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Resumen

Objetivo. Con el fin de aportar nueva informacion relevante para estudios de genotipificacion y filogenética debgtmeamiaen este

estudio se determind y comparo la secuencia del maxicircLigistenania braziliensjisepa MHOM-BR-75-M2904, con las secuencias

del maxicirculo reportadas para otras especies de tripanosonmidtdesales y métodosLa busqueda de las secuencias del maxicirculo

se realizé en las bases de datos de secuencias no ensambladas del GeneDB version 2.1, asi como en el GenBank, uté&fdbD8o los ge

y RPS12leL. braziliensizomo sonda inicial. Estas secuencias se ensamblaron y se compararon con sus homélogas en otros tripanosomatidos
mediante el uso de herramientas bioinformaticas como LALIGN y ClustalW?2. El tamafio total del maxicirculo se determind mediante
ensayos de Southern blResultados.Se ensamblaron dos fragmentos del maxicirculo. teaziliensisde 6535 y 4257 nucleétidos,

Cuyos genes presentaron elevada sintenia y similitud en sus secuencias con los previamente reportados en otrdstHpaciesde
Similitud que se extiende incluso a los patrones de edicion de estas moEonthssionesA pesar de sdr. braziliensida especie mas
divergente del génet@ishmanian cuanto a su genoma nuclear, el marxicirculo presenta una elevada conservacion. Resultado que sugiere
gue el patrén de edicion presente en las diferentes espetieistidmanichasta ahora estudiadas se conserva también en el subgénero
Viannia, lo que indica una elevada conservacion en la edicion de los transcritos mitocondriales a nivel de género.

Palabras clave:ADN del cinetoplasto (ADNKk), edicién del ARNeishmania (Viannia) braziliensimaxicirculo.

Abstract

Maxicircle genome partial sequence dfeishmania braziliensisassembling and comparison with other trypanosomatids. Objective.

With the aim to provide new insights for genotyping and phylogenetic studieslaigienaniagenus, in this study the sequence of the
maxicircle inLeishmania braziliensjsstrain MHOM-BR-75-M2904, was determined and compared with those reported in other
trypanosomatids speciddaterials and methods Searches for maxicircle sequences were performed in the unassembled sequences of
GeneDB database version 2.1, as well as in the GenBank, usNB&sndRPS13jenes of.. braziliensisas the initial probes. These
sequences were assembled and compared with the homologous sequences of trypanosomatids using the bioinformatics toads LALIGN an
ClustalW2. The size of maxicircle was determined by Southern blot ag&esislts Two maxicircle fragments of 6535 and 4257
nucleotides were assembled. The sequences of these genes showed high synteny and similarity with the sequebheeshimanifeer
species. This similarity even was extended to the editing patterns of these mo@eoubéhssions AlthoughL. braziliensiss the most
divergent species of theeishmaniagenus in their nuclear genome, the maxicicircle has a high conservation. This result suggests that the
pattern of editing present in the differ&eishmaniaspecies studied has been conserved also in the sulfipamia These results indicate

a high conservation in the editing of mitochondrial transcripts at the genus level.

Key words: kinetoplast DNA (KDNA), RNA editingl.eishmania (Viannia) braziliensimaxicircle.

29



Universitas Scientiarum, 2011, Vol. 16 N° 1: 29-50

Resumo

Sequéncia do genoma parcial do maxicirculo déeishmania braziliensis montagem e comparagdo com outros
tripanossomatideos.ObjetivoCom o fim de contribuir nova informacéo relevante para estudos de genotipagem e filogenética do género
Leishmanianeste estudo determinou-se a sequéncia do maxicirdutistdenania braziliensjsepa MHOM-BR-75-M2904, comparando-

secom as seqliéncias do maxicirculo reportadas para outras espécies de tripanossdhadtiigie® Métodos A busca das seqiiéncias

do maxicirculo foi realizada nas bases de dados para seqgiiéncias ndo alinhadas no GeneDB versdo 2.1, assim como ndigerBank, uti

o geneND8eRPS12lelL. braziliensiscomo sonda inicial. Essas seqiiéncias foram alinhadas e comparadas com as suas homologas em
outros tripanossomatideos, mediante o uso de ferramentas bioinformaticas como L-ALIGN e ClustalW2. O tamanho total do maxicircu
foi determinado mediante ensaiosStmuithern blatResultados Foram alinhados dois fragmentos do maxicirculb.deaziliensisde

6535 e 4257 nucleotideos, cujos genes apresentaram elevada sintenia e similaridade nas suas seqiiéncias com 0s genes previamente
reportados nas outras espécies eishmaniaA similaridade vista estende-se, inclusive, aos padrfes de edi¢do para estas moléculas.
ConclusdesApesar dé.. braziliensisser a espécie mais divergente do géheishmaniano que se refere ao seu genoma nuclear, o
maxicirculo apresenta uma alta conservagdo. Esse resultado sugere que o padréo de edicdo apresentado nasisbpémigsatic

agora estudadas, € conservado também no subyésren@ o que indica uma alta conservacao na edi¢cao dos transcritos mitocéndriais ao
nivel de género.

Palavras-chave’ADN de kinetoplasto (ADNK), edicdo de ARDNeishmania (Viannia) braziliensimaxicirculo.

Introduccidén Los maxicirculos contienen dos ARN ribosomales (ARNT),
algunos ARNg vy codifican paral8 genes estructurales
Las Leishmaniasis son un grupo de enfermedade#cluyendo la proteina ribosomal S12 (RPS12), varias de
producidas por parasitos protozoarios pertenecientekis enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial como
al géneroLeishmania,los cuales son transmitidos la apocitocromo b (CyB), las subunidades I, Il y Il de la
en América por la picadura de insectos del génergitocromo c oxidasa (COlI, COIl, COlIl) y las subunidades
Lutzomyia(1). Esta enfermedad tiene un amplio rangol, 3, 4, 7, 8 y 9 de la NADH deshidrogenasa (ND1, ND3,
de manifestaciones las cuales abarcan desde D4, ND7,ND8y ND9), aparte de cuatro marcos de lectura
infeccion cutanea, mucocutanea a visceral (2).abiertos conocidos como MURF1, MURF2, MURF4 o
Dentro de los principales agentes etioldgicos de IaATPasa 6 (9) y MURFS5 (4, 5, 10, 11). La informacion
leishmaniasis cutadnea y mucocutanea en Colombigodificante de algunos de estos genes se encuentra
se encuentra la especieeishmania (Viannia) encriptada, los transcritos generados con frecuencia
braziliensis(1). carecen de codones que indiquen el inicio o fin de la
traduccion y la secuencia codificante esta incompleta
Las leishmanias, al igual que los otros géneros pertend12). Antes de ser traducidos, estos transcritos van a
cientes al orderKinetoplastida se caracterizan por la experimentar un proceso de edicion, que, mediante la
presencia de un organelo denominado cinetoplastansercion y delecidon de residuos de uridinas en sitios
correspondiente al ADN mitocondrial o ADNk del para- especificos del ARN naciente o pre-editado, conduce a la
sito (3). El cinetoplasto es una red compleja formadacreacion de marcos de lectura correctos (13). Este
por dos clases de moléculas de ADN circular concatenadasecanismo de edicion, que tiene una progresion en
entre si: los minicirculos y los maxicirculos. Los prime-sentido 3" — 5, es asistido por los ARNg, los cuales actiian
ros tienen un tamafio que varia entre 0,7 — 1.0 kb depene molde o plantilla (14 - 16). Asi, el ARNg en su zona de
diendo de la especie de kinetoplastido, se encuentramnclaje en su extremo 5" forma una duplex de 10 — 15 nt
repetidos entre 5000 - 50000 veces por cinetoplastogon el ARNm pre-editado. El numero de uridinas
codifican para los ARN pequefios ricos en uridinas co-adicionadas es guiado por la cantidad de adenosinas o
nocidos como ARN guias (ARNg) y se caracterizan porguanosinas sin aparear con el ARN pre-editado presentes
presentar una amplia variabilidad en sus secuencias (4en el ARNg corriente abajo del dominio de anclaje. En
6). Los maxicirculos por su parte, con tamafios de 20 tanto que los residuos de uridinas a delecionarse se
38 kb y 20 — 50 copias por cinetoplasto, son moléculagnarcan por su ausencia en el extremo 3" del fragmento
conservadas con excepcion de la region divergente (DRJjjue sobresale del daplex ARNg:ARNmM (16).
la cual se caracteriza por poseer elementos repetidos y
tener una extension variable, siendo de 4073 nt ectualmente se conoce la totalidad del genoma del
Leishmania tarentolaé4, 7, 8). maxicirculo de algunas especies de kinetoplastidos como
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L. tarentolae(5, 10), Leishmania donovan{11), lavados en condiciones astringentes con solucién salina
Trypanosoma bruc€b, 17 - 19) yTrypanosoma cruZR0) citrato (SSC) 0,1% y SDS al 0,1% a 68 °C por 15 min cada
Yy, secuencias parciales de los maxicirculokaighmania  uno, seguidos de exposicion a peliculas de rayos X Curix
major (21), Leishmania amazonens({22), Crithidia RP2 Plus (AGFA, Mortsel, Bélgica) durante 1h.
fasciculata(23, 24) yPhytomonas serpertg5, 26).

En este articulo se reporta la secuencia de dos fragmenté¥otencion de la secuencia parcial del

no contiguos de la region codificante del genoma demaxicirculo deL. braziliensis

maxicirculo deL. braziliensis,para un total de cobertura

de 10,7 kb y, se presenta un andlisis comparativo de estkg construccion de la secuencia parcial del maxicirculo de

secuencias con las de otros kinetoplastidos previamenie braziliensisse realiz6 mediante analisis BLAST de las
reportadas. secuencias reportadas en las bases de datos GeneDB de
secuencias no ensambladatsy(;//old.genedb.org/genedb/
Ibraziliensis) y GenBank [ittp://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank. Como sonda inicial para los analisis de
Materiales y métodos hibridacionin silico del fragmento de 6535 pb se utilizo
un fragmento de 155 pb correspondiente al extremo 5° no
editado de la secuencia del ge®8 del parasito (29,
Material supl. 1), mientras que para el fragmento de 4257
se utilizé el gerRPS12deL. braziliensis La elongacion
de la secuencia en construccién se logr6 mediante pasos
geiterativos de anédlisis BLAST/n de los extremos del
- : . L ragmento ensamblado, seguido de analisis LALIGN con
Médicas (CIDEIM, Cali - Colombia). Los parasitos fueron cada una de las entradas encontradas en el BLAST/n. Los

crecidos a 26 °C en medio Schneider (SIGMA, St. LOms’numeros de acceso de las secuencias empleadas para el
USA) suplementado con 20% (v/v) de suero fetal bovino P P

inactivado (Eurobio, Les Ulis- Courtabeuf, Francia) ensamblaje del maxicirculo se muestran efatda 1
' ' ' (Material supl. 2A'y 2B), con su correspondiente valor de

“e” de significancia de los andlisis BLAST.

Parasitos

La cepa dé. braziliensisdHOM-BR-75-M2904 utilizada
en este estudio fue caracterizada y proporcionada por
Centro Internacional de Entrenamiento e Investigacione

(D!
<D

Ensayos de Southern blot

Para determinar el tamafio total del maxicirculo se realizéAnalisis de las secuencias

un ensayo de Southern blot utilizando ADN total del parasito, ) . S -~

obtenido de acuerdo a Requena y colaboradores (1988)as secuencias génicaslddraziliensisse identificaron por
digerido con las enzimas de restricd&anHI, BsBI, EccRI, similitud con las secuencias reportadas etarentolae(N°
Hindlll, Pvul, Pvull, SpH y Xhd, de acuerdo a las de acceso al GenBank M10126), cuyo maxicirculo ha sido
indicaciones de la casa fabricante (Promega®, szconsirﬁecuenciado en su totalidad. Para ello, se compararon de forma
USA). Las enzimas se seleccionaron con base en la presenfidlividual cada una de las secuencias obtenidas con su
de sitios Gnicos de restriccion en el genoma del maxicircul§ontraparte er.. tarentolae utilizando la herramienta
deL. tarentolag L. donovaniy L. major. Los fragmentos ~ LALIGN (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN
resultantes fueron resueltos mediante electroforesifrm-htm). La comparacion de varias secuencias se realizo
horizontal, en un gel de agarosa al 0,8% y transferidos B€diante la herramienta ClustalWtp://www.ebi.ac.uk/
membrana de nylon por el método de transferencia salinfools/clustalw2/index.ht ml Los perfiles de restriccidim

(28), para su posterior hibridacién con un fragmento quéilico se determinaron utilizando la herramienta NEBcutter
contiene 155 pb correspondiente al extremo 5' no editaddf2-0 (ttp://tools.neb.com/NEBcutte)2l.a determinacion

del gerND8deL. braziliensig29, Material supl. 1), el cual de la sintenia se realiz6 mediante comparacién del orden de
no presenta identidad significativa con regiones del ADNIOS genes entre los distintos maxicirculos de las especies
nuclear del parasito. La sonda fue marcada con digoxigenir@@lizadas. La direccion de la transcripcion de los genes se
utilizando el estuche comercial DIG High Prime DNA determiné de acuerdo a la presencia del marco de lectura
Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche, Basel, Suiza) @Pierto, luego del ensamblaje del genoma, en la cadena sentido
El protocolo de hibridacion se realizé en condiciones dé antisentido. La presencia putativa de dominios funcionales
astringencia siguiendo las indicaciones del fabricanten 1& proteina putativa MURFS se determind mediante la
(Manual de Instruccién DIG High Prime DNA Labeling and herram|enta InterproScant(p://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/
Detection Starter Kit Il). Posteriormente, se realizaron dodPrscan.
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Tabla 1. Descripcion de las entradas utilizadas para la construccién de la secuencia del
maxicirculo deL. braziliensis

Fragmento N° de acceso Tamafio (nt) e - value Base de datos
AB095966.1 804 1® GenBank
Brazil75c12.q1k 66 1.4 e? GeneDB
Brazil63b03.p1k 238 5.0 et® GeneDB
Brazil1432f10.q1k 89 8.7 € GeneDB
Brazil182d06.q1k 318 6.9 e GeneDB
Brazil8lell.qlka 85 1.9¢e* GeneDB
Brazil227d04.p1k 226 12e® GeneDB
Brazil555h03.p1k 141 29 e* GeneDB
Brazil15989g08.q1k 73 29 ¢ GeneDB
Brazil621f05.p1k 355 4.6 e GeneDB
Brazil466g05.q1k 49 1.1 et GeneDB
Brazil606f10.p1k 519 5.7 et® GeneDB
Brazil281b06.p1k 77 8.5 et GeneDB
Brazil1348c08.q1k 111 8.0 e® GeneDB
Brazil1133b07.p1k 201 6.2 e GeneDB

6535 nts Brazil20h04.p1k RevComp 274 4.6'% GeneDB
Brazil423g06.q1k 860 5.3 €% GeneDB
Brazil27a07.q1k 142 2.7 e'®° GeneDB
Brazil653a10.p1k RevComp 34 5.47e GeneDB
Brazil1081f06.p1k RevComp 114 1.2% GeneDB
Brazil251e11.plk RevComp 151 1.%%e GeneDB
Brazil8lell.plka RevComp 50 5.2 GeneDB
Brazil982e01.p1k 158 2.6 et GeneDB
Brazil487c05.p1k RevComp 174 1.%% GeneDB
Brazil802h07.glk RevComp 92 3.6% GeneDB
Brazil700a03.plk RevComp 137 5.4 GeneDB
Brazil1252c02.q1k RevComp 138 1.%e GeneDB
Brazil595d07.plk RevComp 91 1.6% GeneDB
Brazil1521b09.p1lk RevComp 208 2.8% GeneDB
Brazil66e05.g1k RevComp 191 4. 4% GeneDB
Brazil226a12.plk RevComp 118 4 #%e GeneDB
Brazil241b09.p1k RevComp 251 8.0% GeneDB
Brazil1501c09.q1k 72 8.0 e GeneDB
Brazil1501c12.q1k 540 1.6 e GeneDB
Brazil1001a09.p1lk 383 46 €0 GeneDB
Brazil1043b09.q1k 594 9.2 &7 GeneDB
Brazil1043b09.p1lk RevComp 265 1.8% GeneDB
Brazil827b08.p1k 432 2.7 e GeneDB

4257 nts Brazil484cl11.qlk RevComp 257 2.3% GeneDB
Brazil483f03.p1k 328 3.4e% GeneDB
Brazil655c08.p1k 432 8.2el® GeneDB
Brazil622d11.p1k 341 1.5 €7 GeneDB
Brazil483f03.q1k RevComp 461 1.3% GeneDB
Brazil655c08.q1k RevComp 152 1.8% GeneDB

32 Nocua et al



Secuencia parcial del genoma del maxicirculo de Leishmania braziliensis

Resultados y discusion los ARN ribosomales (ARNr) 12S y 9S, ademas de codifi-
car para las secuencias pre-editadas de las proteinas ND7,
Caracteristicas de la secuencia parcial del ND8, ND9, COlll, CyB y MURF5 Figura 2, Material

supl. 2A). El segundo fragmento con un tamafio de 4257
nts codifica para las secuencias correspondientes a los
El maxicirculo completo de. braziliensisposee un tama- genesND4, ND3(conocido también como regiéon G5)
flo aproximado de 23 kb como se observa claramente dRPS12y ND5, asi como la region G4igura 2, Material
las digestiones realizadas con las enziHiadlll y BsBl supl. 2B). La separacion entre ambos fragmentos no es
(Figura 1). Resultados que concuerdan con lo reportad@onocida, aunque su tamafio aproximado se puede dedu-
paralL. tarentolag 21 kb (10) L. donovani20 kb, (11),y  cir si se considera que los gehEy CyBenL. tarentolae
otros tripanosomatidos condo brucej 23 kb, yT. cruzi,  estan separados por 6672 nt (10).
20 kb cepa CL Brener y 22 kb, cepa Esmeraldo (17 - 20).

La organizacion genémica de la secuencia parcial del
A partir de 44 secuencias previamente reportadas en difenaxicirculo dd.. braziliensis esquematizada en Figu-
rentes bases de datos, se logré determinar gran parte deda2, es bastante similar a la Hetarentolaetanto en el
secuencia del maxicirculo tebraziliensisSe ensambla- orden (2595 ND8, ND9, MURF5 ND7, COlll, CyB —-G4,
ron dos fragmentos del maxicirculo, el primero con unND4, ND3, RPS1% ND5), como en la posicién, longitud
tamafio de 6535 nt que contiene tres ARN guias (ARNg) y secuencia de los genes.

maxicirculo deL. braziliensis

b
P ob
23130—

—23130
9416

—9416
6557

—6557
4361 —4361
2322 — —2322

Figura 1. Estimacién del tamafio en pares de bases del maxicirculo de L. braziliensis mediante ensayo de “Southern blot”.
El ADN digerido con las diferentes enzimas de restriccion se hibridé con una sonda que contienel55 nts correspondiente a
la secuencia pre-editada del gen ND§ de L. braziliensis. Marcador de peso molecular Lambda HirdIIl (PM) y ADN no
digerido (ND). Estos resultados de Southern blot en conjunto con los resultados del patrén de restriccion obtenido in silico
de la secuencia ensamblada, indican que mientras las enzimas Pvull, Sphl, Xhol, BamHI y Pvul no presentan diana de
restriccion en el genoma del maxicirculo, las enzimas Hindlll y Bs¢BI presentan una diana, linealizdndolo y la endonucleasa
EcoRl, dos dianas, originando dos fragmentos de restriccion, uno cercano a 20 kb y otro a 3 kb. Este ultimo no se observa
en el Southern blot debido a que no es reconocido por la sonda utilizada.
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5 3

1 <2 HARNr128 ARNr9 ND7>— coii cyB>-// ND4 @ @ W ‘-]

Figura 2. Esquema de la organizacion del maxicirculo del L. braziliensis. La orientacion de las cajas indica el sentido de la
transcripcion. Las flechas corresponden a los ARNg asi: la 1 al gM150, la 2 corresponde al gND7-11, la 3 al gCyb-II, la 4 al
gMURF2-I1y la 5 al gND7-1. G5 corresponde al gen ND3.

Mas atn la orientacion de la transcripcion de los genegorcentaje de similitud entre los genes pre-editados tanto

parece ser idéntica, en donde los ga2&9S ND8, ND7, en Ior?g_it,ud como en _se_cuencia sugiere patrones _similares
COIll, CyB ND4, RPS12/ND5, se transcriben de la hebra d_e ed|C|on_ entre !as distintas especies. En est,e mismo sen-
sentido, mientras que los ge®9, MURF5y ND3 son tido, las dlfe_renmas encontradas con otros géneros de tri-
transcritos a partir de la hebra anti-sentido. Al Comparapanpsomatldos comdrypanosoma, E._§erp(?r}s§:.
con la secuencia parcial de los maxicirculos de otras espggsmculata presuponen pairones de edicion mas distantes
cies comad.. major (cepa MHOM/SU/73/5ASKH, N° de entre los mismos.
acceso al GenBank EU140338)donovan{cepa MHOM/
SD/62/1S-C12D, N° de acceso al GenBank FJ4166D3) y
amazonensigcepa LV78, N° de acceso al GenBank
HM439238) también se observaron resultados similareSecuencia pre-editada de la proteina ND#iteriormen-
con excepcion de algunas diferencias en el tamafio de & conocida como regién G1, én tarentolae,esta se-
secuencias pre-editadakabla 2). Por ejemplo, en rela- cuencia se caracteriza por sufrir “pan-editing”, es decir
cion aL. donovanie observan diferencias de 70 nts en losedicién extensiva a lo largo de toda la molécula (11, 22,
genesND8y CyB mientras que en comparacion don 29, 32). Al comparar la secuencia pre-editada.de
major las diferencias mas notorias se presentaron con lograziliensiscon la correspondiente dn tarentolaese
genesND8, ND9y MURFS Cabe resaltar que si bien la observé una identidad de 65,2%, valores muy cercanos a
secuencia que codifica para MURF5 no ha sido descrita elgs observados al comparar con las regiones equivalentes
el maxicirculo dé.. donovanjesta fue identificada en este enL. donovaniy L. major, pero mas distantes a los resul-
estudio en las posiciones 2159 - 2457 de la hebrgados obtenidos con otros tripanosomatidos, especialmen-
antisentido, mediante un alineamiento con el gen respege parar. bruceiy P. serpengTabla 3). De especial interés,
tivo deL. tarentolae Ramirez et al. mostraron como los ARN respectivos de
este gen sufren edicidn, alcanzando una identidad del

Al extender el andlisis a otros tl’ipanosométidos cdmo 91,9% con respecto a la secuencid derentolaeen la
cruzi(cepa CL Brener, N° de acceso al GenBank DQ34364%¢gion editada (29).

y cepa Esmeraldo, N° de acceso al GenBank DQ343646) y

T. brucei(cepa EATRO 427, N° de acceso al GenBankSecuencia pre-editada de la proteina ND@mbién co-
M94286) se observaron diferencias marcadas con relacidfocida como G2, esta secuencia, al igual que para la se-
al tamafio de las regiones pre-editadas de los genegiencia codificante de la proteina ND8lertarentolae,
codificantes para ND7 y COIll presentando diferencias dgyresenta una edicién extensiva del mismo (11, 22, 32). Los
406 — 460 nts. Tambien se observo variabilidad en relaporcentajes de identidad de la secuencia pre-editada de
cion a los genelD8y ND9 cuyo tamafio se conservalen  praziliensisresultaron ser de 71,9%, 71,2%, 66,5% y 53,4%
cruzipero no em. brucei A diferencia de la secuencia de con las secuencias de tarentolae, L. donovani.

CyB; el resto de las secuencias presentan diferencias hagithazonensig L. major, respectivamente. Al comparar con
de 150 nts. Con relacion a los kinetoplastiloserpeny el resto de secuencias de las especies de tripanosomatidos
C. fasciculatase encontraron diferencias en el tamafio deanalizados se observaron porcentajes de identidad inferio-
todas las regiones pre-editadas reportadas con un rango @&, entre 43,9 y 55,3%4bla 3).

25 a 462 nts de diferencidapla 2).

Secuencias pre-editadas

Secuencia pre-editada del marco de lectura abierto
Los anteriores resultados muestran una considerabIRIURFS5: estudios recientes de Maslov (22) indican que
sintenia de los genes del maxicirculo entre las distintagsta secuencia parece no sufrir edicién en tripanosomati-
especies del parasito que infectan lagartos y mamiferogos. Sin embargo, se constaté que existe una variabilidad
independientemente del subgenero. Asi mismo, el elevadsignificativa tanto en su extremo amino como carboxilo
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Tabla 2. Comparacion de las secuencias pre-editadas del maxicirculoldéoraziliensiscon otras
especies de tripanosomatidos

ESPECIES

Genesy L. L. L. L. L. T.cruzi T. cruzi T P. C.

secuencias braziliensis tarentolae donovani amazonensis major CBrener  Esmeraldo brucei serpens fasciculata

12S ARNr Posicion 488-1659 438-1610 1-829 1-1112 1-328 4707-5867 4751-5903 1364-2512 217-1368 13-1153
Tamafio (nt) 1172 1173 - — — 1161 1153 1149 152 1141

9S ARNr Posicién 1708-2319 1639-2249 849-1458 1141-1750 355-965 5906-6514 5947-6554 2542-3152 1388-1996 1202-1813
Tamafio (nt) 612 610 610 610 611 609 608 611 609 612

ND8 Posicién 2414-2863 2380-2600 1515-1858 1843-2100 1090-1298 6559-6837 6607-6877 3162-3522 2056-2264 - -
Tamafio (nt) 270 221 344 258 209 279 271 361 209 - -
Codon Inicio AUGo AUG* - AUGe -— — — AUG* AUG —

ND9 Posicién 3072-2726 3006-2648 2202-1853 2459-2136 1624-1379 6901-7238 6942-7295 3802-3482 2577-2335 - -
Tamafio (nt) 347 359 350 324 246 338 354 321 243 - -
Codon Inicio — AUG* - AUGe -— — — AUG* -— —

MURF5 Posicién 3331-3034 3268-2966 2457-2159 2731-2471 1937-1671 7274-7421 7326-7472 4021-3788 2825-2475 - -
Tamafio (nt) 298 303 299 261 267 148 147 234 351 - -
Coddn Inicio AUG uuG UUGe UUGe -— — — AUGe AUGe -

ND7 Posicién 3352-4513 3290-4458 2477-3646 2772-3946 1977-3120 7563-8317 7612-8367 4066-4767 2905-4041 1169-1868
Tamafio (nt) 1162 1169 1170 1175 1144 755 756 702 1137 700
Codon Inicio UA AUAA AUAD» AUA+ AUA® -- — UGA* AUU* ACG*

coll Posicién 4567-5423 4511-5362 3674-4549 3991-4843 3148-4008 8384-8806 8435-8859 4768-5206 - - 2331-3194
Tamafio (nt) 857 852 876 853 861 423 425 439 - - 864
Codon Inicio AUG AUG* AUG » AUG ¢ AUG @ - — AUG* - AUG*

CyB Posicién 5458-6535 5403-6481 4568-5668 4883-5960 4044-5123 8881-9960 8917-9996 5275-6354 - - 3243-3353
Tamafio (nt) 1078 1079 1101 1078 1079 1080 1080 1080 - - 111
Codon Inicio AUG AUG* AUG » AUG ¢ UUA® -— — AUG* -— uG*

G4 Posicién 444-22m  13079-12865 13080-12852 16-241e - 16383-16177  16408-16237 12726-12445  8470-8223 - -
Tamafio (nt) 221 216 229 226 — 207 171 283 248 -
Codon Inicio — AUG* - AAU+ -— — — AUGe -— —

ND4 Posicién 506-1823m  13152-14465 13158-14474 -— — 16488-17801 16409-17622 12780-14090  8602-9861 - -
Tamafio (nt) 1318 1314 1317 — — 1314 1213 1310 1259 —
Codon Inicio — AUG* AUG+ - — AUG AUG AUG AUG —

ND3 (G5) Posicién 2452-2210m  14695-14447  1472-14459 763-520 - 17985-17793  17801-17614  14326-14059  10030-9900 40-190
Tamafio (nt) 243 248 214 244 — 192 187 268 130 151
Codon Inicio — Uuu* - AUG -— — — UCA* -— —

RPS12 Posicién 1994-223W  14645-148%9  14667-14917 710-953 - 1063-18253  17879-18065 14310-14481 10037-10246 183-392
Tamafio (nt) 243 245 251 244 — 190 186 172 210 210
Codon Inicio — AUUe AUU+ AUU« -— — — AUG* AUG* AUG*

ND5 Posicién 2249-402m  14924-166%6  14946-16718 -- — 18274-20043  18085-1985  14490-16259 10259 425
Tamafio (nt) 1775 1773 1772 — — 1769 1770 1770 - —
Codon Inicio - AUG* AUG -— — — — AUG* AUG* AUG*

B Estas posiciones corresponden a la segunda secuencia descrita.
O Tomado de Ramireet al., 2010 (29)

* Tomado de base de datddtp://dna.kdna.ucla.edu/trypanosome/database,h8ithpsonet al.,,1998 (30)

@ Tomado de Maslov 2010 (22)
® Tomado de Yatawarat al, 2008 (21)
B Tomado de Nebohé&eova, 2008 (11)

A Tomado de Blumet al., 1990 (31)
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Tabla 3. Porcentaje de identidad de las secuencias pre-editadad déraziliensiscon las reportadas
para otros tripanosomatidos

ESPECIE GEN

ND8 ND9 MURF5 ND7 coOlll OB G4 ND4 ND3 RPSI2 NDS5
L. tarentolae 65,2 71,9 71,6 87,3 873 905 62,9 844 55,2 71,8 83,7
L. donovani 66,7 71,2 62,8 86,3 845 884 674 84,9 62,9 65,8 83,5
L. amazonensis 76 66,5 72,5 86,3 85,7 89,7 66,9 — 67,8 70,2 —_—
L. major 66,1 534 673 87,2 84,7 89,1 —_— — — — —
T. cruzi CL Brener 59 50,7 38,3 429 30,6 824 50,4 76,7 41,6 41,8 74,1
T. cruzi Esmeraldo 58,4 50,4 38,3 432 30,8 825 44.8 71,6 45,7 42,1 74,2
T. brucei 51,6 553 52,5 41,7 31,5 843 45,6 76,9 55 40,2 76,8
C. fasciculata — — — 279 79,7 — —_ — 39,1 57,5 —_
P. serpens 56,5 439 45,6 78,1 —_— — 429 73,2 30,3 49,8 —

terminal entre las distintas especiesLldgshmaniay isoleucina (33-35). Queda por definir si la variabilidad de
kinetoplastidos en general (22). Asi, al realizar un alinealos extremos de la proteina putativa MURF5 ejerce algun
miento multiple de la secuencia Hebraziliensiscon las  impacto en su posible funcién. Sin embargo, analisis
previamente reportadas, esta parece ser la situacioén en estlico de dominios funcionales putativos muestran que esta
especie Figura 3). Llamativamente, a semejanza e  proteina presenta un dominio trans-membrana, localizado
bruceiy P. serpensel coddn de inicio de este marco de en la regién conservada de la misma.

lectura parece corresponder a la tradicional metionina, en

lugar de la leucina reportadalertarentolagL. donovani, Secuencia pre-editada de la proteina ND&n L.

L. majory L. amazonensi€l0, 11, 21, 22). A este respecto tarentolaeesta secuencia presenta edicion en el extremo
es importante sefialar que al igual que para otros ADN" de la molécula y en una region interna 170 nts corriente
mitocondriales el cddigo genético del ADNk rompe conabajo del AUA de inicio (22). Al alinear la region pre-edita-
las reglas del codigo universal, en el sentido de que lda delL. braziliensiscon la secuencia editada de
tripleta UGA no representa un codon de terminacion sindgarentolaey realizar la simulacion del proceso de edicion
gue codifica para el aminoacido triptéfano (10), ademasn silico (Figuras 4A 'y 4B), se observo que esta secuencia
de las tripletas que codifican para codones de inicio difepuede presentar el mismo patron de edicion, comun a las
rentes a la metionina como las codificantes para leucina etras especies del parasito reportadas.

YKK—NLFLHKFLNLKFNNNIINIMYKIKFIFN-LYCIDNYNSIYFNLNGILLWLNIL
——KG—FLFIYKLSKLNNYNN—YKIKLLENNYIYCIDNYNSIYFNLNGILIWLNIL
STYTVTNYHKKNIILFTHKILKLNTFNCTS—WKI ILLLNN-LYCVDNYNSIYFNLNGILLWLNLL
——NLK—-MFTYKLHKKKFYFLN—-KINKFENT-LHCI DTYNTIYFNLNGILLWLNI T
——————MFLIHFVHYKTILQO———KYTFKFKHIFLSIDKYNSLFFNISGILIWLNII
MFLYYKPNNITTVAVLTYN-SFSFTIQK-YHCIDICMHLFLRLYGVEIWLNLS

S B SIS
w bbb+ o B

HINIILVKYSFLILLNNLEYLIIFFIINCLY——————————————————
HINIILIKYSFLILLNNLEYLIIFFIINMIYIYNLKRLLSFGRREEREGEEGS

HINIIIIKYSFLILLNNLEYLIIFFLYNLISIKYKDV
HINIILIKYSFLILLNNLEYYLIISNI————————————————————
HINIILIKYSFFILINNFEYLITLIST————————————————————
LVMWLLIKONYFY LINNLEYFI ISLFKLLINIKWGGG-FKWGERGRGGVLVGKEEGKIEGVRLEKGE

S A
w bbb+ B

p.

Figura 3. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de MURFS de L. braziliensis (L.b) con sus homologos en
L. amazonensis (L.m), L. donovani (L.d), L. tarentolae (L.t), T. brucei (T.b) y P. serpens (P.s). Las posiciones fuertemente
conservadas se encuentran en cursiva, en negrita se encuentran los aminoacidos con cambios conservados y subrayados
los aminoacidos con cambios no conservados.
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10 20 30 40
AA---- AGCAGACUACAUGAAAAAUAUAA- - - - - - - - - - - - AAAGG - - --- - - CACUUGUAUAGAU
AULUUAUUUAGCOGACUACACGAUAAUUALAULUUAUAUUUAUUAAUUGUUUUUUUACACULIGLAUAGAU
10 20 30 40 50 60 70

50 60 70 80 90 100 110

UUACAUULEIIKIJKJVKJ“X}JXXJMRJXJAUGGUGUAUUAUGUUGUUUAUUGUAUCUUUCAGELE%EUU

UUACUUUCEEA(IIIJKXJ“XX)MXJMRJ]JAUGECGUAUUAUGUUGUUUAUUAUAUCUULELEEAGAAUU
80 90 100 110 120 130 140

120 130 140 150 160 170 180
UAUAALKlM&#“#K?“XJJUAUUAUAEI?“#MJUUACA(IIlKIX)K)K?VVVMHJUALKlK?V“JNJAAAACA

UAUAACIlM“M“M¥3“XJJAAUUAUL[IXJ#MJUUACALKI?KXJMK)KQVVVMJJUALK1K¥V“M“MVVV¥DA
150 160 170 180 190 200 210

190 200
GUUGAACAGUGUUUACCGA—---UGA ACH

(3#K3¥XJK1K1LK%CCGUAUUUUGNJMB\
220 230 240

1110 1120 1130 1140 1150 1160
UUAGUUECUGUUAUUGEUAAUGUUGAUGUUGUUUUUGEAUCAGUUGNJJBM#K}-

dLMKBJAGI)“BJUALKIJ3AAALKJJUGALK11]3JUUUUGEllKIXJJUGﬁ(¥¥33JAAAU

1150 1160 1170 1180 1190
10 20 30 40 50 60 70
AA------- AGCAGACUACAUGAAAAUUAUAUUUUAUAUUUAUUAAUUGUIUUUUUUGCACUUGUAUAGAU
AULUUAUULAGOOGACUACACGAUAALILAUAL 1t UAU AU U AU AU G UL UL UACACUUGUAUAGAU
10 20 30 40 50 60 70
80 90 100 110 120 130 140

UUACAUULKIRXIJMDAACALKIIKXJMJJJSAUGGUGUAUUAUGUUGUUUAUUGUAUCUULKJK}JXBMEJU

UUACUULKIIJKIXI)MB:ALKIJKX)KZJJJNJJJJBJAUUAUGUUGUUUAUUAUAUCUULK1K13¥3AAUU
80 90 100 110 120 130 140

150 160 170 180 190 200 210
UAUAAUGUAUAUAGAUGUUAUUAUAGEAUAUUUACA(IIlKKX)K)KEVVV¥3JUAUGUGAAUAUAAAACA

UAUAACGUAUAUAGAUGUAAUUAUUGGGUAUUUACAUCGAGGUACAGAAAAGUUAUGUGAAUAUAAAACA
150 160 170 180 190 200 210

220 230 240
GUUGAACAGUGUUUACCGUAUUuUGAuAGA

CiMKFKK)MHXBJUUACCGUAuuuUGAuAGA
220 230 240
1150 1160 1170 1180 1190
UUAGULKIJJJJUAULKXJJAAUGULK¥“13JUGUUUULKJSALKJKJJUGALKXBAUAG

ULM(RMKX)MHJUALKIXBNAAUGUUGAUGUUGUUULLKXJJUCUGULKyKJKJBJAAAU
1150 1160 1170 1180 1190
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C.
10 20 30 40 50 60 70
L.b | LFSRLHENY! LYLLI VFLHLYRFTFGPQHPAAHGVLCCLLYLSGEFI MYl DVI | GYLHRGTEKLCEYKTVEQC
L.t | LFSRLHDNY! LYLLI VFLHLYRFTFGPQHPAAHGVLCCLLYLSCGEFI TYI DVI | GYLHRGTEKLCEYKTVEQC
10 20 30 40 50 60 70
80 90 100 110 120 130 140
L.b LPYFDRLDYVSVVCNEHLLSLCFEYM.RCCLAI RCAFMVRLLMCEFTRCFNGL L CCSCWNDI GSLSPM_WSFEE
L.t LPYFDRLDYVSWWCNEHLLSLCFEYM.RCOLAI RCAFMRLLMCEFTRCFNGLLCCSOWNDI GSLSPM_VSFEE
80 90 100 110 120 130 140
150 160 170 180 190 200 210 220

L.b RDKLMT FFDL CCGCRMHLAFMCLLGLL DDFVFGFVDFLLMLCl SCLFVLDLYDLLFI GNRFLYLRLRGLAFFDV

L.t RDKLMTFFDL CCGCRMHLAFMCLLGLLDDFVFGFI DFLLM.Cl SCLFVLDLYDLLFVGNRLLYLRLRGLAFFDI
150 160 170 180 190 200 210 220

230 240 250 260 270 280 290
L.b FDLCFNSI SGCLSRSLGWWDVRLYSSYEL YFI LVFDYCFCYL GDAFDRFFLRLFDVRLVAVI GNVD\NFGSVD

L.t FDLCFNSI SGCLSRSLGWWDVRL YSCYEL YFMLVFDYCFCYL GDAFDRL FL RL FDVRIVSI LLCK@FFVGFFV
230 240 250 260 270 280 290

300 310 320 330 340 350 360
L.b R- - - CLFDYMYVDI TI ETI | SLFYSLWCCI LPGCSFANVEHPKGEYSI FLCFLYGFI SRLRI RCADFI HI CLLD

L.t FGFVCLFDYMYVDVTI ETI | SLFYSLWCCI LPGCSFANVEHPKGEYSLFLCFLYGFI SRLRI RCADFVHI CLLD
300 310 320 330 340 350 360 370

370 380 390
L.b VMVRGFM HDI\/SI LLCK@FFI GFFVFGFV

L.t VM\/RGFM_HDLVAVI GN\/D\NFGSVDR— --
380 390

Figura 4. Edicion in silico de la secuencia ND7 de L. bracziliensis. (A) Alineamiento de secuencias de nucledtidos entre L.
braziliensis (pre-editada) y L. tarentolae (editada). (B) Alineamiento entre las secuencias editadas de L. braziliensis y L.
tarentolae. (C) Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos correspondientes a L. bracziliensis y L. tarentolae. Las
lineas indican la continuidad de las secuencias.

Mas aun, al comparar la secuencia putativa de aminoéciddsdo al “pan-editing” que sufren estas secuencia3.en
resultante de la edicidn silico deL. braziliensiscon la  cruzi (DQ343645 y DQ343646) V. brucei(M94286).
secuencia reportada para otras leishmanias, se observé un

porcentaje de identidad de 87,2Figura 4C), estando al ~ Secuencia pre-editada de la proteina CQldsta secuen-
igual que en otras especies del parasito, las divergenciasa al igual que la respectiva de la proteina ND7, sufre
ubicadas en el extremo carboxi terminal de la proteina. Dedicion en el extremo 5 de la molécula en las diferentes
especial interés, al igual que lo reportado patarentolae,  especies del parasito reportadas (11, 22, 36). Al realizar el
L. amazonensig L. major, el coddn de inicio de esta pro- alineamiento entre la secuencia pre-editadaLde
tefna parece corresponder al aminoacido no candnicbraziliensisy la editada dé.. tarentolae se observo el
isoleucina, al igual que éh serpengAF079967)Porotra  mismo patron de ediciofriguras 5A y 5B), observando-
parte, al comparar las regiones pre-editadas con las otras un porcentaje de similitud de 89,2Big(ira 5C), Re-
especies del parasito se encontraron porcentajes de idergdltado coherente con los porcentajes de identidad
dad similares (86,7 — 87,3%abla 3). Por el contrario, los obtenidos al comparar las secuencias pre-editadas con las
porcentajes obtenidos con las otras especies de tripanosgspecies analizadas los cuales variaron entre 84,5 — 87,3%
matidos estuvieron alrededor del 40%, posiblemente de(Tabla 3). Aligual que para la secuendi®?, el porcenta-
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je de similitud fue significantemente méas bajo con las seSecuencia pre-editada de la proteina Cydta secuencia
cuencias dd. bruceiy T. cruzj debido a que el patrén de también sufre edicion en el extremo 5’ en todos los tripa-
edicion difiere significativamente del de las especies denosomatidos analizados.

Leishmanig37).
A.
10 20 30 40 50 60
L.b AG(';‘GUUUUCCGEAAGGC—IJJGAUUUUGJU— ---------- UGJUUUUGJUUC—BUCUACIJUUAOCUC{)UAUQJGUA
10 20 30 40 50 60 70
70 80 90 100

L.b UUACAUAUUUAGOAUUUUGJUUAUGUAC—IJUUAUUUUGUAUUAUGUL

L.t UAGUAUAUUUAACUUUUUGJUUAUC—UC—BAUUC—IJUUUGJAUUAUGJL

80 90 100 110
800 810 820 830 840 850
L. b UUUUUUAUUACGGUUUGUAUAUUUUGAUGUAUUAAAUGUAGUGUAUUUAUGUAUAUAA
L.t UULUUUAULACGAULUGUAUAULUGALGLIGLIMAGLIGLAGUALACUUALALUGCALAA
810 820 830 840 850 860
B.
10 20 30 40 50 60 70

L.b AuCDJGOJuCGuGAuAuuuuuGJuGGJClJGA&JGGUGJuuuuG;uuuuuuCACUUUACCUGCUAUQJGUAUUAC

L.t AuGuuuGuuCGuGuuAuuuuuGJuGGJClJGAGUGGUGJuuuuGuuuuUUUGUCUUUACCUGCUAUUUGCAUAGU
10 20 30 40 50 60 70

80 90 100 110 120
L.b AUAUUUAGCAUUUUGJUUAUGJAGUUUAUUUUGUAUUALGUUUAC—L

L.t AUAUUUAACUUUUUGJUUAUGJGGAUUGUUUUGUAUUAUGUUUG(L

80 90 100 110 120
L.b E— UUUGAUUUUUUUUAUUACI—IGUUUC—lJAUAUUJUGAUC—lJAUUAAAUGJAC—lJGJAUUUAUC-ZUAUAUAA
Lt~ UUUGAUUUUUUUUAUUACGAUUUGUAUAUUUGAUGUGUUAAGUIGUAGUAUACUUAUAUGCAUAA
800 810 820 830 840 850
C.
10 20 30 40 50 60 70

L.b M/LRDI FVGVSGVFVFFTLPAI Ci TYLAFCLCSLFCI MFSSFI FI DYCFI CFFACLLFCLI CLI CDLFVDTLRG

L.t I\/FVRVI FVGVSGVFVFLSLPAI Cl VYLTFCLCG.FCI MFGSFI FI DYCFI CFFACLLFCLVCLLCDLFVDSLRG
10 20 30 40 50 60 70

80 90 100 110 120 130 140
L.b LFDI CCLI RCl QYCFVW\FI LSELFLFLSLFYWFSLI LFVSVEFAFI FVI PI MFSCLI CDFGFVFYWYFI DVFN

L.t LFDVCCFI RCl QYCFVWFI | SELLLFLSLFYVVFSLVLFVSVEFAFVFVI PVMFSCLI CDFGFVFYWYFI DI FN
80 90 100 110 120 130 140
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150 160 170 180 190 200 210 220
L.b LLI NTFLLFVSG.FI NFVLFLFW.RFFLCVLFMLW G LFGFLFLV\NQ\/V\EFSLLLVTCSCGI FGSI LFLI DLL

L.t LLI NTFLLFVSG-FVNFVLFLFWFRFFLCVLFMLW/G LFGFLFLWNQWNEFALLFVTCSCGVFGSI LFLI DLL

150 160 170 180 190 200 210 220
230 240 250 260 270 280
L.b HFSHVFLG FLLFI CFSRCFNFLSNDTRFVFLYWCLYV\HFVDC\/V\FFLLRFVYFDVLN\/VYLCI
L.t HFSHVFLG FLLFLCFSRCFNFLCVDTRFVFL YWWCL YWHFVDCVWFFLLRFVYFDVLSVWVYLYA
230 240 250 260 270 280

Figura 5. Edicion in silico de la secuencia COIIl de L. braziliensis. (A) Alineamiento de secuencias de nucleotidos entre L.
braziliensis (pre-editada) y L. tarentolae (editada). (B) Alineamiento entre las secuencias editadas de L. braziliensis y L.
tarentolae. (C) Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos correspondientes a L. bracziliensis y L. tarentolae. Las
lineas dentro de la secuencia indican la continuidad de las mismas.

Asi, se encontr6 el mismo patrén de edicibnlen que este gen en esta especie sufra edicién a lo largo del
braziliensisal realizar un alineamiento entre la secuenciamismo. Aln asi, se obtuvo un porcentaje de identidad del
pre-editada de esta y la correspondienté.elarentolae 84,4 — 84,9 % al comparar con el géregishmaniay del
(Figuras 6A y 6B), encontrandose un porcentaje de iden-71,6 — 76,9% al comparar con el resto de tripanosomati-
tidad de 96,5%Kigura 6C). Estos resultados se corrobo- dos. Indicando estos resultados una fuerte conservacion
raron al observase el porcentaje de identidad obtenido ae este gen en las diferentes especies de tripanosomatidos
comparar las secuencias pre-editadas de este gen con &walizados.
correspondientes en el resto de tripanosoméatidos encon-
trandose valores de 82,4 — 90,5%alfla 3), evidencian-  Secuencia pre-editada de la proteina NZ®nocida tam-
dose la alta conservacion de esta secuencia en los diferent@én como region G5, en los diferentes tripanosomatidos
géneros de la famili@rypanosomatidae estudiados, esta secuencia se caracteriza por sufrir “pan-
editing” (11, 22, 34). De acuerdo a lo anterior, al comparar
Secuencia pre-editada de la proteina NDgh las secuen- la secuencia pre-editadaldéiraziliensiscon las respecti-
cias reportadas de otros tripanosomatidos, este gen no pnas de las distintas especies del género, se observé una
senta ningun tipo de edicién y posee en la secuenci@entidad méxima coh. amazonenside 67,8% y de 30-
traducida un coddén de inicio candnico conservado (AUG)H5% con otros tripanosoméatidogabla 3).
(11, 22). Al analizar la secuencia ldebraziliensisse ob-
servo la falta de este coddn de inicio y la presencia d&ecuencia pre-editada de la proteina RPShaterior-
algunos codones de parada dentro de la secuenciaente conocida como region G6, esta secuencia también
codificante. Resultados que pueden deberse o bien a ymesenta edicion a lo largo de la misma (11, 22) y utiliza
error en la secuencia reportada en las bases de datos, cano codon de inicio la tripleta no canénica AUU, creada

A.
10 20 30
L.b  AAG----- CG GAGAGAAA- - - - = = < c o cce e AGAAAA: - - - - - - GGCUU- - AACUUCAGRUUG
L.t AUGUUUUUUCGUGUUAGAUUUUUGUUAUUUUUUUUAUUAUUUA.GAAAUUUAUGJUGJCUUUUAAdJU.CA.GdJU.G
10 20 30 40 50 60 70
40 50 60 70 80
L.b  UUUAUUGCGAAUUUAUGGUGUAGGUUUUAGUUUAGGUUUUUUUAUU
Lt UUAULACGAGUAUAUGGUGUAGELIUUUAGUUUAGELUUULLUALL
80 90 100 110 120
1020 1030 1040 1050 1060 1070
L.b —— UGGAGUUACAAUUUUGAGUAUUAAUUUUAUUUAUGUUAAUAGUAUGUAGAUUAGAUUAG
Lt GAGUUACAAUUULGGRUAULACUUUUAUUUAUGCUAGUUGUAUGLAGAUUAGAULIAA
1060 1070 1080 1090 1100 1110
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10 20 30 40 50 60 70
AuGQuuuuuuCGuGUUAGAUUUUUGUUAUUUUUUUUAUUAUUUAGAAAUUUAUGUUGUCUUUUAACUUCAGEUUG

AuGQuuuuuuCGuGUUAGAUUUUUGUUAUUUUUUUUAUUAUUUAGAAAUUUAUGU U GuCuUUUAACUUCAGEUUG
10 20 30 40 50 60 70

80 90 100 110 120
UUUAUUGCGAAUUUAUGGUGJAGGUUUUAGUUUAGGUUUJUUUAUL

UUUAUUACGAC—lJAUAUGC—lJC—lJAC—IGJUUUAGUUUAGGUUUJUUUAUb
80 90 100 110 120

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110
UAUUUGAAUGGAGUUAOAAUUUUGAGUAUUACUUUUAUUUAUGCUAGUUGUAUGUAGAUUAGAUUAA

CAUAUGAAUGGAGUUAOAAUUUUGCIEUAUUAAUUUUAUUUAUGUUAAUAGUAUGUAGAUUAGAUUAG
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110

10 20 30 40 50 60 70
MFFRVRFLLFFLLFRNLCCLLTSGCLLRI YGVGFSLGFFI CMQ | CGVCLAWLFFSCFI CTNWYFVL FLWDFDL

MFFRVRFLLFFLLFRNLCCLLTSGCLLRVYGVGFSLGFFI CMQ | CGVCLAWLFFSCFI CTNWYFVL FLWDFDL
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Figura 6. Edicion in silico de la secuencia CyB de L. braziliensis. (A) Alineamiento de secuencias de nucledtidos entre L.
braziliensis (pre-editada) y L. tarentolae (editada). (B) Alineamiento entre las secuencias editadas de L. bracziliensis y L.
tarentolae. (C) Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos correspondientes a L. bracziliensis y L. tarentolae. Las
lineas indican la continuidad de las secuencias.
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durante el proceso de edicion. Pardraziliensis se ob-  la respectiva region a guiar en el proceso de edicién del
servaron porcentajes de identidad para la secuencia pr&RNm deND7, apoya la existencia del patréon de edicion
editada de 70,2 - 71,8% con las otras especies de esateriormente sugerid&igura 7A). Se encontrd también
parasito, mientras que para las otras especies de tripanosARNg CyB-Il que elh.. tarentolaese ha visto es el segun-
métidos se obtuvieron porcentajes de identidad que variado ARNg que participa en la edicion del ARNm que codifi-
ron entre 40,2 y 42,1%Tébla 3). ca para la proteina CyB (31). Similar a lo encontrado para
gND7, al modelain silico la union de este ARN con su
respectivo ARNm, se evidencio claramente la region a guiar
Secuencia pre-editada de la proteina NDdiferentes re-  (Figura 7B). Llamativamente, para este ARNg kn
portes indican que esta secuencia génica no sufre ningiraziliensis la region codificante inicia en el extremo 3" del
proceso de edicion (17, 22). Al comparar con la secuencigen que codifica para el 95igura 2), al igual que parh.
obtenida dé.. braziliensisse observé un alto grado de iden- tarentolae Sin embargo, eh. major estas regiones
tidad con las secuencias reportadas para los otros tripanossedificantes no se sobrelapan pero tampoco existe una re-
matidos estudiados variando de 74,1 a 83,78bl4 3), gion intergénica que las separe (21). Con relacién al ARNg
Resultados que indican un alto grado de conservacion despectivo det. donovanj este gen se ubica en la hebra
esta secuencia en este grupo de parasitos. Por otra parte semtido a diferencia de las otras especies. Por Ultimo, se
la secuencia de. braziliensisse observo la falta del codon encontré el gMURF2-1I, que como su nombre lo indica par-
de inicio. Sin embargo, al eliminar dos timinas ubicadas eficipa en la edicién del marco de lectura abierto MURF2.
las posiciones 2 y 3 del marco de lectura abierto, se obtuMBomo se puede observar erTbla 4 las secuencias de
una secuencia de 590 aa., con un 79,8% de identidad contsdos los ARNg se conservan entre 52,7 — 83,7% en relacion
secuencia de aa de la proteinal.déarentolag(datos no  a otras especies del parasito y entre 45,3 - 65,4% al comparar
mostrados), por tanto es posible qué goraziliensisestas  con otros tripanosomatidos. Resultados que apoyan un pa-
posiciones sean editadas, aunque no se puede descartar tfé@ de edicion compartido por distintas especies del géne-
se deban a algun artefacto de secuenciacion. ro Leishmaniay mas disimil al compararse entre miembros
3 de la familiaTrypanosomatidae
ARN guias

Se encontraron cinco ARNg, el primero corresponde a UARN ribosomales

ARNg homologo al gM150 descrito entarentolaeel cual

fue descubierto como parte de una edicién errébnea y sbentro de la secuencia del maxicirculo se encontraron los
papel en la edicién es aun desconocido (38). El segundoARNr 12S y 9S, de los cuales se conoce que en otras espe-
tercero son los denominados gND7-11 y gND7-I respectiva-cies del parasito participan en la sintesis proteica que tiene
mente, que como sus hombres lo indican,.garentolae  lugar en la Unica mitocondria de estos kinetoplastidos (4,
son los dos ARNg que patrticipan en la edicién del ARNm19). Estos ARN son muy similares en cuanto a tamafio y
codificante para la subunidad ND7 (31). La modelaién ubicacién en las distintas especies analiza@iaisld 2);

silico del apareamiento de las bases entre el ARNg ND7-Il ypresentando incluso identidades en su secuencia entre 88,7

A
ARNmM 5 AAAGCAGACUACAUGAAAANUATALLLUTAVAVULANULAANUGUUUUUUUGCACTUGUAUAGAT 3
N I N U I T T 0 O I S I O O O
ARNg 3 UUAUUualUAUacalUAaUgaalUgalUlUaulaaaaaaalUGUGAACAUAUAAA S
B.

g

ARMmM 5 AARAuAuGuuuunucEuEuuAGA U ULGUnATU LU UUA LA ULASARR RS

FEEEETe Pt bess et bttt et ettt el
ARNz 37 TUUaUAU saasaczlglagllUlUagaaalaalaaaasaaalaalaaaUCUUTUTUC

5
Figura 7. Representacion del apareamiento de los ARNg presentes en el maxicirculo de L. braziliensis con las regiones a
editar en el ARNm. A. gND7-II. B. gCyb-II. La adicién de uridinas se representan con u, los nucledtidos de adenosina y
guanosina que guian las ediciones se representan con a y g. Los apareamientos de pares de bases estandar se representan
con lineas sdlidas, el apareamiento G-U se representa con dos puntos.
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Tabla 4. Porcentaje de identidad de los ARN del maxicirculo de braziliensis comparados con otras especies de
tripanosomatidos.

ARN
ESPECIE
12S ARNr 9S ARNr ARNg gND7-11 gCyB-II gMURF2-11 gND7-1
L. tarentolae 88,7 92,5 83,7 73,9 79,2 78,2 62,1
L. donovani —_ 92 —— —_ 67,9 53,6 51,7
L. amazonensis —_ 92,7 —— —_ 52,7 —_ —
L. major — 914 — —_ 83% —_— —
T. cruzi CL Brener 78,5 81,3 64,7 60 63 40,9 62,5
T. cruzi Esmeraldo 77,9 81,7 62 60,8 59 353 452
T. brucei 77,7 82,2 65,4 53,1 64,2 66,7 48,5
C. fasciculata 80,7 81,9 —— —_ —_ — —
P. serpens 77,8 71,7 55,1 62,2 45,3 77,8 —_—

y 92,5% [abla 4). Al comparar con otros tripanosomati- observandose que en general son regiones cortas con un
dos, si bien el ARNr 9S practicamente conserva su tamarigromedio de 34 — 94 nt con variaciones en tamafio entre
los porcentajes de identidad disminuyen a 77,7 — 82,2%as distintas especies del género de 19 — 130 nt. Tamarios
(Tablas 2y 4. Por su parte, el ARNr 12S presenta variabi-que pueden obedecer a la necesidad de tener un genoma
lidad tanto en su tamario, con un rango del 1141 — 1178ompacto; a diferencia de los genes nucleares en donde se
nucledtidos Tabla 2), como en su secuencia, con un por- observan regiones intergénicas extensas dada la necesidad
centaje de identidad de 77,7 a 80,7rb{a 4). de codificar en las mismas los elementos implicados en la
regulacion de la expresién espacio — temporal (39).
Finalmente, a diferencia de la elevada conservacion de las
Regiones intergénicas secuencias pre-editadas tanto en secuencia como en
longitud, estas regiones presentan una mayor variabilidad,
Como se observa entiabla 5 se identificaron 5 regiones  resultado de esperarse teniendo en cuenta que en lineas
intergénicas que separan las secuencias codificantes generales, la presion evolutiva actia preferencialmente en

12Sy 9S, 9§ ND8 ND7y COIll, COllly CyByRPS1%  |as regiones codificantes y secuencias regulatorias de los
ND5para todas las especies de tripanosomatidos analizadggnomas.

Tabla 5. Caracteristicas de las regiones intergénicas presentes en el maxicirculh deraziliensiscomparadas con
las encontradas en otros tripanosomatidos.

ESPECIES
Regiones Intergénicas L. L. L. L. L. T. cruzi T. cruzi T. P C.
braziliensis  tarentolae  donovani amazonensis major  CL Brener  Esmeraldo  brucei serpens  fasciculata
12S ARNr- Posicion 1660-1707 1611-1638  830-348 1113-1140 329354 5868-5905 59045946 25132541 1369-1387 11541201
9S ARNr Tamafio(nt) 8 28 19 28 2% 38 83 2 19 8
9S ARNr-ND8 Posicion 23202412 2250-2379 1459-1514  1751-1842 966-1089 65136560 65556606 31533161 1997-2055 —_
Tamafio(nt) XA 130 % P2 124 4 2 9 LY —_
ND7-COIIl Posicion 45144566 4594510 36473673 39473990 31213147 83188383 8368-8434 —_ —_ 1869-2330
Tamafio(nt) 53 2 27 4 277 66 67 —_ —_ 462
COIII-CyB Posicion 54045457 53635402 45504567 48444882 40094043 8807-8880 88608916 5207-5274 —_ 31953242
Tamafio(nt) 3 40 18 39 35 iz 51 68 —_ 8
RPS12-ND5 Posicion 22382048 e 14918-14%45 — o 18254-18273  18066-18084  14482-14489  10247-10258 ——
Tamafio(nt) 11 — R — o 2 19 8 2 o
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Conclusiones

A pesar de sdr. braziliensida especie més divergente del
génerolLeishmaniaen cuanto a su genoma nuclear, el8.
maxicirculo presenta una elevada conservacion de su se-
cuencia, la cual incluso aumenta a nivel de aminoacidos,
luego del proceso de edicion del ARNm. Resultado que
indica la conservacion en la funciéon de sus genes9.
Adicionalmente, los resultados de este trabajo sefialan que
el patron de edicion presente en las diferentes especies del

parasito hasta ahora estudiadas se extiende al subgénero
Viannia, sugiriendo un patron comun de edicién a nivel10.

de género.
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Material Suplementario 1 ARNg
5’ GATCATGACCAAGATGTACCAGAG AGGTTTCGGG
AATCAGCGATTTTGATTGGGGGAACGGAGCCGTCGA
GGAAATGCCCTAGAGCTTTAGAGCGGGAGAAGAGT
TTTGGATCGACTGAAGAAAAGATCGTTTTCGGAAGG
GGAGCAGGTCCAACCTTTTGATTTCTTTGCTAATCA
CATCATGTTTTGTTTTATTTTGTGTTTTGGTTGCCA
TGTATTTATGTGCACCATATATTTGTTTTATTTGGTT
GTTGTTTTATGTTATTTGATTTTTATTTGTGTTTTGTT
TAATTATTATACGAGTATTTTTTTATATTTTTTATGT
AGTTTGCTTTAACAATAAAAAAGAAATTTTAAAA
AAAAAAAAAAAAAAGAATTCCG 3

ARNr

ARNr

ARNg

Material suplementario 1. Localizacion en el inserto del
clonplLb70-3U-600D ADNCc parcialmente editado del gen ND8
ND8 deL. braziliensis,nimero de acceso FR686353 del
EMBL-EBI/GenBank) del fragmento del g&D8 utiliza-

do como sonda en los ensayos de Southern blot. El frag-
mento fue amplificado utilizando los iniciadores Lb1824 ND9
y LbND8-R, los cuales se indican en negrita y subrayado,
respectivamente. En gris se sefala la region de 155 nts
correspondiente al extremo 5 no editado del gen.

MURF5
Material Suplementario 2
2A. ND7
Tamafio: 6535 pb. ADN circular
DEFINICION: ADN mitocondrial del maxicirculo
pre-editado dd_eishmania braziliensis
FUENTE: Mitocondria Leishmania braziliensisepa coil
MHOM-BR-75-M2904
CARACTERISTICAS: Localizacion
ARNg Cadena complementaria (114..162) CyB
Homélogo al ARN guia gM150 de faidn
desconocida, descrito &éntarentolae
ORIGEN

Cadena complementaria (398..446)

ARN guia Il para el ARNm de la sub-unidad 7
de laNADH
deshidrogenasa; gND7-II

488..1659
12S ARN ribosomal; 12S ARNr

1708..2319
9S ARN ribosomal; 9S ARNr

2309..2361
ARN guia Il para el ARNm del Citocromo b;
gCyb-lI

2414..2683
Gen de la sub-unidad 8 de la NADH
deshidrogenasa; pre-editado

Cadena complementaria (2726..3072)
Gen de la sub-unidad 9 de la NADH
deshidrogenasa; pre-editado

Cadena complementaria (3034..3331)
Region pre-editada de MURF5

3370..4513
Gen de la sub-unidad 7 de la NADH
deshidrogenasa; pre-editado

4573..5423
Gen de la sub-unidad 3 de la Citocromo
oxidasa;pre-editado

5458..6535
Gen del Citocromo b; pre-editado

1 TGTTTTTTAA ATTAATTATG TATTTACTAC TAAATTTTAA TTAGTGTTTT TAATTATTTA TAAAATAATC AAAAACCACA AAAATTTATA

91 TAGAATAAAT TTATGTAATA TAAAAAATTT TGTATTGTAT ATAATTTAAA TTTTTATTGT TGTTTGTTTT ATATAATTAT TTTATATTGT

181 AAAGTTTATT TTTAAATTGT ATTTATGTAA TATAATTTTA ATACAAATTT TATTTAAAGG ATATTAAGAA TAAAATGTAT TTTAAACTAT

271 GATCAATAAA ATATAAAAAA ATTTGTTTAT AATATATTAA TTTTGTACTT TTAAAATAGA GAGTTTTAAA AAGTAATAAA ATATATTTTG

361 AATATTATTT AATTAAAATT AATAAAAAAG AAGTAAAAAT AAATATATGT ATTACTTACT AATAATTTTT TTACACTTGT ATATTTTGTT

451 ATTATTATTA TTATTTATAA TAAAGTAATA AATAGTAAAT AAATCAAAAT ATTTAAATAA ATAATATTGA TTAAAATTTT GTTTTATTAT

541 TTAATTACAT TTTTGAATTA AAATTTTATT ATTAATATTT AATAATTAAA AATATTATAT ATTTTAAATT TAAATTTGTT GTTTTATATT

631 TAGTTTTAAA TTTAAATAGT AATTAAATTA ATAATTTTAA TTTAAAATTT TACGAACTGT AATTTATAGT TTATTATTTA TAGTTTAATG

721 TTTAAATATT TAACTAGTGA AGGCACAGTT GTTCTATATG TATCAGTAAA AAATAGTAAA ATTATTTTAA TTAAATTAAT AAATAATTAT

811 TAACAAAAAT TATAATTAAT ATTATGACAA ATTTAAAAAT TAAATATTTT TTCTAATATT ATTTAATAAT TAAGGAATTA TTTAAATTGA

901 ATATTAAAAT TACGAATTTA ATTTGTAATT AATAGTTTTT ATTGAAATAA AAGTATAGAT TTATAATATT ATTAAATTTA ATTATTTTAA

991 TATTTAATAT TTGTTTATTA AAAAGTAACT TTATTGAAAT ATAAAGAATT ATTATTATTA TTATTATTTT AAAAATATAA AAATATTGTT
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1081 AATAAAATTA TCAAGTTTCA AAAGCGTTTA TTAAATGCGT TAGTCTAAGT ATTATATTTA AGATTATTCT TGTATATAGA TTTTTATTTT
1171 AATAATCCTA TATAATTAAA AATTATCCTT AATTTATATT CATTAGTAGC ATAGTAATTT GTTAACTAAT TATTAAAGCG TTCCATAGAA
1261 AATTTTAAAA TTAAAACAAT CTAAATAATT AATAAATTAA AATAAAAATT TTAAAAAAAA TTAAAAAATT AAAATAGGGC AAGTCCTACT
1351 CTCCTTTACA AAGAGAACAT TTATATGTAT TTGTATGTTT GATTGGGGCA ATACTATATC TATTTATATA GAAAAAGAAC TATAATTATT
1441 GAAATAATAA AAGGTTCGAG CAGGTTAACA AGCATTAATA ATAAATGTGT TTCATCGTCT ACTTATTGCT AATTTAAATT GATTGTTCAT
1531 CAAAAATGCA ATTCGTTAGT TGGGTTAAAA TCGTTGTAAA GCAGATTTGT TTATATATTT AATTTTTATA TATCATTAAA AATTAATATC

1621 AGTACGCAAG GATCTATTAT TTGTTATTTT ATTTTATTTT ATTTTATTTT ATTTTATTTT ATTTTATTTT ATTTTAAAAA ATATTAARAG

1711 TCAATTGTTA TTATTCATAT TAATTTTTTT AAAAGTTTTT TAATTTTATA TTAGTTTATT TGATTTAAAA AGATAAATGT ATTTTCAAAT
1801 TTTAGGAATA GTTAATAATA ATTTATAATT CTGATTAGAT TTTTTTGTTA ATGCTATTAA AGGGGTGTGG AAAAAGTAAT AAATTTTATA
1891 TAAATAAATA TAATAAATTA AATTAAATTA TTAGTCAGAA ATGGATGCCA GCCGTTGCGG TAATTTCTAT GCTTTTAAAT ATTATACATT
1981 TATTTTATAA ATTTGTTACT GAATTAATTT TAGTCAATAA AAAAATATAT TTTTTTTATT TGTTTTTATA CACCATATGG TATATGCAAA
2071 TAAATAATGC TATTAATTAT TAATTATATT ATATTATATT TATTCATTTA AGTCGACAAT ATCTATTTAT TGTTTTTGAC AACATGATAA
2161 GGATTATAAA TGAAATTGTA AATTTTATAA TCAAAATTAA TTTATTATAT TAAATTAGCA TGTTTAGATA AAACAATAAA TTTAGAAGGT
2251 ATTGTTGCCC ACCATTCTTT GTAATAAAGA CAACGTGCAG TAATTAATAT ATTTATAAAA ATATATTTTT CCACATCAAA TCTTTATTAT
2341 TTTTTTTATT ATTTAGAACT TAATTAGTTT ATAATTTTAG TGTTTTTAAT AATTATATGT AAAAGAGAGT TTTTTCGGAA GGAGGGATTT
2431 TTCGGACCAG GAGAACCAGA GAGGTTTCGG GAATCAGCGA TTTTGATTGG GGGAACGGAG CCGTCGAGGA AATGCCCTAG AGCTTTAGAG

2521 CGGGAGAAGA GTTTTGGATC GACTGAAGAA AAGATCGTTT TCGGAAGGGG AGCAGGTCCA ACCTTTTGAT TTCTTTGCTA ATCACACAGG

2611 AGGGGGCCAG AAGTTTGCAT TTCCAAAGTA GTTTTTTGGG AGATTTTTTT TGAAGGGAAA AATTTTCGAG AAATTTTTAT GAGTTTGCTT
2701 TAACAATAAA AAAGAAATTT TAATTATCGA AAAACTTTTA AAAATAAAAT AAAAAATAAT TTTTTTGCAA ATTGAAATTT CCCAAAAAAT
2791 GCGGCTCCCT TCTTCCCCTC TAAATTTATT CCCAAATGGT TTTTCTCCCT CAAAAATCCT CGGTGTCTCT TCCCTCCCAA AATCCTAATC
2881 CGTTCAATCT CGCTCTCTCT CCCCTCTTTC CTTACTCGCT TTCTAAAACT AAATAATCTC GCCCCAAAAA CTCTTCTTCT TCTCTAGTCT
2971 TTTCTCAAAA CTCCCTTCAA AAAACTCTCC CTCAAATCTC TCCTCTCTTT TCAAAACCGA AAACTTAACA TCTTTTTTAT ATAGATTATA
3061 ATAAATTTAA ATGTTTGATA TAATTAAATA TTCTAAATTA TTTAATAATA TTAAAAATGA ATATTTTATT AAAATGATAT TAATATGTAT
3151 TATATTTAAT CATAATAAAA TTCCATTTAA ATTAAAGTAT ATTGTATTGT AAATATCAAT ACAGTGTAGA GTGTTAAAAA ATTTATTTAT
3241 TTTATTTAAA AAATAAAATT TCTTTTTATG TAATTTATAT GTAAACATTT TTAAATTTTA ATATAATTTA CAAAATTTAA GTTTAAAAAT
3331 ATTAAGAAAT ATTAACTTAT CAAAGCAGAC TACATGAAAA ATATAAAAAG GCACTTGTAT AGATTTACAT TTGGTCCACA ACATCCTGCA
3421 GCTCATGGTG TATTATGTTG TTTATTGTAT CTTTCAGGTG AGTTTATAAT GTATATAGAT GTTATTATAG GATATTTACA CCGTGGCACA
3511 GAAAAGTTAT GTGAATATAA AACAGTTGAA CAGTGTTTAC CGATGAAGAT TGGATTATGT TAGTGTTGTT TGTAATGAAC ATTTGTTGTC
3601 ATTATGTTTT GAATATATGT TACGATGCTG TTTAGCAATA CGTTGTGCAT TTATGCGTTT ATTGATGTGT GAATTTACAC GATGCTTTAA
3691 TGGCTTATTA TGTTGTTCTT GCATGGTTAT GGATATAGGA TCATTATCAC CTATGTTATG ATCATTTGAA GAGCGTGATA AATTAATGAC
3781 ATTTTTTGAT TTGTGTTGTG GTTGTAGAAT GCATTTAGCA TTTATGTGTT TATTAGGTTT ATTAGATGAT TTTGTATTTG GATTTGTTGA
3871 TTTTTTATTA ATGTTATGTA TTTCATGTTT ATTTGTATTA GATTTGTATG ATTTGCTTTT TATTGGAAAT AGATTTTTAT ATTTACGTTT

3961 GCGTGGACTT GCTTTTTTTG ATGTTTTTGA TTTATGCTTT AATAGTATTA GTGGTTGTTT ATCAAGATCA TTGGGTATGG TTTGAGATGT

4051 GAGATTATAT AGTAGTTATG AATTATATTT TATATTAGTG TTTGATTATT GTTTTTGTTA TTTAGGTGAT GCTTTTGACA GATTTTTTTT
4141 AAGACTTTTT GATATGCGTA TGAGTATACT TTTATGTAAA CAATGTTTTT TTATAGGTTT TTTTGTATTT GGATTTGTTT GTTTGTTTGA
4231 TTATATGTAT GTTGATATAA CAATAGAGAC AATTATAAGT TTATTTTATA GTTTATGATG TTGTATTTTA CCAGGTTGTT CATTTGCTAA
4321 TGTTGAACAT CCAAAAGGAG AGTATAGTAT ATTTTTATGT TTTTTATATG GATTTATATC AAGACTACGT ATTAGATGTG CAGACTTTAT
4411 ACATATTTGT TTATTAGATG TGATGATGCG AGGATTCATG ATTCATGATT TAGTTGCTGT TATTGGTAAT GTTGATGTTG TTTTTGGATC
4501 AGTTGATCGA TAGGAATTAA GTTTTTCAAA CTTTAAAAAA TAATTTTAAA TTTAAATTTA TTAAAAAGGG TTTTCCGGAA GGGGTGATTT
4591 TGTTTGTTTT TGTTTGGTCT ACTTTACCTG CTATCTGTAT TACATATTTA GCATTTTGTT TATGTAGTTT ATTTTGTATT ATGTTTAGTA
4681 GTTTTATATT TATTGATTAT TGTTTTATTT GTTTTTTTGC ATGTTTATTA TTTTGTTTAA TTTGTTTAAT ATGCGATTTA TTTGTTGATA
4771 CATTAAGAGG TTTATTTGAT ATATGTTGTT TAATTAGATG TATTCAATAT TGTTTTGTAT GATTTATATT AAGTGAATTA TTTCTTTTTT
4861 TATCGTTATT TTATGTTGTA TTTAGTTTAA TTTTATTTGT TAGTGTTGAA TTTGCTTTTA TATTTGTTAT TCCAATAATG TTTAGTTGTT
4951 TAATTTGTGA TTTTGGTTTT GTATTTTATT GATATTTTAT AGATGTTTTT AATTTATTAA TTAATACTTT TTTATTATTT GTAAGCGGAT
5041 TATTTATAAA TTTTGTTTTA TTTTTATTTT GATTACGTTT TTTTTTGTGT GTTTTATTTA TGTTATGAAT AGGAATTTTA TTTGGTTTTT

5131 TATTTTTATG AAATCAAGTT TGAGAGTTTT CTTTATTATT AGTAACATGT AGTTGTGGTA TATTTGGGTC AATACTTTTT TTAATTGATC
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5221 TTTTACATTT TAGTCACGTG TTTTTAGGTA TTTTTTTGTT ATTTATTTGC TTTAGCCGTT GCTTTAATTT TTTAAGTATG GATACACGTT
5311 TTGTTTTTTT ATATGTGGTA TGTTTATATT GACATTTTGT AGATTGTGTT TGATTTTTTT TATTACGGTT TGTATATTTT GATGTATTAA
5401 ATGTAGTGTA TTTATGTATA TAAAAAAGTA AGTATTTTTA CATATATTTA AAATTATAAG CGGAGAGAAA AGAAAAGGCT TAACTTCAGG
5491 TTGTTTATTG CGAATTTATG GTGTAGGTTT TAGTTTAGGT TTTTTTATTT GTATGCAAAT AATATGTGGT GTTTGTTTAG CATGATTATT
5581 TTTTAGTTGT TTTATTTGTA CTAATTGATA TTTTGTTTTA TTTTTGTGAG ATTTTGATTT AGGTTTTGTT ATAAGAAGTA CACATATTTG
5671 TTTTACATCA TTACTATTTT TTCTTCTTTA TGTTCATATA TTTAAAAGTA TAGTATTAAT AATATTATTT GATACTCATA TTTTAGTTTG
5761 AATTATAGGT TTTATTATTT ATATATTTAT AGTAATAATA GGTTTTATTG GTTATGTATT GCCATGTACA ATGATGTCGT ATTGAGGATT
5851 AACAGTTTTT AGTAATATTT TAGCTACTGT GCCAGTTATT GGTGTTTGAT TATGTTATTG AATTTGAGGA AGTGAATATA TAAATGATTT
5941 TACTTTACTT AAATTACATG TTTTACATGT TTTACTACCT TTTATTTTAT TAATAATAAT TTTTATGCAT TTATTTTGTT TACATTATTT
6031 TATGAGTTCT GATGGTTTTT GTGATAGATT TGCATTTTAT TGTGAGCGGC TATGTTTTTG TATGTGATTT TATTTAAGAG ATATGTTTTT

6121 AGCATTTTTA ATATTATTTT TTGTAGTGTA TTTTATATTT ATAAATTGAT ATTTTGTTTT TCATGAGGAG TCATGAGTAA TAGTAGACAC

6211 ATTAAAAACT TCTGATAAAA TTTTACCTGA ATGGTTTTTT TTATTTTTAT TTGGTTTTTT AAAAGCAGTA CCTGATAAAT TTACTGGTTT
6301 ATTATTAATG GTTATATTAT TATTTTCATT GTTTTTATTT ATATTAAATT GTATATTATG ATTTGTTTAT TGTCGAAGTT CGTTATTATG
6391 ATTTACTTAT TCATTAATTT TATTTTATAG TATATTTATG AGTGGCTTTT TAGCTTTATA CGTTATATTA GCTTATCCTA TTTGAATGGA

6481 GTTACAATTT TGAGTATTAA TTTTATTTAT GTTAATAGTA TGTAGATTAG ATTAG

2B ND4 506..1823
] Gen de la sub-unidad 4 de la NADH
Tamafio: 4257 pb. ADN circular deshidrogenasa; pre-editado
DEFINICION: ADN mitocondrial del maxicirculo pre-edi- ND3 Cadena complementaria (1858..3072)
tado deLeishmania braziliensis Gen de la sub-unidad 4 de la NADH
FUENTE:  MitocondriaLeishmania braziliensisepa deshidrogenasa; pre-editado. También llama-
MHOM-BR-75-M2904 do G5
RPS12 Cadena complementaria (2027..2206)
CARACTERISTICAS: Localizacién Gen de la proteina ribosomal S12
ND5 2249..4023
G4 Cad.e'na complementaria (255..405) Gen de la sub-unidad 5 de la NADH
Region 4 rica en guanosinas deshidrogenasa pre-editado
ARNg Cadena complementaria (451..505) gND7 Cadena complementaria (4168..4196)
ARN guiall para el ARNm del marco de lectu- ARN guia | para el ARNm de la sub-unidad 7
ra abierto MURF2 de la NADH deshidrogenasa; gND7-|

ORIGEN
1 CAAAAATCAT TATAAGTCCA TGTGAAGTGA TTAAAACATT ATAAAATTGA TAGTCACCAA ATAAAATACC ACAACCAATA AGTGAAAGTT
91 CTAGTCTAAT AAATAAAGAA TATACATATC CAACAAAACC AGAAAGTATT GCAACTAAAA GATAACATAA ACCAATCATT TTATGAGATA
181 CACTTAAGCA AACGCACTGT AAAAACCACA TTAATATTAT ATTTAATTGT TAGTTATAAG TTTACAGCTT TTTCGCTCCC GTCTTTTTCC
271 CCTTCCTTCT GTTTTCTTCC CTCCACCTCT CTTCTCTCCC CTTCCTCCTT TTCCTCCTTT TCGAATTCCT TCTCTCTTTC CCTCAAACTA
361 TTCCTGCTTT TCCAAAAAGT CTCTCTCTTT TCCCCTTCTC TTCCTGTTTT ATTTACTTTA AAAAATTAAT ATAAAAATTA TTATTATTAA
451 TAAAAAACTC AGTCAAAATA TAAAAATAGA GTTAAATTAA AGTAATTAAA TAAATATTTT GTTTAAGTTT ATAATAATTA TATTAAATTT
541 TTTAATATTA TTTTTAGTAA TACTTTTTAT ATTTATAAAT TATAGTTTTT GTTTAGTATT TAAATTTAAT TATATTTATA TAAATATATA
631 TTTAAATTAT ATTAATTTAT GATTTATATT TTTTATGGGA TTAATAGTGT ATTTTCTTGT TTTTCTTTTA TCACGTAAAA TTATTTCATA
721 TAATAAGTAT TTTTATGTTT TATGTTCATA TTTATTTATT TATTTAGATG TTGTATTAAT TATTCTAATT GATGATTTTA TGTGTTTTAT
811 GATATTATTT GAAAGTTTAT TTTTTCCAAT TTGTTTTGTT AGTTTATTTT TTAATTTCAA TAATAGATTT ATTTTTGCTA TATTTTATTT
901 GATAATATTT AGTTCTTTAA GTTCGATAAT GTGTATTATG ATTTGTATAA TTACTTATAT TTCATTTTAA TATATTAAAT TTACAAAGTT

991 TTATAGATAT TTGTATTTTT GATAGTTTAT ATTTAGGTAT GTATATATGA ATTTTATTAT TTATAATGTT TGCAATAAAA TATCCAATTT

48 Nocua et al



Secuencia parcial del genoma del maxicirculo de Leishmania braziliensis

1081 GACCATTACA
1171 TTTTTGGAAT
1261 TAACTTTTTT
1351 TATTGTTATG
1441 TAGTAGGCTA
1531 TAGGTTTATT
1621 TTATTTATAT
1711 TATGAATAGA
1801 ATTTAATTTA
1891 TTCCCTCCCT
1981 CCCTTTTTTC
2071 AACCAAGCTC
2161 GAGATTTGCC
2251 TTGTTTTTAT
2341 TCAATAGTGT
2431 TTTTGTTTAT
2521 ATAGTTTTTT
2611 GTGTTGTGTA
2701 ATATCATATT
2791 TCATTTGTTT
2881 TTTGCAATGC
2971 ATTCCTGTTT
3061 TTGTGTTATT
3151 TTTGTTGCAT
3241 TATCATATGT
3331 TTTACTTATT
3421 TATTGTAAAG
3511 TTTACTATAG
3601 GATTTTGAGT
3691 ATATTTACAA
3781 TTATTGAGTT
3871 ATGATGGCTT
3961 TATATGAGAT
4051 TTAATTGGTC
4141 TGTCAAATTT

4231 ATGATATGAA

TGTATGACTT
ATATAAATTT
AGCATTAACA
ACATAATGAT
TATGTATGAC
TTTATTTAAT
TTTTTGTTTT
TAAATATTTA
TTTATTATTT
CTTCCTTAAA
CAACTAAATC
CGGAACCGAC
AGGAGAAAGA
TTTTTTTTAT
TATCTATATC
TAATAATTTT
GTTTTATAAA
TGAATTTTTT
TTTGATATAG
TGATTTTTTC
TTTTATTAAT
CGGCATTAAT
TTTATACTGT
TTAGTACTAT
TTTATAAAGC
TTTGTGGTTG
ATCTTTTATT
TATATAATTA
GTTGTTTAAT
GTTATTGTTT
TTATATATTA
TAGTATTTAG
ATAGGAACAA
CTGTCTATTA
ATTTTGAAAT

AAATAAAATA

CCTGAAATGC
TTATTTGTAT
TTATTGTTTT
ATTCTTTTTA
AATTATGGTG
ATAGATTTCC
TATATAATAG
CGTTTAGATT
TAAAGTTTGA
GATTTCCTTC
CTAAATTGAA
GGAATTTGCA
TTCACGGAAT
TTTATTTTCT
ATTGGTATTA
AGATTTTTGT
TTTTTATGCA
TATATTATCA
ATTTTTTTCA
AATAAATGGG
GATTTGTGCG
ACATGCAGCT
AATAGGATGA
ATGTCAAATT
AACATTATTT
TATTTTAGCA
ATGTGTATTA
TTTTTTACTT
TTATTGTATA
ATTTTGATCA
TGGTTGATTT
TTTATTTTCA
GTATTGTGTA
GAAGTATAAA
GAATGCGGTT

GATATTA

ATGTAGAAGT
GTTTTAGCCA
TAAGTGATTA
TAGGTATACT
TACGTATATT
CATTTATGAT
TGTTATCAAT
TATCAATTAA
ATTGAATATT
CGCGAAACTT
CCATTTATTA
AAGAAGAAAA
TTTTTGTTTC
ATATTTGGAC
TCTACAATAT
TTTATTTGAT
TTTTATTATA
TATGATTTTT
TTGAAATATG
TATTGTGTAA
TTTACTAAGT
ACGTTGGTAG
ACTAGCTTAA
AGTTTTTCTA
ATAGTTTTTG
AGAATGTTAT
ATGTTAGTAT
TTTTTTTTGT
TGTTGTTTAT
TTTTATTTAT
ATATTTTATT
ATATGATATT
TTTTGCAGCG
AAGTAAAAGA

ATATGTAAAA

TAATACTGAA ATGAGTGTAT TATTAGCCAG TATAGTTTTA AAAATTGGTT
ACTTTCAATC TGATTTTTAG GTTTTATTGA TTCATTAATT ATGTTAGGAT
TAAAAAAATT ATTGCAAACT GATCAGTAAT ACATACAGGA ATCGCATTGA
TATATTATGT AATTTATCTC ATATTATTAG TTCATCTTTT ATGTTTATTT
TTTATTAATG ATTTCTTTTT TTGGTATAAG TGTATGAAGT TCGTTATTTT
ATTATTTTAT GTAGATATAT TTTTGTTATA TGGTTTAATT TCATTATCAT
TTTTTTATCT TCAATATATA TATATATATG TTTAAGTTTT TATTCGTTCA
TGATATATAT TTATATTTTA TAACTATTTT AATGGTTACT TTATTTTTTT
ATTTTTATTT TCCAAGTACC AGTCTTTTAC AAATCCCTTT TCCCTTTTCT
CTTAAGTAAC TCCGTGTTCT TCTTCCCTGT CCCACCGCTC TGCCCTTCTT
AGTTTAAAAC GTTTTGAATT TTTGAGGAGT ACTGATTAGG AAAAGCCACG
GAGAGATTGT GCTTTTTTGG GGACAACAAT TTGAAGGAAT TTTTTGGGGG
GTAAGCTTGT TTATTAAAAA AATTATACAA TAAAGATTTG AATATAAAAT
TTATATGTGG TATATTTATT TTAGGAAGGC ATATAATAAG TTTCTGATTA
TTAGTTGCTT TTGTTTAAGT GTCTGTATAT ATGGTTATTA TTTTTATGAT
TGACATTTTA TTGTAATGGA TTTTATATGT TTATATTGTT TTTAATAGAT
TGTATTTTGA TATAATGTTA ACTAGGTTTT TTAATATTTT TTGGTGAATT
TAACAGCATA CTGTGGTTGA GAATTATTAG GTTTATTTTC ATTTTTTTTA
CATTTAAAGC ATTTTTTATT AGTAAAATAG GGGATATTTT GTTACTTTTA
TAACATTTTA TTTTTTATCT TTTTTATGTG TTGATTATAG TGTAATTATT
CCACTCAATT TGGATTACAT ATTTGGTTAC CAGATGCAAT GGAAGGACCG
TTTGTGGTAT ATTATTGATT AGTTTTGTTT TTTGATGTTT TGACTTTTGA
TTTTAGTAAT GATGAGTTTA TGTGTGTTTT ATAATTTTGA TGTAAAAAGA
TGTTTTGTTG TTTATGTTTA GATTTATATG TAGGTTGTTT AATATTTTGT
GAGTTTGAAT TCATTTTTTT TTTGGGTTAC AAGATATAAG ATGTTATTTT
TGGTATTTGC ATTATTAAAT TCATGTTCAT TATGATTTTT ATGTGGTTTT
CTTTTTTTTT TATATTAGAA TTTTTGTGTG TTTGTATATT TTTTATATTT
GTTTTGTTTT TAAATGTTTT TGTTTAGTAG ATACTTTATT TTTAATTTTT
ATATGTGTTT TATAATGCTA TTTTTTGTTT TAGATTTTTT ATATGTATTT
ATTATTTTTC ATTTTTTGAT ATAGCGATAT TTATTACTTT TATAATGTTA
TTTTTAATGT TGATTGTATT ATGTTTTTTT GAAGAATATT TTTAATTTTT
TTACGTGTTT TTATTCGGAT AGGTTTTTAT GGGTATGAGA TAGGGTTATA
TGTTACTATT GTGATACATG TAAAGAAAAT TTTAAGTTGA ATGTATATAA
AGTTTGATAT TATTTGAAAA TTTATATTAT CTAGTAACTT CAGGTGTGAT

TACATAAGAA TTTATTTAAA ATAAAAATTC CAAATCTAAA ATAACAGAAA

Material Suplementario 2. Descripcion de la secuencia 8lell.plkabrazil251ell.plkbrazil1081f06.plk
parcial reportada para la region del maxicirculo ensamblabrazil653a10.plkbrazil27a07.q1k RevCompbrazil
do del. braziliensisA. Secuencia correspondiente al frag- 423906.q1k RevCompbrazil20h04.plkbrazil1133b07.
mento ensamblado de 6535 nts. En color se sefialan lgelk RevComp brazil1348c08.q1k RevCombrazil
fragmentos utilizados para la construccion de la secuer281b06.plk RevCompbrazil606f10.p1lk RevComp,
cia, se ubican desde la posicion 1 de la secuencia hadimazil466905.q1lk RevComprazil621f05.p1k RevComp
abajo: brazil241b09.plkbrazil226al12.plkbrazil66e05.  brazil1598g08.q1lkRevComp brazil555h03.plk Rev
gqlk, brazil1521b09.plkbrazil595d07.plkbrazill Comp brazil227d04.p1k RevCompbrazil8lell.qlka
252c02.q1k brazil700a03.plkbrazil802h07.qlk  RevComp brazil182d06.q1k RevComybrazil1432f10.
brazil487c05.plkbrazil982e01.plk RevComibrazil glk RevComp brazil63b03.p1lkRevComp brazil
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75¢12.q1k RevCompAB095966.1 RevCom|B. Secuen-  brazil483f03.plk RevCompbrazil484cll.qlkbrazil
cia correspondiente al fragmento ensamblado de 4257 nt827b08.p1k RevCompbrazil1043b09.p1k brazil
En color se sefialan los fragmentos utilizados para la cond:043b09.q1k RevCombrazil1001a09.p1k RevComp
trucciéon de la secuencia, se ubican desde la posicién lirazil1501c12.ql1k RevCompbrazil1501c09.q1k
hacia abajobrazil655c08.qlkbrazil483f03.q1k brazil RevComp

622d11.plk RevCompbrazil655c08.p1k RevComp
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