.1
Nicaragua Nir1-vk210q" 22 0.07 0.209 0 0.016 JQ511282.1
El Salvador Sal | 20 0.071 0.15 0 -0.256  XM_001613018
Brazil 010 19 0.072 0.205 0.018 1.099 DQ978656.1
Brazil 04 18 0.073 0.163 0.033 1.292 DQ978651.1
Nicaragua Nichg-vk210f 18 0.074 0.17 0.013 1.107 JQ511284.1
Nicaragua Nichn-vk210e 19 0.075 0.111 0 -0.312 JQ511285.1
Brazil Brazil (VII) 19 0.075 0.193 0.018 1.001 F)845389.1
Brazil Brazil | clone | 21 0.077 0.173 0 -0.474 DQ156132.1
Brazil Brazil (VIII) 21 0.077 0.129 0 -0.467 FJ845391 .1
Brazil Brazil | 19 0.077 0.105 0 -0.41 °EU401924.1
Brazil Belem 20 0.077 0.17 0 1.082 M11926.1
Brazil 17 19 0.077 0.15 0 1.091 DQ978657.1
Brazil 13 19 0.077 0.123 0.012 1.35 DQ978658.1
Brazil P. simium | 21 0.078 0.119 0.014 1.104 L05068.1
Mexico % 20 0.079 0.17 0 1.05 JQ511280.1
Brazil Brazil (VII) 20 0.079 0.137 0.011 1.05 FJ845390.1
Mxch14-
Mexico @ 18 0.079 0.143 0.013 1.03 us
Iran P28 18 0.08 0.131 0.013 1.13 AY632256.1
India India (03-1) 18 0.08 0.131 0.013 1.13 DQ156140.1
India NE12 19 0.081 0.118 0 1.591 FJ491119.1
Philippines PH-46 18 0.081 0.124 0.033 1.281 U08980.1
Vietnam F\?I';’t::;i\ll) 16 0081 0103 0066 1493 ©°EU401929.1
Mexico Mxch4-VK210b 18 0.082 0.15 0.013 0.966  JQ511267.1
Iran P59 18 0.082 0.144 0.013 1.041  AY632287.1
Solomon SOL-83 18 0.082 0.118 0.013 1.13 fU08982.1
Iran CHPVCS7 18 0.082 0.098 0.013 1.152  AY443706.1
Indonesia Indonesia XIX 16 0.082 0.117 0.017 1.16 ‘EU401927.1
Iran CHPV(CS21 18 0.084 0.111 0.013 1.097  AY443720.1
Mauritania Mauritania 18 0.084 0.111 0.013 1.097 AY674050.1
Iran P9 18 0.084 0.105 0.013 1.112  AY367286.1
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North Korea
South Korea
India
Thailand
India

Iran
Vk210h*
Iran

Korea
Indonesia
Mexico

Iran

New Guinea
India

North Korea
India

South Korea
North Korea
South Korea

KNIH
KPVCSP01-22
NE10
PFAC1RPTB
India VII
KPVCS6
Chihuahua
P1

Korea (02-9)
Indonesia VI
Mxch3-vK210c
KPVCS1
Chesson |
ND3

KNIH

NEO10
KPVCSP02-20
PFACSCA
KPVCSP02-39

18
18
18
18
16
17
17
16
18
18

12

17
16
13
12
10
20
20
20

0.084 0.111 0.02 0.937 AF316581.1
0.084 0.111 0.02 0.937 DQ859754.1
0.084 0.118 0.039 1.195 FJ491117.1
0.084 0.137 0.085 1.641 M28746.1
0.086 0.117 0.025 1.084 ‘EU401926.1
0.087 0.096 0.015 1.084  AY632325.1
0.086 0.107 0.022 1.054 -

0.088 0.092 0.017 1.033 AY367278.1
0.088 0.085 0.02 0.89 DQ156137.1
0.088 0.111 0.02 0.991 DQ156135.1
0.092 0.152 0.015 0.755 JO511266.1
0.092 0.074 0.015 1.027  AY632320.1
0.094 0.183 0.017 0.398 ‘EU401925.1
0.094 0.192 0.038 0.564 FJ491100.1
0.102 0.061 0.03 0.717 AF316580.1
0.102 0.044 0.089 0.935 FJ491128.1
0.105 0.092 0 0.478 DQ859760.1
0.111 0.137 0 0.194 M20670.1
0.135 0.098 0 -0.273  DQ859768.1
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Anexo IV. Gréfica del promedio (p) y la varianza de la distribucion mistmach de la RCR de
P. vivax vk247 y vk210 de Latinoamérica y otras regiones del mundo (tomada de
Gonzalez-Ceron et al., 2013). Se anexan los datos de las muestras con genotipo vk247-111'y
vk210h que se agrupa con los vk210b y d del Soconusco (indicados con las flechas).
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