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Resumen Hace cinco afios el "Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR)" de la
Organizacion Mundial de la Salud lanzé un nuevo proyecto en Genoma de Parasitos. Las finalidades
eran la obtencion de informacion sobre la organizacion del genoma e identificacion de genes de cinco parasitos, a
saber, Schistosoma, Filaria, Leishmania y Trypanosomas bruceiy cruzi. La organizacion de una red de grupos de
investigacion, la promocion de la colaboracion internacional y el entrenamiento de investigadores de paises en
vias de desarrollo eran también objetivos principales del programa. Luego de cinco afios se ha obtenido una im-
portante cantidad de informacion que esta disponible para investigadores que trabajan en el tema.

Abstract Organization of the Parasite Genome Programme network. Five years ago the Special Programme
for Research and Training in Tropical Diseases (TDR) from the World Health Organization (WHO)
launched the Parasite Genome Project. The aims were to obtain information on genome organization and gene
discovery in five parasites, namely, Schistosoma, Filaria, Leishmania and Trypanosomas brucei and cruzi.
Organization of research networks for each parasite under study, promotion of international collaboration and training
of researchers in developing countries, were also main objectives of the programme. After five years, a large amount

of information has been obtained, which is now available to researchers in the field.
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El programa para el estudio de genomas de parasitos
organizada por TDR/WHO incluy6 al Trypanosoma cruzi,
agente causante de la enfermedad de Chagas en Améri-
cal. Informacién sobre proyectos genoma de los otros
parasitos incluidos en el programa de TDR/WHO puede
encontrarse en publicaciones recientes®*. El primer paso
fue la organizacion de una red que incluya grupos de
investigacion con capacidad de trabajar en diferentes
areas del proyecto. Una lista de los laboratorios e inves-
tigadores participantes, que incluyen grupos de diferen-
tes paises de Europa, de Estados Unidos de
Norteamérica y de América del Sur puede encontrarse
en una revision realizada recientemente por los grupos
participantes!. La primera tarea realizada fue la selec-
cion de un clon de T. cruzi a ser estudiado. El elegido
resulté ser el clon CL-Brener, denominado asi en honor
del Dr. Zigman Brener, su descubridor. A partir de ese
momento se seleccionaron proyectos a través de un co-
mité de pares establecido por TDR/WHO. Algunos pro-
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yectos fueron financiados por este sistema. Otros gru-
pos de investigacion participantes han sido financiados
por fuentes alternativas.

Las finalidades cientificas que se establecieron para
la primera etapa del proyecto fueron: 1. caracterizacién
biolégica del clon CL-Brener; 2. construccion de colec-
ciones de fragmentos de ADN gendmico clonados en di-
ferentes vectores (YAC, BAC, cosmidos y plasmidos); 3.
colecciones de ADN copia (cDNA) a partir de ARN men-
sajero obtenidos de diferentes estadios del parasito
(epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes); 4. anali-
sis del patron de cromosomas del parasito e identifica-
cion de marcadores para cada uno de ellos; 5. identifica-
cion de genes a través de la secuenciacion de clones
gendémicos y de cDNA obtenidos al azar; 6. secuenciaciéon
de cromosomas; 7. generacion de una base de datos
que incluya la informacion generada por el proyecto. A
continuacion se describen brevemente los resultados ob-
tenidos en cada una de estas lineas de trabajo, los cua-
les han sido obtenidos por diferentes grupos que forman
parte de la red.

1. Caracterizacion bioldgica del clon CL-Brener

El clon de referencia para el proyecto posee todas las
caracteristicas bioldgicas esperadas de una cepa infectiva
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de T. cruzitales como velocidad de crecimiento, diferen-
ciacion, infectividad, virulencia en animales de laborato-
rio y sensibilidad a los agentes quimioterapéu-ticos con-
vencionales®. También fue caracterizado en cuanto a
marcadores moleculares que posibilitan su identificacién,
seguimiento y el andlisis de su estabilidad® ©.

2. Construccion de colecciones de fragmentos de
ADN gendmico

Se han construido una serie de colecciones de fragmen-
tos de ADN en diferentes vectores bacterianos que in-
cluyen césmidos™ 8, YACs y BACs?®, entre otros. A partir
de estas colecciones se generaron sub-colecciones con-
teniendo clones con fragmentos especificos de los
cromosomas Il y IV* que posibilitaron su mapeo?*. Es-
tas colecciones de fragmentos genémicos fueron orde-
nadas en placas para su distribucién a diferentes labora-
torios interesados en el tema.

3. Colecciones de ADN copia (cDNA)

Se gener6 una coleccion de cDNAs a partir de ARN men-
sajero de la forma epimastigotes de CL-Brener (Urmenyi
TP, Rondinelli E, y colaboradores, resultados no publi-
cados). Aproximadamente 23 000 clones fueron ordena-
dos en placas y distribuidos a diferentes laboratorios que
los utilizaron para la identificacion de genes en T. cruzi
(ver proximas secciones). Actualmente se estan cons-
truyendo colecciones de cDNAs a partir de las formas
amastigote y trypomastigote del parasito.

4. Anédlisis del patron de cromosomas del parésito e
identificacion de marcadores

Se separaron las principales bandas cromosomales del
parasito por electroforesis en geles de agarosa en cam-
po pulsante. La identificacién de bandas se realiz6 utili-
zando marcadores por hibridizacion de las bandas trans-
feridas a filtros de nitrocelulosa*? *3. Una estimacion pre-
liminar permite suponer que el clon CL-Brener posee
aproximadamente 40 cromosomas por genoma haploide,
con un tamafio total de 40-60 Mpb (Megapares de ba-
ses).

5. Identificacion de genes en T. cruzi

En una primera etapa se comenz6 con la identificacion
de genes por secuenciacion de cDNAs de la forma
epimastigote del T. cruzi. Actualmente (30 de abril de
1999) hay 8 069 secuencias, que se denominan ESTs
por "expression sequence tags", en la base de datos
dbEST del "National Center for Biotechnology Infor-
mation" (NCBI). Las mismas han sido obtenidas en dife-

rentes laboratorios y algunas de ellas publicadas* .
Descartando las secuencias repetidas que se obtienen
como consecuencia del proceso de secuenciamiento al
azar, la cantidad de ESTs en la base de datos corres-
ponde a aproximadamente 3 000 genes diferentes iden-
tificados. Este nimero obtenido en los dltimos 2 afios es
mas de cien veces superior a todos los genes identifica-
dos previamente al inicio del proyecto genoma del T. cruzi.
Una segunda aproximacion para la identificacién de nue-
vos genes fue iniciada recientemente en nuestro labora-
torio a través de la secuenciacion de colecciones de frag-
mentos gendmicos. Hasta el momento se han informado
2 229 de las denominadas GSS por "genomic sequence
survey" en la base dbGSS del NCBI (abril 30, 1999, libe-
racion nimero 043099). En total, la suma de ESTsy GSSs
comunicadas significa aproximadamente 4 600 000 ba-
ses (estimando un promedio de 450 bases por secuen-
cia), o sea, aproximadamente el 5% del genoma del pa-
rasito.

6. Secuenciacion de cromosomas

Se ha comenzado con la secuencia de un cromosoma
completo (ndmero Ill, de un tamafio aproximado de
600 000 bases, B. Andersson y colaboradores) que esta
en su etapa final. Una secuencia parcial de este
cromosoma ha sido recientemente publicada'. Asimis-
mo se comenzo con la secuen-ciacion del cromosoma
IV por el mismo grupo.

La secuenciacion de GSSs ya comenzada tiende a la
obtencién de 20 000 secuencias para finales del 1999,
con lo que se habra obtenido un nimero total de bases
secuenciadas de 9 000 000, o sea, aproximadamente un
20% del genoma haploide total. Informacién sobre se-
cuencias genémicas obtenidas como consecuencia del
proyecto incluyen familias de genes y secuencias
repetitivas, entre otras'’*°.

7. Generacion de una base de datos que incluya la
informacion generada por el proyecto

Se ha generado una base de datos que contiene toda
la informacién producida por los diferentes grupos
involucrados®. La misma tiene un formato AceDB y pue-
de ser obtenida en la siguiente direccion:

ftp://iris.dbbm.fiocruz.br/pub/genomedb/TcruziDb/.
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