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RESUMEN

La tripanosomosis bovina es una enfermedad fatal en bovinos, ovinos,
caprinos y bufalinos, siendo Trypanosoma vivax su agente causal en Venezuela.
Como todos los tripanosomatideos, presenta un flagelo situado en la parte
anterior del parasito, que le otorga la movilidad. En el interior del flagelo, se
encuentra el filamento paraflagelar (PFR). Entre las distintas proteinas que
conforman el PFR se encuentran la proteina paraflagelar 2 (PFR2). La PFR2 es
una proteina estructural que cumple un rol importante en la motilidad del
parésito. T. vivax también presenta una invaginacion profunda de la membrana
plasmatica en la base del flagelo, conocida como bolsillo flagelar. Esta estructura
estd asociada a los procesos endociticos y de secrecion de moléculas. Diversas
proteinas estan implicadas en estos procesos, entre ellas se encuentra la clatrina
(CLH), una proteina estructural que recubre las vesiculas en el proceso de
transporte trans-membrana y esta asociada en la incorporacion de nutrientes al
interior del parasito. El objetivo de este trabajo fue identificar y clonar el gen que
codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la CLH de un aislado venezolano
(TVLIEM176) de T. vivax. Para ello, se realizaron estudios bioinformaticos que
permitieron predecir la secuencia putativa de cada gen. De la secuencia obtenida
se disefiaron cebadores para amplificar por PCR el gen que codifica la PFR2
(PFRFF/R) y la secuencia parcial de la CLH (CLHF/R), obteniéndose un Unico
fragmento de 1800pb y de 535pb, respectivamente. El producto de PCR
correspondiente al gen que codifica la PFR2 fue tratado con EcoRV,
obteniéndose dos fragmentos, de 1152pb y de 648pb. El producto de PCR
correspondiente a la secuencia parcial de la CLH se trat6 con la enzima Kpnl,
generando bandas de 432pb y de 103pb, ambas acordes con el tamafio esperado
segun el mapa de restriccion obtenido por bioinformatica. Se realizé la clonacion
de cada inserto en el vector p-GEMT easy. Las colonias fueron analizadas por
PCR colony, tratadas con enzimas de restriccion y secuenciadas
automaticamente. La secuencia del clon se compard con la secuencia putativa
obtenida por bioinformatica del gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial
de la CLH, mostrando 95% y 99% de identidad respectivamente, siendo éstos los
primeros reportes del gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la CLH
de un aislado en Venezuela de T. vivax. Ademas, se presume que estas dos
proteinas podrian servir como posible inmundgeno para el control de la
tripanosomosis bovina en Venezuela.
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1. INTRODUCCION

1.1 Tripanosomosis

La tripanosomosis animal es una enfermedad debilitante y cominmente fatal en
los animales domésticos, especialmente en bovinos y pequefios rumiantes de
diferentes edades, sexos y razas, producida por diferentes especies de tripanosomas
(Davila y Silva, 2000; Tafur y col., 2002). Entre los sintomas principales se
presentan fiebre, anemia severa, trastornos reproductivos, pérdida de la condicion
corporal, y de la capacidad reproductiva tanto en machos como en hembras, lo que
trae como consecuencia pérdidas significativas en la produccion de carne y leche y
muertes ocasionales (De Stefano y col., 1999; Desquesnes, 2004).

T. vivax es considerado el principal agente causal de la tripanosomosis
bovina a nivel mundial (Rivera, 1996). Dicha enfermedad presenta tres fases
durante la infeccion: La fase prepatente, la fase aguda y la fase cronica. La fase
prepatente oscila desde la inoculacion del parasito hasta que aparecen los parasitos
en sangre. Posteriormente, se encuentra la fase aguda, caracterizada por altas
parasitemias, encontrandose alrededor de 10° parasitos/mL, junto con un aumento
de la temperatura y una disminucion del hematocrito (Rivera, 1996). Finalmente, si
el animal supera estas altas parasitemias, se encuentra la fase crénica, que puede
durar meses e incluso afios. Esta etapa se caracteriza por niveles bajos de
hematocrito y hemoglobina, observandose hemorragias por la superficie de las
mucosas, cavidad corporal, muasculos, corazon, ganglios linfaticos y baja
parasitemia, persistiendo la anemia en ausencia de parasitos en sangre (Gardiner,

1989; Anosa, 1988; Suarez y col., 2003).



1.2 Trypanosoma vivax

La presencia de T. vivax en América, fue reportada por primera vez por Leger
y Vienne en 1919, en la Guayana Francesa, desde entonces se ha extendido en el
continente llegando a Brasil y a tierras bajas de Bolivia. Se cree que este parasito
llego al continente americano desde Africa mediante bovinos infectados (Curasson,
1943) y después se difundi6 a distintas regiones del continente a causa de los
traslados de los animales. En Venezuela, fue identificado por primera vez por
Tejera (1920) y desde ese momento, se han realizado estudios acerca de su
morfologia, fisiologia, relacion parasito-hospedador, asi como los aspectos clinicos
de la enfermedad.

T. vivax es un hemoparasito, flagelado, unicelular eucariota que afecta
principalmente a bovinos, ovinos, caprinos, camélidos y bufalinos; siendo los
bovinos los principales hospedadores y los bufalos los menos susceptibles (Davila y
Silva, 2000). Entre los rasgos morfologicos mas destacados, se encuentran: una
membrana ondulante bien desarrollada y adosada a un flagelo libre, el cinetoplasto
redondeado y pequefio, cercano al extremo posterior del paréasito el cual finaliza en
forma cénica y un nucleo redondeado, ubicado en posicion central (Hoare, 1972).

Segun Legar y Vienne (1919), en las cepas suramericanas existen variaciones
de tamafio de 16 a 26,5 pm de longitud y un ancho de 1-3um. Estudios realizados
por Goméz (2011) de las dimensiones del parasito indican que el tamafio de T.
vivax en Venezuela, oscila entre 18 y 24 um de largo (en promedio 21,00 + 2,00

um) (Figura 1).
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Figura 1. Longitud de un T. vivax. (Cortesia del Dr. Ely Gémez).

1.1.1 Clasificacion de T. vivax.
TaxonOomicamente de acuerdo a Levine y colaboradores (1980) y Soulsby

(1987), T. vivax se clasifica de la siguiente forma:

Reino Animalia

Subreino Protozoa "/ ~
Phylum Sarcomastigophora ) ﬁ .
Subphylum Mastigophora v/ N

Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero: Duttonela
Especie vivax.

En 1972, Hoare divide el género Trypanosoma en dos importantes secciones. La
Seccion Stercoraria, que son flagelados metaciclicos que se desarrollan en el tubo
digestivo del vector y son transmitidos por las heces. Se caracterizan por presentar un
gran cinetoplasto, su extremo posterior es en punta aguda y se multiplican de manera

discontinua en los vertebrados, como amastigotes o epimastigotes. Por otro lado, la



seccion Salivaria, son flagelados metaciclicos que se transmiten a través de glandulas
salivales del vector. Estos organismos se caracterizan por la terminacion en punta
redondeada (Alves y col., 2008) y se multiplican de una manera continua como
tripomastigotes (Brener, 1979). Segun la clasificacién de Hoare (1972), T. vivax se

ubica en la Seccion Salivaria.

1.1.2 Ciclo de vida de T. vivax.
En Africa, T. vivax es transmitido ciclicamente por la mosca tsetsé y
mecanicamente por otras moscas hematdfagas (Figura 2A). Mientras que en el
continente Americano la transmision es de tipo mecanica (Figura 2B), cuyos

vectores son las moscas de los establos y tabanos (Hoare, 1972).
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Figura 2. Ciclo biol6gico de T. vivax. A) Transmisidn ciclica (Modificado de Desquesnes,
2004) B) Transmision mecanica (Modificado de Gardiner y col., 1989)

La transmisién ciclica requiere de la participacion de dos hospedadores: 1)

Invertebrados (dipteros hematéfagos), como Glossina sp y 2) Vertebrados



(mamiferos). Dentro del diptero hemat6fago, el parasito es capaz de multiplicarse y
permanecer en la fase infectiva durante toda la vida del insecto; desarrollandose en
la proboscis del diptero donde la forma tripomastigote se transforma en
epimastigote. El paso méas importante es la formacion de los tripomastigotes
metaciclicos que son los Unicos que infectan a los hospedadores vertebrados
(Figura 2A) (Osorio y col., 2008).

En América, debido a la ausencia de la mosca tsetsé, la transmision de T.
vivax se hace de forma mecéanica, principalmente por dipteros como Tabanidae y
Stomoxys sp, sin la multiplicacion ni crecimiento del parasito en el hospedador
invertebrado. Por lo que la transmision es directa, y el parasito es capaz de dividirse
dentro del hospedador mamifero por fision binaria (Figura 2B). La transmision
también puede darse mediante el uso de agujas e instrumentos contaminados (via

iatrogénica) (Hoare, 1972).

1.1.3 Distribucion de T. vivax

T. vivax estd ampliamente distribuido a nivel mundial, siendo las zonas
tropicales de Africa y América de Sur las de mayor impacto. Asi mismo se han
encontrado reportes en el Este de la India (Hoare, 1972). En Latinoamérica, la
tripanosomosis esta distribuida desde Centro América hasta Suramérica, siendo los
paises mas afectados: Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana
francesa, Panamd, Paraguay, Peru y Venezuela (Figura 3). Existen reportes de una

region de Brasil, conocida como el Pantanal, que colinda con Bolivia, donde en



1988 hubo un gran brote, que causé la expansion de T. vivax en ambos paises.

(Seild y col., 1999; Gonzales y col., 2007).

Figura 3. Distribucion geografica de T. vivax. Las lineas amarillas sesgan la
distribucion de T. vivax a nivel mundial (Cortesia Dr. Armando Reyna).

En Venezuela, este patdgeno esta ampliamente distribuido por todo el pais,
presentando una mayor prevalencia en zonas ganaderas bovinas (llanos
venezolanos) (Toro y col., 1980; Wells, 1987; Tamasaukas y col., 2006). Reportes
de Toro (1990) confirman que en la region de los Ilanos se encuentra la mayor
prevalencia de tripanosomosis bovina en Venezuela (39%). Otros investigadores,
como Reyna (2007), demuestran la presencia de T. vivax en el estado Miranda, Sur
del estado Guérico, Anzoategui y Monagas. Por otro lado, Simoes y colaboradores
(2009) realizaron estudios en las diferentes zonas ganaderas de Venezuela,
reportando el parésito en los llanos, en el sur de lago de Maracaibo y en las

regiones centro occidental andina.



Debido a que la tripanosomosis bovina ocasiona en los hospedadores
debilitamiento, enflaquecimiento, pérdida en la condicién corporal, transtornos
reproductivos, entre otros, que traen como consecuencia una disminucion de los
productos derivados de los mismos, como la leche, la carne y el queso. Todo esto,
afecta a la produccion pecuaria, ya que al haber escases de los productos hay un
aumento de los precios. Desquesnes (2004), sefialé el impacto econémico de la
tripanosomosis en el ganado en Venezuela, indicando una tasa de mortalidad
cercana al 40%. Por lo que, es importante el estudio de este hemoparasito, ya que
hay pocos reportes. En este trabajo lo que se quiere es identificar proteinas que

sirvan como diana terapéutica para el control de la tripanosomosis en Venezuela.

1.1.4 Caracteristicas morfologicas de T. vivax

La estructura de T. vivax esta constituida por diferentes organelos que son
fundamentales para el desarrollo y supervivencia del parasito. A nivel de su
organizacion interna, T. vivax presenta una sola mitocondria en forma reticular que
se extiende a todo lo largo del cuerpo del flagelado. En el interior de la
mitocondria, situado en las adyacencias del cuerpo basal del flagelo, se encuentra
aglomerado el ADN mitocondrial, formando una estructura conocida como

cinetoplasto (Figura 4) (Bastin y col., 2000; Field y Carrington, 2009).
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Figura 4. Esquema de un Trypanosoma sp. El diagrama es un bosquejo que
muestra la localizacién de organelos y estructuras principales. mp, membrana
plasmatica; za, zona de adhesion; tv, estructura tubulovesicular; f, flagelo; ap,
aparato de golgi; re, reticulo endoplasmatico; ms, microtubulos subpeliculares;
bf, bolsillo flagelar; c, cinetoplasto; v, vesiculas; I, lisosoma; n, ndcleo. m,
mitocondria; gly, glicosoma. (Modificado de Landfear e Ignatushchenko, 2001).

El citoplasma es rico en granulos y vesiculas, en él se encuentran lisosomas y
material lipidico (lipo-proteico o glico-proteico) (Bastin y col,, 2000).
Adicionalmente, en el citoplasma se observa organelos acidicos que acumulan
grandes cantidades de calcio y polifosfato conocidos como 4acidocalcisomas
(Kornberg, 1995), siendo estos el principal reservorio de cationes y fosforo, ademas
participan en el metabolismo del polifosfato, de la homeostasis del calcio, del
mantenimiento del pH intracelular y de la regulacion osmoética (Do Campo, 2005).
También se observan glicosomas, que son organelos que poseen una forma ovalada
0 redondeada, cubiertos de una sola membrana. En los glicosomas se localizan
enzimas glicoliticas, que son de vital importancia para la supervivencia del parasito
y actlian como contenedores de actividades metabdlicas (Michels y col., 2000).

El ndcleo se encuentra rodeado por un envoltorio compuesto por dos

membranas yuxtapuestas que presentan poros. De la membrana citoplasmatica



emergen tdbulos continuos con el reticulo endoplasméatico que se ramifican en el
citoplasma. El nucléolo es central, prominente y muy denso (Vickerman, 1974).
Existe un reticulo endoplasmico (RE) que esta disperso en el citoplasma (Duszenko
y col., 1988). El aparato de Golgi (AG) esta situado en el centro de la via secretora,
cuya funcién es la de agregar carbohidratos complejos a lipidos de membrana y
proteinas sintetizadas nuevamente en el RE que serdn secretadas al medio
extracelular o integradas a membranas (Landfear e Ignatushchenko, 2001)

La superficie celular de los tripanosomatidos posee dos componentes
asociados: la membrana plasmatica, y una extensa capa de microtubulos
subpeliculares asociados a ella (Landfear e Ignatushchenko, 2001). Los
microtubulos subpeliculares son estructuras asociadas a la membrana plasmatica,
cuya funcion es evitar la absorcion de nutrientes por pinocitocis a lo largo de la
superficie celular (Gadelha y col., 2009); excepto en el bolsillo flagelar, la cual es la
estructura donde se realizan los procesos de endocitosis y secrecion que se llevan a
cabo en tripanosomatideos (Landfear e Ignatushchenko, 2001).

El sistema locomotor presenta un solo flagelo, el cual se inserta en el bolsillo
flagelar. El flagelo estd situado en la parte anterior, otorgandole movilidad al
parasito. Presenta unos pliegues de los tubulos que lo conforman y tiene una
membrana ondulante que une el flagelo al cuerpo del parasito (De Souza, 2002).
Ademas de una estructura de nueve pares de microttbulos con disposicion de anillo
y un par de microttbulos centrales libres, envueltos por una vaina flagelar conocida

como axonema Yy junto a esta se encuentra una estructura filamentosa altamente



organizada que lo acomparia en toda su longitud denominada filamento paraflagelar
(Bastin y col., 2000; Vaughan y Gull, 2003).

En el filamento paraflagelar y en el bolsillo flagelar se encuentran la proteina
paraflagelar 2 y la clatrina, respectivamente, los cuales se desarrollan a
continuacion. Estas dos proteinas son importantes en la supervivencia del parasito,
la primera esta relacionada con el movimiento del mismo y la segunda con la
formacion de vesiculas que permiten la entrada y salida de nutrientes (Morgan y

col., 2001; Abdille y col., 2008).

1.1.4.1 Filamento paraflagelar (PFR)

El filamento paraflagelar (PFR) es una estructura filamentosa que se
extiende desde el punto donde esté anclado el flagelo al bolsillo flagelar y corre a lo
largo de éste y del axonema de los kinetoplastideos flagelados (Bastin y col., 2000;
Miranda y col., 2010). Esta estructura es detectada junto con el axonema una vez
que el flagelo sale del bolsillo flagelar y se extiende hasta el extremo anterior. Esta
estrechamente relacionada con los dobletes 4 y 7 del axonema a través de
filamentos especificos (Figura 5). La posicion del flagelo en relacion al cuerpo
celular esta definida por el PFR (McKean y col., 2003).

El PFR es una estructura compleja, trilaminar formada por tres dominios,
definidos por la posicion en el axonema: un dominio proximal corto, un dominio
intermedio y uno distal mas desarrollado (Figura 5). Los dominios proximal y distal

presentan estructura similares, con varios sacos apilados entre si paralelamente. Por
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otro lado, el dominio intermedio estd compuesto por filamentos delgados que unen
los otros dos dominios. El PFR esta fisicamente conectado al axonema a traves de
fibras con forma de letras "V", que se fijan al dominio proximal (Figura 5) (De
Souza y Souto-Padron, 1980; Maga y col., 1999; Landfear e Ignatushchenko,

2001).

PFR2 -

Figura 5. Corte transversal del flagelo de Trypanosoma sp. El filamento
paraflagelar (PFR) estd divido en tres dominios: D: distal; I: intermedio; P:
proximal. Presenta un axonema (Ax) (Modificado de Branche y col., 2006).

Inicialmente se creia que el PFR le daba un atributo fisico al flagelo (Fuge,
1969). Estudios posteriores demostraron que el PFR presenta funciones
metabolicas, reguladoras, de sefializacién y de motilidad. Por un lado, cumple una
funcion metabdlica, ya que esta estrechamente relacionado con el bolsillo flagelar,
el cual se encarga de controlar el metabolismo del parasito. Cumple una funcion

reguladora, ya que controla la regulacion de los genes por mecanismos post-
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transcripcionales y transcripcion del ARN. Finalmente, cumple una funcion de
sefializacion del calcio, ya que existe una interaccion especifica entre la
calmodulina y los componentes del PFR que permiten el desplazamiento del

parasito (Bastin y col., 1996; Portman y Gull, 2010).

Cuando el PFR no esté correctamente estructurado, no se puede completar la
citocinesis (Broadhead y col., 2006), dando lugar a células con nucleos multiples,
cinetoplastos y flagelos y, por lo tanto, no se induce la movilidad (Portman y Gull,
2010).

Se han asociado gran cantidad de proteinas al PFR a través de estudios
bioguimicos, bioinformaticos e inmunoldgicos, aunque las funciones de éstas aun
se desconocen (Woodward y col.,, 1994). Schlaeppi y colaboradores (1989) y
Portman y Gull, 2010 demostraron que existen dos proteinas principales que
forman el PFR: la proteina paraflagelar 1 (PFR1) y la proteina paraflagelar 2
(PFR2). La zona proximal del PFR estd formada principalmente de filamentos
compuestos de PFR1. Por lo tanto, los dominios intermedio y distal del PFR deben
contener la mayor parte de la proteina PFR2 (Maga y col., 1999). La PFR1 tiene
una masa molecular que varia entre 70— 80 KDa, mientras que la PFR2 varia entre

65- 72 KDa.
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Proteina paraflagelar 2 (PFR2)

La PFR2 es altamente organizada y estd directamente relacionada con la
motilidad del parasito (Clark y col., 2005; Abdille y col., 2007). Las mutaciones
nulas del gen PFR2 han evidenciado que la estructura del PFR es necesaria para la
motilidad y viabilidad del parasito (Morell y col., 2005). Estas mutaciones
ocasionan la produccién de parasitos con baja velocidad de movimiento y graves
perturbaciones en la onda del mismo (Deflorin y col., 1994; Ladon, 1996; Santrich
y col., 1997; Maga y col., 1999).

En Leishmania sp y Trypanosoma brucei la masa molecular de la PFR2
corresponde a 69 KDa (Portman y Gull, 2010). ElI mecanismo de regulacion es
post-transcripcional, ocurriendo a través de corte y empalme, poliadenilacion,
estabilidad del ARNm, traduccion y estabilidad de las proteinas (Vanhamme y
Pays, 1995; Moore y col., 1996).

En vista de que no hay reportes del gen que codifica la PFR2 de T. vivax y que
los tratamientos actuales para la tripanosomosis bovina son insuficientes y los
farmacos utilizados son altamente toxicos, el estudio de esta proteina es necesario
para la busqueda de posibles inmundgenos que sirvan para el control de la

tripanosomosis (Bastin y col., 1998).
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1.1.4.2 Bolsillo flagelar

A medida que transcurre el ciclo de vida del tripanosoma, el flagelo sufre una
serie de cambios que dan lugar a la aparicién del bolsillo flagelar, en donde ocurren
los procesos pinociticos, endociticos y exociticos (Absalon y col., 2008).

El bolsillo flagelar es una invaginacion profunda de la membrana plasmaética en
la base del flagelo, que varia en tamafio de acuerdo al estadio del ciclo de vida del
parasito. Esta estructura es dinamica y esta asociada a los procesos de intercambio
de nutrientes, proteinas, particulas, entre el interior y el exterior del parasito
(Landfear e Ignatushchenko, 2001; Field y Carrington, 2009).

El bolsillo flagelar estd ubicado en el extremo posterior del tripanosoma y
rodeado por el desmosoma y una zona de adhesion (Figura 6A) (Landfear e
Ignatushchenko, 2001). Esta compuesto por microtubulos especializados que se
encuentran a lo largo de su superficie. Estos microtubulos, se integran en la matriz
y se convierten en microtubulos subpeliculares asociados a la zona de fijacion del
flagelo (FAZ). Por lo tanto, estos microtubulos definen el eje del flagelo y sus
estructuras asociadas (Bastin y col., 2000).

Existe un lugar donde se ancla el flagelo al bolsillo flagelar, conocido como
collar del bolsillo flagelar (Figura 6B), un cuarteto de microtubulos integrados a los
microtubulos subpeliculares que definen el eje de entrada del flagelo. Al mismo
tiempo, se encuentra el collarete del bolsillo flagelar, el cual consiste en un
conjunto de fibras que son localizadas fuera de la membrana del flagelo, en el

lumen del bolsillo flagelar. El collarete sirve para fijar la membrana y el axonema.

14



Ademas, es una estructura que posiciona el flagelo en el contexto del citoesqueleto

(Landfear e Ignatushchenko, 2001; Lacomble y col., 2009).

Finalmente, se encuentra el lumen o interior del bolsillo flagelar, el cual esta

formado de una matriz rica en carbohidratos de composicion definida y funcion

desconocida, el cual presenta proteinas especificas que son secretadas en ese mismo

espacio (Field y Carrington, 2009).

FPC Endocitosis

Secrecion

ey
Reciclaje

D——

Figura 6. Esquema del bolsillo flagelar de Trypanosoma. A) Microscopia
electronica del bolsillo flagelar. Ax: Axonema; BB: Cuerpo basal; FPC: Collar
del bolsillo flagelar; FP: Bolsillo flagelar. B) Esquema del bolsillo flagelar,
observandose los proceso de endocitosis y exocitosis (Modificado de Field y

Carrington, 2009).

Las funciones del bolsillo flagelar estan asociadas a la captacion de grandes

nutrientes a través de la endocitosis mediada por un receptor, la secrecion de

proteinas hacia el medio extracelular y la integracion de las proteinas de membrana

en la superficie de la célula (Landfear e Ignatushchenko, 2001; De Souza, 2002).
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Ademas, en el bolsillo flagelar ocurre la degradacién de anticuerpos especificos
contra las glicoproteinas variantes de superficie (VSG) y asi mismo, ocurren los
procesos de reciclaje de las mismas, contribuyendo en la defensa en contra de la

respuesta del sistema inmune (Absalon y col., 2008; Field y Carrington, 2009).

1.4.1.2.1 Mecanismos de transporte
Los diferentes mecanismos de transporte permiten al parasito adquirir
nutrientes y expulsar de su interior desechos del metabolismo. Por lo que, a
continuacion se describiran diferentes vias de transporte que ocurren en el bolsillo

flagelar de los tripanosomas.

Via endocitica

La endocitosis es un proceso en el cual las moléculas grandes y el material
particulado son internalizados. Una porcion de la membrana plasmaética rodea al
material que va a ser tomado, formandose una vacuola o vesicula, dependiendo del
tamafo de la particula (Lodish, 2005). Existen tres tipos de endocitosis: la
fagocitosis, la pinocitosis y la endocitosis mediada por un receptor. En la
fagocitosis, una particula de gran tamafio se une a la superficie, conduciendo a la
expansion de la membrana e incorporandola al interior del parasito a través de la
formacién de una vacuola. En la pinocitosis, gotas liquidas son invaginadas por la
membrana plasmatica e internalizadas, formando vesiculas. Y finalmente, en la
endocitosis mediada por receptor, los receptores proteicos se unen a un ligando

particulado, ocasionando la invaginacion de la membrana dando lugar a la
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formacion de una vesicula. En el proceso de endocitosis, las vesiculas endociticas
son desprendidas de la membrana del bolsillo flagelar, en donde las moléculas a ser
endocitadas y/o las proteinas cargadas son enviadas al compartimiento
endosoma/lisosoma o son reciclados a la superficie (Coppens y col., 1987). En los
tripanosomatideos, todos los eventos endociticos, ya sea mediado por un receptor,
fagocitosis o pinocitosis, se inician en la membrana del bolsillo flagelar (Landfear e

Ignatushchenko, 2001).

Via secretora

La secrecion es un proceso de segregacion y liberacion al exterior de
sustancias quimicas en una célula. La sustancia secretada puede tener una cierta
funcion, mas que ser un desecho, como es el caso de la sustancia expulsada por
exocitosis. Un claro ejemplo del proceso de secrecion de los tripanosomatideos es
el mecanismo que ocurre en el complejo de las proteinas variantes de superficie
(VSG) -Inmunoglobulinas (lg). EI complejo VSG-lg entra al bolsillo flagelar
asociado al plasma de la membrana. Los anticuerpos especificos de las VSG
presentes en el interior del paréasito, se encargan de la degradacion y reciclaje de las
mismas, contribuyendo asi, con la defensa en contra de la respuesta inmune
adaptativa del hospedador. A causa de esto, las VSG se reciclan eficazmente a la
superficie y las Ig son degradadas (Field y Carrington, 2009). Este proceso de

reciclaje o liberacion de particulas implica la fusion de vesiculas, que contienen la
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sustancia a secretar, con la membrana citoplasmatica de la célula, liberandose asi el

contenido de la vesicula al exterior de la célula (Landfear e Ignatushchenko, 2001).

En el proceso de secrecion de los tripanosomas, participan diversos organelos
del parasito, los cuales estdn asociados al bolsillo flagelar. En concreto, las
membranas del RE se encuentran unidas al bolsillo flagelar, al igual que el AG
(Lacomble y col., 2009).

En la via secretora, las proteinas de membrana son exportadas desde el RE
hacia el bolsillo flagelar. Desde el bolsillo, la superficie de proteinas de la cubierta
y algunas glicoproteinas invariables de superficie (ISG) estdn en continuo
movimiento en su superficie y cubren el cuerpo del parasito, mientras que los
receptores para la absorcion de macromoléculas estan exclusivamente retenidos en
el bolsillo flagelar (Borst y Fairlamb, 1998; Morgan y col., 2002).

Estudios realizados por Field y Carrington (2009), aseguran la presencia de
VSG, en el RE, AG y en el transporte de vesiculas. Sugiriendo que el paso de las

VSG, ocurre a través del bolsillo flagelar y de la superficie de la célula.

1.1.4.2.2 Proteinas del bolsillo flagelar

En el proceso de transporte de nutrientes en el bolsillo flagelar estan
implicadas diversas proteinas, tales como el receptor Haptoglobina-Hemoglobina
(HPHBR), la clatrina (CLH), una proteina de membrana rica en cisteina (CRAM),
el receptor de transferrina (TFR), receptor de Lipoproteinas de alta densidad
(HDLY), vesiculas de transporte interno como rab11, rab5, entre otras (Landfear e
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Ignatushchenko, 2001). Entre estas proteinas, la clatrina, una proteina estructural
del bolsillo, que esta estrechamente relacionada con el proceso de endocitosis de los

tripanosomas.

Clatrina (CLH)

La Clatrina (CLH) es una proteina estructural oligomérica que recubre las
vesiculas en el proceso de transporte trans-membrana, y esta asociada en la
incorporacion de nutrientes al interior del parasito. Tiene una masa molecular de
191.231 kDa y 5100 pb. Su estructura consiste en tres dominios, constituidos por
tres cadenas pesadas y tres cadenas ligeras; ensamblandose en una unidad conocida
como trisquelion (Figura 7A). La cadena pesada esta compuesta por un dominio
globular N-terminal, un segmento del dominio distal, un segmento proximal, y un
C-terminal, los cuales permiten la interaccion con proteinas endociticas en el
bolsillo flagelar de los tripanosomas. Del mismo modo, las cadenas ligeras, se
encuentran unidas al dominio proximal de las cadenas pesadas, regulando asi el
ensamblaje de los trisqueliones (Wakeham y col., 2003; Mousavi y col., 2004).

En el ensamblaje de esta proteina cada lado es poligonal, compuesto por dos
segmentos de dominio proximal y distal anti-paralelos, formado por cuatro
trisqueliones superpuestos (Figura 7B). Los trisqueliones unidos a la membrana,
conforman una caja poliédrica que ocasiona la invaginacion de la misma, que sera

regulada por las cadenas de CLH (Correa y col., 2007).
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Figura 7. Estructura de la clatrina. A. Representacion de un trisquelion, se observa
las cadenas pesadas y las cadenas ligeras de la proteina. B. Interaccion de los
triqueliones. (Modificado de Mousavi y col., 2004).

Morgan y colaboradores (2001) demostraron que la CLH se localiza en el
bolsillo flagelar y esta asociada a la red trans-Golgi. La localizacion subcelular de
CLH sugiere que se han conservado las funciones, mediando la endocitosis y el
transporte desde la red trans-Golgi al endosoma y lisosoma en tripanosomas (Hung
y col., 2004).

El trafico vesicular mediado por CLH, es un mecanismo muy importante
dentro del bolsillo flagelar, en el cual las proteinas y los lipidos son transportados
desde la membrana del bolsillo hacia los organelos del tripanosoma (endocitosis)
(Kirchhausen, 2000; Owen y Luzio, 2000) y hacia las vacuolas y lisosomas (Hirst y
Robinson, 1998). Durante la formacién de vesiculas, la CLH interactda de forma
coordinada con otras proteinas de la vesicula en formacion, tales como proteinas

adaptadoras (AP), y selectivamente recluta moléculas de carga especificas en
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vesiculas e interviene otras moléculas como AP180, auxilina, epsinl5 y epsin, que

tienen funciones regulatorias (Figura 8) (Kirchhausen, 1999; Mousavi y col., 2004).
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Figura 8. Endocitosis mediada por clatrina. (Modificado de Mousavi y col., 2004).

Otro papel que cumple la CLH, es la regulacion de las funciones celulares y

la conduccion de los altos niveles de actividad endocitica en el estadio en sangre del

parasito (Morgan y col., 2001; Allen y col., 2003). Los niveles de expresion de la

cadena pesada de la CLH se correlacionan con la actividad endocitica y de

reciclaje, esencial para la supervivencia del parasito en el estadio en sangre

(Morgan y col., 2001; Hung y col., 2004).
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La proteina CLH tiene una masa molecular de 191.231 kDa y el gen tiene
una longitud de 5100 pb. Al ser una proteina de gran tamafio se seleccioné una
secuencia parcial del gen de 535 pb, correspondiente al dominio N-terminal de la
proteina (Figura 9). Esta secuencia parcial se seleccion6 debido a que es una region
importante en la formacion de la vesicula y unién de los trisqueliones (Hung y col.,
2004; Pierre y col., 2011; Willox y Royle, 2011). Y ademas se presume que es una

region antigénica.

Dominio terminal Enlazador de Dominio distal Dominio proximal
trisqueliones

838 1133 1279 1597 1630 1675 aa

170aa

Figura 9. Secuencia aminoacidica de la CLH. El segmento amplificado representa la
secuencia parcial de la CLH que se va a identificar en este trabajo. (Modificado de
Xing y col., 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Proteinas paraflagelares (PFR1-PFR2).
El PFR fue identificado en tripanosomas por primera vez por Keith
Vickerman en 1962, el cual observd que éste estd compuesto por filamentos

finamente organizados.

Schlaeppi y colaboradores, en 1989, demostraron que el PFR de T. brucei
estaba compuesto de dos proteinas principales, la PFR1 y la PFR2, cuyos pesos
moleculares correspondian a 69 kDa y 73 kDa, respectivamente. Estudios
bioquimicos realizados por estos investigadores demostraron a su vez, que las
proteinas del PFR no formaban parte de las proteinas del citoesqueleto,
concluyendo que estas dos proteinas representan dos configuraciones diferentes de

un polipéptido individual codificado por un locus del PFR.

Santrich y colaboradores, en 1997, demostraron el papel que cumple el PFR
en L. mexicana. Estos investigadores mutaron el gen que codifica la PFR2 de
L.mexicana y demostraron que el mutante revelaba la presencia de una
subestructura, que contenia la proteina PFR1, indicando que ésta puede polimerizar
en ausencia de PFR2. La presencia de esta mutacion ocasionaba cambios flagelares
y disminucion de la velocidad de movimiento al compararlos con los parésitos

silvestres.

Maga y colaboradores, en 1999, demostraron la presencia de las dos

proteinas (PFR1 y PFR2) que conforman el filamento paraflagelar en L. mexicana.
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Estos investigadores, hicieron una mutacion nula a la PFR2, teniendo como
resultado que el parésito perdia la motilidad. También compararon mutantes nulos
de la PFR2 con mutantes nulos de la PFR1, obteniendo que ambas proteinas son
esenciales en la formacién y movilidad del parasito. Por lo que concluyeron que,

para la formacion del filamento paraflagelar, ambas proteinas son esenciales.

Clark y colaboradores, en el 2005, clonaron y expresaron dos genes que se
encuentran presentes en el PFR de Trypanosoma cruzi. Estas proteinas fueron
purificadas y demostraron ser inmunogénicas, dandoles proteccion contra la

infeccion.

Abdille y colaboradores (2008a), estudiaron la similaridad que existe entre
la PFR1 y la PFR2 en T. evansi, mediante técnicas de biologia molecular, Western
Blot y ensayos de inmunoprecipitacion. La secuencia aminoacidica correspondiente
a la PFR1 expresada demostré una identidad del 68,4% con la proteina PFR2 de T.
evansi. Por otro lado, mostraron que los anticuerpos preparados contra PFR1 y

PFR2 en ratones reconocen a estas proteinas sin reactividad cruzada.

Abdille y colaboradores (2008b), establecieron la existencia del gen que
codifica la PFR2 en T. evansi, el cual clonaron y expresaron en bacterias.
Demostraron al mismo tiempo por cromatografia de afinidad y Western blot, que la
proteina paraflagelar PFR2 es conservada en diversos parasitos, por lo que puede
servir como blanco para el desarrollo de vacunas en diferentes especies de

Trypanosoma.
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Segln Miranda y colaboradores, en el 2010, el PFR es una estructura
especifica y unica en la familia de los Kinetoplastidae. Estos investigadores
obtuvieron por microscopia de fuerza atomica y de transmision la estructura del
PFR de T. cruzi, demostrando que es una estructura estatica y que la organizacion
de los filamentos difiere entre las diversas regiones del flagelo. Al mismo tiempo
demostraron que un silenciamiento de la sintesis de las principales proteinas (PFR1

y PFR2) afecta en la motilidad del flagelo.

Un trabajo reciente de Portman y Gull (2010), establecio el papel del flagelo
y de sus componentes en la motilidad celular. Estos autores estudiaron las
caracteristicas morfologicas de la estructura de los filamentos paraflagelares (PFR)
de los kinetoplastideos, concluyendo que el PFR es una plataforma metabolica,
homeostatica, regulatoria y sensorial que puede ser conservada en la evolucion y

que la PFR1 y la PFR2 son proteinas esenciales en la formacion del PFR.

2.2 Clatrina (CLH)

Morgan y colaboradores, en el 2001, indican la presencia de la CLH,
actuando como transportadora de un cierto numero de moléculas en el bolsillo
flagelar. Estos investigadores clonaron y caracterizaron la cadena pesada de la CLH
e hicieron comparaciones de los diferentes estadios de T.brucei. Por otro lado, estos
autores demostraron por microscopia electrénica que la CLH esta distribuida en la
region posterior del parasito (bolsillo flagelar) y observaron que la adquisicion de

nutrientes por endocitosis es requerida en el estadio prociclico.
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Wakeham y colaboradores, en el 2003, describen la estructura de la CLH,
“el trisquelion” en los tripanosomatideos. Estos investigadores se enfocaron en el
autoensamblaje de la CLH, el cual implica interacciones débiles coordinadas que
favorecen la regulacién celular. Asi mismo, estudiaron la dimerizacion de las
clatrinas recombinantes de los dominios proximales y distales, demostrando que las
interacciones entre las diferentes recombinantes dependen de los procesos de

polimerizacion de la CLH en la formacion de las vesiculas.

En el mismo afio, Allen y colaboradores (2003), estudiaron la endocitosis
mediada por la CLH de T. brucei. Estos autores correlacionaron la actividad
endocitica con los niveles de expresion de la cadena pesada de la CLH. Los
resultados sugirieron que la endocitosis rapida juega un papel muy importante en la
evasion de la respuesta inmune. En este estudio se evaluo el papel de la CLH
mediante el ARN de interferencia (ARNI) y observaron que al suprimir la expresion
de la CLH ocurre una muerte rapida en el estadio en sangre de los tripanosomas.
Por otro lado, en el estadio prociclico, observaron una acumulacion de vesiculas y
alteraciones en el trafico de una proteina lisosomal, indicando variaciones en la

funcion de la CLH en este estadio del ciclo de vida de T. brucei.

Mousavi y colaboradores, en el 2004, analizaron la endocitosis dependiente
de CLH en los tripanosomatideos. Estos investigadores demostraron que una
proteina adaptadora (AP-2) estd implicada en casi todas las etapas de la formacion

de las vesiculas con recubrimiento de CLH. Estos estudios explican que, la
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fosforilacion de las proteinas adaptadoras, asi como del receptor, son muy

importantes para la captacion de los receptores de sefializacion.

En el 2004, Hung y colaboradores, determinaron que el bolsillo flagelar
representa el 0,43% de la membrana; y las moléculas receptoras como la CLH, son
retenidas en este espacio. Estos autores, estudiaron la funcion de la cadena pesada
de la CLH en el trafico de receptores en el bolsillo flagelar de T.brucei, mediante el
enfoque de doble cadena de ARN. Los resultados obtenidos de la induccion por
ARNi a las 24h, indicaron que en el estadio prociclico disminuyo la absorcion de
macromoléculas por medio de la endocitosis mediada por el receptor. A las 48h, no
se observo exportacion de una proteina de membrana rica en cisteina (CRAM).
Finalmente, a las 72h, se observaron cambios morfologicos en la membrana del
tripanosoma, en donde no se encontro diferencia estructural entre el bolsillo flagelar
y el flagelo. Los autores concluyeron que el trafico de proteinas dependiente de la
CLH en el bolsillo flagelar, puede ser esencial para la biogénesis y el

mantenimiento del bolsillo en los tripanosomas.

En el 2004, Overath y Englester, estudiaron el funcionamiento del bolsillo
flagelar y los procesos que ocurren en T. brucei. Estos investigadores realizaron
estudios con el ARN de interferencia y técnicas de microscopia electrénica,
demostraron que existe un trafico de proteinas mediado por CLH, mediante el cual

ocurren procesos de reciclaje e incorporacién de nutrientes.
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Estudios recientes de Kumar y colaboradores (2011), resaltaron la
importancia del reciclaje de moléculas de actividad endocitica en la infeccion de
ratones con T. brucei brucei. Estos investigadores disefiaron diversas estrategias
para poder analizar la via endocitica en el bolsillo flagelar. Los resultados obtenidos
indican que la via endocitica esta implicada en la evasion inmune por la prestacion
de un mecanismo para remover las inmunoglobulinas de superficie reconocidas por
las VSG, concluyendo que la CLH representan un excelente blanco para las drogas.

Stijlemans y colaboradores, en el 2011, estudiaron los mecanismos de
evasion de la respuesta inmune de T. brucei. Estos investigadores disefiaron
nanoanticuerpos VSG-especificos (Nb), de bajo peso molecular, derivados de la
cadena pesada de anticuerpos de los camélidos que impiden la endocitosis. El
blogueo de la endocitosis mediada por la CLH ocasiond perturbaciones
metabolicas, relacionadas con la reduccion de los niveles ATP intracelular y

pérdida del potencial de membrana, culminando en la muerte celular del parasito.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

v Identificar y clonar el gen que codifica la proteina paraflagelar 2 y una

secuencia parcial de la regién N-terminal de la clatrina de Trypanosoma vivax.

Objetivos especificos:

1. Obtener ADN de Trypanosoma vivax, TVLIEM176, a partir de la infeccion de un
ovino sano.

2. Disefiar cebadores especificos para la amplificacion del gen que codifica la
PRF2 y la secuencia parcial de la region N-terminal de la CLH.

3. Amplificar los genes que codifican la PRF2 y la secuencia parcial de la region
N-terminal de la CLH.

4. Clonar los genes que codifican la PFR2 y una secuencia parcial de la region N-
terminal de la CLH en un sistema bacteriano.

5. Comparar las secuencias de los genes que codifican la PFR2 y la secuencia
parcial de la region N-terminal de la CLH de T. vivax con las secuencias putativas

obtenidas por bioinformatica.
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4. METODOLOGIA

Esquema de la metodologia general empleada para la identificacion y

clonacion de las proteinas.

» Obtencion de ADN del T. vivax.

« Amplificacion por PCR del gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la
region N-terminal de la CLH.

«Purificacion del producto de PCR de cada gen.

«Construccion de los vectores de clonacion pGEMT-TvPFR2y pGEMT-
TvnCLH.

*Transformacion de bacterias E. coli TOP10 mediante electroporacion.

Crecimiento de los clones en medio selectivo LB+Amp+IPTG+X-Gal.

»Seleccion de las colonias recombinantes.

«Extraccion del ADN plasmidico por el método de Cloruro de litio.

«Corte con enzimas de restriccion del ADN plasmidico.

*Secuenciacion de los genes TvPFR2y TvnCLH.

» Analisis bioinformaticos.

«Comparacion de las secuencias.
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4.1 Obtencion de ADN de T. vivax, TVLIEM176, a partir de la infecciéon de un
0vejo sano.
4.1.1 Grupo experimental.

A un ovejo sano de 6 meses, de raza West African, de 16 Kg se le tom6 una
muestra de sangre con el fin de evaluarlo parasitolégicamente y descartar la
presencia de hemoparasitos.

El ovino permaneci6 en el bioterio del Instituto de Estudios Cientificos y
Tecnologicos (IDECYT), en donde conto con las condiciones adecuadas para su
mantenimiento y posterior tratamiento. Se le suministro agua ad libitum y se
alimenté con pasto seco.

Por otro lado, en relacion al tratamiento post-infeccion, se le suministré una
dosis de 0,5mg/Kg de Cloruro de Isometamidium y 5mL de Hematofos
(suplemento vitaminico), con el fin de garantizar su supervivencia (Sandoval y col.,

1995; Espinoza y col., 1996).

4.1.2 Caracteristicas del aislado.
El aislado de T. vivax utilizado para la infeccién del ovejo, es procedente del
estado Trujillo, su denominacion es TVvLIEM176. Este aislado se encuentra
criopreservado en tanques de nitrogeno liquido en el Laboratorio de Biologia

Molecular del IDECYT.
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4.1.3 Infeccion experimental.

El ovejo fue inmunosuprimido con cinco inyecciones intravenosas de 2 mg/Kg
de dexametasona, suministrada interdiariamente. A la cuarta dosis de haber iniciado
la inmunosupresion, se inoculd 1 mL de un aislado venezolano de T. vivax
(TVLIEM176) administrado por via intravenosa (Gonzélez y col., 2005; Goméz,
2011).

El seguimiento de la infeccion se hizo a traves de la obtencién de muestras de
sangre interdiariamente, a partir de la vena yugular, con el uso de tubos tipo
Vacutainer® en presencia de EDTA, durante la primera semana de post-infeccion,
hasta alcanzar el pico de parasitemia (aproximadamente 20 parasitos por campo~ 1
x 10’parésitos/mL). Se tomaron las respectivas alicuotas, las cuales se utilizaron
para la evaluacién parasitoldgica por el método de Brener y para la purificacion de

T. vivax.

4.1.4 Evaluacion parasitoldgica.

La parasitemia fue evaluada segin el método de Brener. Este método consiste
en la toma de 5 pL de sangre colocada en una lamina portaobjeto, cubriéndose con
una lamina cubreobjetos de 22 x 22 mm, extendiéndose la sangre de manera
uniforme en toda el area de la lamina cubreobjetos. Posteriormente, se contaron los
parasitos presentes en 100 campos, en un microscopio ptico Leica® a un aumento
de 40X, en donde la parasitemia se expresé en tripanosomas/mL de sangre segun la

siguiente férmula:
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Tripanosomas
———=TcxFmxFc
mL

Donde:
Tc: Tripanosomas contados en 100 campos.

Fm: Factor del microscopio. Para este caso particular Fm: 5824. El factor del
microscopio estd relacionado con el area de vision y el nimero de campos

observados al microscopio a un aumento determinado de los oculares y el objetivo.

Fc: Factor de correccion (1000/5 pL: 200).

4.1.5 Purificacion de un aislado venezolano de T. vivax.

Una vez alcanzado el pico de parasitemia (10° Try/mL), se procedit a la
purificacion de los parésitos de acuerdo al protocolo descrito por Gonzalez y
colaboradores (2005). Inicialmente se realizé un gradiente de Percoll para separar
los glébulos rojos y luego se pasoé por una cromatografia en columna de DEAE
celulosa, con el fin de separar el resto del material sanguineo por su carga.

Se tomaron 90 mL de sangre del ovino infectado correspondiente al primer
pico de parasitemia, afiadiéndose la misma en tubos de EDTA-Na, al 0,15%; se
mezcl6 v/v delicadamente con una solucién de Percoll Sigma® (8,55% de sacarosa,
2,0% de glucosa, se ajusto el pH a 7,5 con HEPES sdélido) (Grab y Bwayo, 1982).
La mezcla se centrifugd a 17500 xg por 25 min a 15° C, obteniéndose tres capas
claramente diferenciadas. Se recolect6 la capa superior del gradiente formado, rica
en paréasitos, con la ayuda de pipetas Pasteur. La capa superior se diluyd en una

soluciéon tampon glucosado (PBSG) (fosfato sédico 40mM, pH 7,5, NaCl 150mM,
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glucosa 1%). A continuacion, se centrifugd a 6000 xg por 15 min a 15° C. El
sobrenadante se descartd y el sedimento se resuspendié con solucion PBSG. Este
procedimiento se realizé por duplicado, de modo de lavar el sedimento con PBSG,
y asi eliminar los residuos de Percoll. El sedimento se resuspendié con 2mL de
PBSG y se coloco en una columna cromatografica de intercambio i6nico de DEAE
celulosa, equilibrada previamente con PBSG. Constantemente, el eluato se revisd
en un microscopio para confirmar la elucién y la pureza de los tripanosomas.
Posteriormente, se recolectaron los tubos que contenian parasitos en un pool, y se
centrifugaron a 6000 xg por 15 min a 15° C. Luego de la centrifugacion, se descarto
el sobrenadante, se resuspendio el sedimento en 1 mL de PBS y se transfirio a un
tubo Eppendorf. EI concentrado de parasitos se centrifugd a 14000 xg por 15 min,
se descarto el sobrenadante y se guardo el sedimento a -20° C. (Brener, 1979;

Gonzélez y col., 2005).

4.1.6 Extraccion de ADN gendmico a partir de T. vivax purificado.

Una vez obtenidos los parasitos purificados, se procedio a la obtencién del
ADN gendmico de T. vivax. El protocolo utilizado fue el descrito por el estuche
comercial Promega (Wizard® Genomic ADN Purification kit A1120).

Inicialmente, se tomaron 300 uL del ADN purificado del parasito y se
agregaron 900 pL de la solucion de lisis celular en un tubo de centrifuga de 1,5 mL.
A continuacién, se mezcld por inversion para ocasionar la ruptura de los glébulos
rojos y glébulos blancos que quedasen de la purificacion del parasito. La mezcla se

incub6 por 10 min a temperatura ambiente, realizando inversién al tubo
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periddicamente. Posteriormente, se centrifugd por 20 seg a 16000 xg. Del producto
obtenido, se descart6 el sobrenadante, en el cual se encontraron organelos y restos
de membrana celular. El sedimento fue removido en un agitador para resuspender
el contenido del mismo en la solucién de lisis celular. A continuacion, se afiadieron
300 uL de la solucion de lisis nuclear para la obtencion del ADN, en donde se
mezcld por inversion hasta formar una solucion viscosa. Dicha mezcla se incubd
por 30 min a TA, con el fin de garantizar la ruptura de los nucleos presentes.
Luego, se agregaron 1,5 uL. de RNAsas, y se mezclo suavemente por inversion. La
mezcla obtenida, se incubd 15 min a 37° C y posteriormente 5 min a TA, para
eliminar la mayor cantidad de ARN. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de la
solucion de precipitacion de proteinas a la mezcla y se agito en el vortex por 20 seg
0 hasta que se observaron pequefios agregados de proteinas. Una vez obtenido el
agregado, se centrifugd por 3 min a 16000 xg. Transcurrido este tiempo, se observo
un sedimento color marron, el cual fue descartado y hubo una recuperacion del
sobrenadante, que contenia el material genético. Se trasvasd a otro tubo de
centrifuga de 1,5 mL, el cual contenia 300 uL de isopropanol. Se mezclé por
inversidn hasta que se observaron los hilos de ADN. Luego se centrifug6 por 5 min
a 16000 xg, descartandose el sobrenadante y se obtuvo un sedimento de color
blanco en el fondo del tubo de centrifuga. Adicionalmente, se afiadieron 300 puL de
etanol al 70% para lavar el sedimento, se centrifug6é durante 1 min a 16000 xg y se
descartd el sobrenadante. El sedimento se seco al vacio, en un equipo conocido

como concentrador centriVap ADN LABCONCO, a 65° C durante 10 min, con el
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fin de evaporar el etanol de la muestra. Finalmente, se agregaron 100 puL de agua
bidestilada para rehidratar el sedimento, y se colocé a 4° C por 12 horas.

Para comprobar la integridad del ADN gendmico de T. vivax, se realizé una
corrida electroforética en un gel de agarosa al 0.8%, en una solucion de buffer TAE
1X (20 mL TAE 50X, 980 mL H-0), el cual contenia 1 pL de SYBR® Safe ADN
gel stain (Invitrogen) por cada 10 mL de TAE. La corrida electroforética se realiz6
a 100 V durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de corrida, se observo cada

gel en un equipo de fotodocumentacion (Uviti).

4.2 Disefio de cebadores para la amplificacion del gen que codifica la TvPFR2
y la Tv,CLH.

Previo al disefio de cebadores se realizdé una busqueda bioinformatica que
permitio seleccionar la secuencia putativa del gen que codifica la PFR2 de T. vivax
(TVvPFR2), asi como la secuencia parcial de la regién N-terminal de la CLH de T.
vivax (Tv,CLH). Estas secuencias sirvieron de base para el disefio de los cebadores

que amplificaron el TVPFR2 y la Tv,CLH en toda su extension.

4.2.1 Obtencion de la secuencia de los genes que codifican la TVPFR2y la
TvaCLH.

Las secuencias de los genes que codifican la PFR2 y la secuencia parcial de

la CLH de T. vivax se obtuvieron mediante el uso de herramientas bioinformaticas.

Se utilizaron bases de datos como GeneDB (http://www.genedb.org), Tritryp

(http://tritrypdb.org/tritrypdb/), o GenBank que permitieron obtener las secuencias
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putativas de cada gen de T. vivax TvY486, las cuales sirvieron de base para la
obtencion de la secuencia adecuada. El Instituto Wellcome Trust Sanger ha llevado
a cabo el genoma parcial de T. vivax cepa Y486, produciendo una secuencia

preliminar del genoma de alta calidad.

4.2.2 Diselo de cebadores del gen que codifican la TvPFR2 y la
Tv,CLH.

Con el fin de identificar y amplificar los genes que codifican para la secuencia
parcial de la CLH y la PFR2 de TvLIEM176, se disefiaron cebadores para su
amplificacion. Para ello, se utilizo el programa OLIGO-EXPLORER
(http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp), el cual es wuna herramienta
bioinformética que permite disefiar los cebadores, considerando propiedades tales
como, la temperatura de fusion (Tm, por sus siglas en inglés), el porcentaje
guanina-citosina (%GC), posibilidad de formacion de horquillas o dimeros de
cebadores. A su vez, los cebadores permiten la amplificacién en direccion al
crecimiento de la cadena 5' — 3'. Los cebadores disefiados para la amplificacion de
la PFR2 se denominaron TVPFRF/R y para la secuencia parcial de la CLH se

denominaron Tv,CLHF/R.

4.3 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Para la estandarizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del
gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la CLH, se debieron establecer

las caracteristicas del ciclado, es decir, el tiempo y temperatura de hibridacién. La
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fase correspondiente a la hibridacion se sometié a gradientes de temperatura, con el
fin de optimizar la reaccion.

En relacién a la mezcla de reaccion, se estandariz6 con las cantidades
adecuadas de Buffer, MgCl,, dNTPs, cebadores, Taq, ADN y agua, para la
amplificacion de cada gen.

Una vez estandarizada la técnica, se evalud cada producto de PCR en geles de
agarosa a concentraciones apropiadas de acuerdo a los tamafios de los productos de
PCR obtenidos, en una solucion de buffer TAE 1X, el cual contenia 1 pL de
SYBR® Safe TM ADN gel stain (Invitrogen) por cada 10 mL de TAE. La corrida
electroforética se realiz6 a 100 V durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de

corrida, se observo cada gel en un equipo de fotodocumentacion (Uviti).

4.3.1 Purificacion del producto de PCR.
Una vez obtenido el amplificado de cada gen, se procedié a la purificacion
de los productos de PCR. EIl protocolo realizado fue el descrito en el estuche
comercial Wizard® SV Gel and PCR de Promega, cuyo fundamento corresponde a

la centrifugacién del producto de PCR en minicolumnas de afinidad al ADN.

Inicialmente, se amplific6 cada gen de acuerdo a las condiciones
estandarizadas, la banda obtenida de la corrida electroforética se cort6 en el gel de
agarosa y se colocd en un Eppendorf previamente pesado. Posteriormente, se pesé
el tubo con la banda, la cual dio la relacion para agregar la solucién de union a la

membrana (10 pL de solucion de union a la membrana x 10 mg de gel de agarosa).
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Luego, la mezcla se sometid a vortex y se incub6 a 50- 65° C durante 10 min o

hasta que la banda estuvo disuelta.

La solucion formada se transfirio a una minicolumna S.V colocada en un
tubo de coleccion (para cada producto PCR). Se centrifugd la minicolumna
ensamblada a 16000 xg por 1 min. Se removi6 la minicolumna S.V, se descarté el
liquido del tubo de coleccion y se coloco nuevamente la minicolumna SV en el tubo
de coleccion. Luego se lavo la minicolumna S.V afadiendo 700 pL de “Membrana
Wash Solution” previamente diluida en etanol 95%. Se centrifugd la minicolumna
S.V ensamblada por 1 min a 16000 xg. Se vacié el tubo colector y se coloco
nuevamente la minicolumna dentro de él. Se repitié el lavado con 500 pL de
“Membrane Wash Solution” y se centrifugd la minicolumna ensamblada por 5 min
a 16000 xg. A continuacion se removio la minicolumna ensamblada de la centrifuga
teniendo cuidado de que el contenido del tubo colector no tocara la membrana. Se
vacio el tubo colector y se colocé nuevamente la minicolumna, ambos se colocaron
en un concentrador (LABCONCO) 5 min a 65° C, para permitir la evaporacion de
residuos de etanol. Finalmente, se transfirié la minicolumna S.V a un tubo de 1,5
mL estéril y se agregaron 50 uL de agua libre de nucleasas directamente al centro
de la columna sin tocar la membrana con la punta de la pipeta. Se incub6 a
temperatura ambiente por 1 min. Se centrifugd por 1 min a 16000 xg; se descarto la

minicolumna S.V y se mantuvo el Eppendorf con el ADN diluido a -20° C.
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4.3.2  Secuenciacion del producto de PCR.

Con el fin de determinar el gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de
la CLH de T. vivax, se realizo la secuenciacion automatica.

Una vez obtenido el producto purificado de PCR, se colocaron alicuotas de 15
uL del mismo (= [20 ng]) y 5 uL de los cebadores (= [5 pmoles/uL]) (sentido y
antisentido) y se llevaron a la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses (UEGF)
ubicada en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (I\VVIC), con el
objetivo de secuenciar el fragmento deseado mediante la secuenciacion automatica

del ADN.

4.3.2.1  Andlisis de las secuencias.

Una vez obtenida la secuencia de cada gen, se realizd un andlisis in silico
para determinar la identidad y/o diferencias con las secuencias putativas obtenidas
por bioinformatica. Inicialmente, las secuencias obtenidas se colocaron en la base
de datos del servidor National of Biotechnology Information, mediante el uso del
programa BLAST, para encontrar el alineamiento con otros organismos. Al mismo
tiempo, se empled el software DNACLUB que permitié el analisis del ADN,
encontrar los marcos abiertos de lectura (ORF) y traducir la secuencia de la
proteina. A su vez, se utilizo el programa BIOEDIT para obtener una secuencia
consenso de cada gen, una vez obtenido la secuencia del TVPFR2 y la Tv,CLH por
secuenciacion automatica. Por otro lado, se utilizd6 el programa Multialin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) que permitié conocer la homologia entre
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las secuencias putativas reportadas para diferentes tripanosomatideos y las

obtenidas por secuenciacion.

4.3.3 Confirmacion de la secuencia por corte con enzimas de restriccion

del producto de PCR.

Paralelo al envi6 del producto purificado de la PCR a la UEGF, se obtuvieron
los mapas de restriccion del gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la
CLH, mediante el uso del programa NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/).
El objetivo de realizar estos mapas fue poder predecir los sitios de corte del
producto de PCR de cada gen y escoger la enzima para hacer el corte que arrojara
un numero manejable de fragmentos de restriccion.

Asi, luego de obtener los mapas de restriccion, se procedio a la digestion con
las enzimas de restriccion. Para ello, una alicuota del producto de PCR purificado
de cada amplificacion, fue afiadido a la mezcla con Buffer especifico de la enzima,
la enzima de restriccion, el ADN vy el agua desionizada. Luego, se colocé cada
reaccion en el concentrador centriVvap ADN LABCONCO a 37° C durante el
tiempo correspondiente al que tardé cada enzima en cortar. Posteriormente, la
digestion se observé en geles de agarosa a concentraciones apropiadas de acuerdo a
los tamafios de los productos y por medio de un equipo de fotodocumentacion
(Uviti), esperandose los fragmentos que confirmaron la presencia de cada gen
amplificado. En la tabla 1 se observan los componentes de la mezcla de reaccion
para la digestion del producto de PCR purificado del gen que codifica la PFR2 con

la enzima EcoRV, el cual tuvo 2 horas de incubacién.
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Tabla 1. Componentes de la mezcla usada para realizar el corte con la enzima de
restriccion EcoRV del producto de PCR del gen que codifica la PFR2.

COMPONENTES | CONCENTRACION | VOLUMEN (uL)

Buffer D 10X 2
BSA 10mg/mL 0,2
Enzima (EcoRV) 10U/pL 1
ADN ~A0ng/pL 4

Agua desionizada - 12,8
Volumen total 20

En la tabla 2, se observan los componentes de la mezcla de reaccion para la
digestion del producto de PCR de la secuencia parcial de la CLH con la enzima

Kpnl. La mezcla de reaccion fue incubada por 2 horas.

Tabla 2. Componentes de la mezcla usada para realizar el corte con la enzima de
restriccion Kpnl del producto de PCR de la secuencia parcial de la CLH.

COMPONENTES | CONCENTRACION | VOLUMEN (pL)

Buffer J 10X 2
BSA 10mg/mL 0,2
Enzima (Kpnl) 12U/pL 1
ADN ~A0ng/pL 4

Agua desionizada - 12,8
Volumen total 20

Para confirmar la presencia del gen TvPFR2 y de la Tv,CLH se realizaron tres
metodologias que permitieron verificar la identificacion de los genes: 1)
Amplificacion por PCR y observacién del producto en geles de agarosa; 2)
Secuenciacién del producto purificado de la PCR en la UEGF y 3) Cortes con

enzimas de restriccion del producto purificado de la PCR.
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4.4 Obtencion de los clones pGEMT/TVPFR2 y pGEMT/Tv,CLH.

El objetivo de esta clonacion fue la produccion de un gran nimero de copias
con alta fidelidad del gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la CLH.
Para ello, el gen o la secuencia parcial se insert6 en el vector de clonacion pGEM-
T, formando una molécula de ADN recombinante y esta Gltima, se incorpor6 a la
célula anfitriona E. coli TOP10 donde tuvo lugar la amplificacion por replicacion

del vector recombinante.

4.4.1 Preparacion de las células electrocompetentes de E. coli TOP10.

Para preparar las células electrocompetentes, se partié de un cultivo incubado
toda la noche (ON) de 3 mL de LB + 200 pL de E. coli TOP10, las cuales estaban
criopreservadas en el tanque de nitrégeno del Laboratorio de Biologia Molecular
del IDECYT. El cultivo se dejo en agitacion a 37° C, durante toda la noche. Al dia
siguiente, se pasaron los 3 mL del cultivo a una fiola con 200 mL de LB (Bacto-
tryptona, extracto de levadura, NaCl, pH 7), en condiciones de esterilidad. Este
cultivo se incubd a 37° C y en agitacion, hasta alcanzar una D. Ogoo nm = 0.6. ES
importante destacar, que como blanco en la medicién de la densidad Optica, se usé
medio LB. A continuacidn, se distribuyeron los 200 mL de cultivo en 4 tubos de 50
mL. Se centrifugaron a 4000 xg a 4° C durante 15 min, se descartd el sobrenadante
y se resuspendieron las células en 45 mL de H,0 estéril y fria (los tubos se
sometieron a vortex). Nuevamente, se centrifugaron con las condiciones antes

mencionadas, se descartd el sobrenadante y se resuspendieron con 20 mL de H,0,
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se trasvaso lo obtenido en un Gnico tubo. Se centrifugd a 4000 xg a 4° C por 15
min, se descartd el sobrenadante, se tomé un tubo de 15 mL y se resuspendi6 en 4
mL de glicerol al 10%. Se centrifugé nuevamente a 4000 xg a 4° C por 15 min, se
descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 300 pL de glicerol al
10%. Finalmente, las células se pudieron usar directamente para transformacién o
se dispensaron en alicuotas de 40 pL en -80° C. Se tom6 como control de
transformacion una placa LB, que permitié el crecimiento de la E. coli TOP10 y
una placa LB/Amp. Las células E. coli TOP10 son sensibles a la ampicilina, por lo

que no debid encontrarse crecimiento alguno.

442 Reaccion de ligacion para la formacion de los vectores

PGEMT/TVPFR2 y pGEMT/TV,CLH.

La ligacion se realizd entre el inserto y el vector pPGEM-T easy para formar los
vectores pPGEMT/PFR2 y pGEMT/,CLH. El protocolo utilizado fue el descrito por

la casa comercial Kit de pGEM-T easy (Promega).

Se realiz6 la mezcla de reaccién de ligacion como se observa en la tabla 3

(manteniendo previamente los tubos Eppendorf en hielo).
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Tabla 3. Reactivos usado en la ligacion entre el vector pGEMT y el producto
purificado de PCR del TvPFR2 y de la Tv,CLH.

Reactivos CONCENTRACION | Volumen (uL)
Buffer 2X rapid ligation 10X 2
Buffer T4 ADN ligasa
Vector pGEM-T easy 50 ng/pL 0,5
Producto de PCR ~40ng/uL 2
T4 ADN ligasa 3U/uL 1
H,O estéril - 5,5
Volumen final 10

La mezcla de ligacion se incubo toda la noche a 4° C sin agitacion.

4.4.3 Transformacion.

La transformacion consiste en la insercion del vector recombinante dentro de la
célula competente E. coli TOP10 (Luque y Herraez, 2008). El protocolo que se
empleo fue el siguiente:

Previo a la transformacion se prepararon placas de LB y de

LB/ampicilina/IPTG/X-gal. Dos placas por reaccion de ligacion.

Una vez obtenidas las células electrocompetentes, se procedio a realizar la
electroporacion, en la cual, se colocaron las cubetas para electroporar en hielo, al
igual que las células, para no perder la cadena de frio. Posteriormente, se tomaron 3
uL del producto de ligacion (plasmido + inserto). Se tomaron tantos tubos de
células electrocompetentes, segin la cantidad de muestras de ADN para
electroporar. Se prepararon Eppendorfs con 1 mL de LB, para colocar en la cubeta

luego de electroporar. Se mezclo el producto de ligacion con los 40 L de células
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electrocompetentes en la cubeta de electroporacion. Una vez que se realizé la
mezcla, se encendi6 el equipo de electroporacion (Eppendorf), y se dio un pulso de
1500 V. Una vez que se escuchd la alarma del equipo de electroporacion, se le
agregd répidamente 1 mL de LB en la cubeta. El producto obtenido de la
transformacion se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1,5 mL y este se dejo incubar 1
hora a 37° C. Finalmente, se sembraron 100 pL del volumen total de electroporado,
con rastrillo en placa de LB/Amp/X-gal/IPTG. Las colonias recombinantes y no
recombinantes fueron seleccionadas por color. En ausencia del inserto, la bacteria
en un medio con el inductor IPTG vy el sustrato X-gal, produce B-galactosidasa, que
convierte el sustrato X-gal a una sustancia azul, apareciendo colonias de color azul.
En el caso de que se encuentre un inserto interrumpiendo el gen LacZ, la bacteria
no produce B-galactosidasa, y las colonias se observan de color blanco, las cuales

corresponden a las colonias recombinantes.

4.4.4 Ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa de la colonia
recombinante (PCR colony).

Se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa de las colonias

recombinantes con los cebadores SP6 y T7 (Tabla 4), con el fin de obtener las

secuencias completas del inserto de interés, ya que estos amplifican los promotores

ubicados cerca del sitio multiple de clonacién del vector pPGEMT easy (Figura 35).
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Tabla 4. Secuencia nucleotidica de los cebadores SP6 y T7 que amplifican el

inserto de interés.

Cebadores
T7(Sentido)
SP6 (antisentido)

Secuencia

5-TATTTAGGTGACACTATA-3’
5- TAATACGACTCACTATAGGG -3°

Inicialmente, se seleccioné una colonia recombinante (color blanco), se

tomd con la ayuda de un asa de platino y se coloc6 en la mezcla de reaccion

preparada como se indica en la tabla 5, para la PCR colony con los cebadores

T7/SP6.

Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccion para la amplificacion de los genes

con los cebadores SP6y T7.

Componentes Concentracién
stock
Buffer 5X 5X
MgCl, 25 mM
dNTP’s 25 mM
Cebador SP6 10 pM
Cebador T7 10 pM
Taq polimerasa 5U/1uL
ADN -
H,O -

Volumen total

Concentracion final Volumen
(ML)
1X 5
1mM 3
0,2mM c/u 0,5
1uM 1,0
1uM 1,0
0,5U 0,125
- 1,0
- 13,375
25uL

Para la amplificacion con los cebadores T7/SP6, se siguieron las condiciones

establecidas por el kit de Promega (Tabla 6).
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Tabla 6. Condiciones del ciclado del PCR de las colonias.

Fase Temperatura (° C) Tiempo Ciclos
94 2min 1
Desnaturalizacion 94 30seg 35
Hibridacion 55 1min 35
72 1 min 35
Extension 72 10min 1
4 o

Por otro lado, se llevd a cabo este mismo procedimiento pero con los
cebadores especificos disefiados en este trabajo (TVvPFRF/R y TvCLHF/R),

siguiendo las condiciones descritas en la tabla 8 y tabla 14.

Una vez culminada la PCR de la colonia se realizd una corrida
electroforética del producto obtenido en geles de agarosa al 1%, en una solucion de
buffer TAE 1X, el cual contenia 1 pL de SYBR® Safe TM ADN stain gel
(Invitrogen) por cada 10 mL de TAE. La corrida electroforética se realiz6 a 100 V
durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo de corrida, se observo cada gel en

un equipo de fotodocumentacion (Uviti).

4.4.5 Extraccion de plasmido (Miniprep).

Se realizo la extraccion de plasmido o Miniprep, con el fin de purificar la
secuencia especifica, ya que estos pueden ser aislados facilmente del genoma de la
bacteria. La extraccion de plasmidos se realiz6 mediante el método de cloruro de
litio. Para ello, se crecio un cultivo de bacterias E. coli TOP10 en medio LB, ON a

37° C. Al dia siguiente se evalud la D.Oggonm, procurando que se encontrara entre 1-
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1,5. Al mismo tiempo, se precalentaron 50 pL de H,O (d) a 65° C por cada muestra
a hidratar. Y se coloc6 la solucion C en hielo. A continuacion, se colocaron 1,5 mL
de cultivo en un tubo Eppendorf y se centrifugd por 1 min a 22440 xg. Se descarto6
el sobrenadante y se resuspendié el sedimento con 200 pL de solucion A (50 mM
Glucosa; 10 mM EDTA; 25 mM Tris) hasta que la mezcla fue homogénea y se dejé
5 min a TA. Luego, se afiadieron 400 pL de la solucién B (lisis) (0,2 M NaOH; 1%
SDS) al tubo con la mezcla. Se mezcl6 por inversion varias veces y se incub6 en
hielo por 5 min. Posteriormente, se afiadieron 300 pL de la solucion C
(neutralizacion) (29,4 gr/100 mL Acetato de potasio; 11,5 mL/100mL acido acético
glacial; se mantiene la solucién a 4° C). Se mezclo por inversion observandose un
precipitado blanco. Esta mezcla, se centrifugd por 10 min a 22440 xg.
Paralelamente, se prepar0 un tubo con 500 pL de isopropanol por cada muestra
realizada. Se transfirio el sobrenadante al tubo Eppendorf que contenia los 500 uL
de isopropanol y se mezcld por inversidn varias veces. Esto permitio el precipitado
de todos los &cidos nucleicos remanentes incluyendo ADN y ARN. Se incubd la
mezcla 5 min a TA y se centrifugd por 10 min a 22440 xg, descartandose el
sobrenadante. Se elimind el sobrenadante y se resupendi6 el sedimento con 200 pL
de TE (TrisCl apH 8 y 1 mM EDTA). Se afiadieron 200 pL de cloruro de litio a
5M. Se incub6 la mezcla 5min a -20° C. Se centrifugd por 10 min a 22440 xg y se
paso el sobrenadante a un Eppendorf con 240 pL de isopropanol. La mezcla se
incubé 5 min a TA y se centrifugd por 10 min a 22440 xg. Posteriormente, se
descartd el sobrenadante y se lavd el precipitado con 1 mL de etanol al 70%.

Luego, se centrifugd 5 min a 22440 xg, se descartd el sobrenadante y se dejo secar
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el sedimento 5 min a 65° C en un concentrador (LABCONO). Una vez seca la
muestra, se colocaron 50 pL de agua estéril. Se resuspendié suavemente con la
pipeta y se dejo a TA por 10 min. Finalmente, cada producto de la extraccion de
plasmido se evalud en geles de agarosa al 1%, observandose los mismos en un

equipo de fotodocumentacion (Uviti).

446 Cortes con enzimas de restriccion de los plasmidos

recombinantes.

Paralelamente al andlisis de la secuencia, se confirmo la presencia del
inserto mediante el corte con enzimas de restriccion, expuesto en la seccion 4.3.4,
pero en este caso se empled el producto obtenido de la extraccion de plasmido
(Miniprep) correspondiente al gen que codifica la PFR2 y la secuencia parcial de la

CLH.

4.5 Andlisis de la secuencia de nucleotidos de los clones obtenidos.

Con el fin de hacer la comparacion entre la secuencia putativa y la
secuencia obtenida por secuenciacién automatica del gen que codifica la PFR2 y la
secuencia parcial de la CLH, se hicieron los alineamientos multiples que pudieran
revelar caracteristicas conservadas de la familia. Para identificar esa relacion
evolutiva se evalud la cantidad de similitud compartida, para poder construir

posteriormente un arbol filogenético.
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45.1 Andlisis de la secuencia de nucleétidos de los clones TVPFR2 y
Tv,CLH.

Se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa de la colonia recombinante
amplificada con los cebadores T7/SP6, con el fin de obtener la secuencia completa
de la PFR2 y la secuencia parcial de la CLH. Para el andlisis de la secuencia
definitiva, se tomaron 20uL (=40ng/pL) del producto obtenido de la PCR colony
junto con los cebadores T7/SP6 sentido y antisentido con una concentracién final
de 5pmolar, los cuales fueron enviados a la UEGF para amplificar los fragmentos
de interés.

En el caso de la TVvPFR2, al ser de gran tamafo, se disefiaron cebadores
internos que permitieron obtener la secuencia completa del gen. Para el disefio de
estos cebadores se utilizd el protocolo descrito en la seccion 4.2.2. Para la PCR se

estandarizo tanto la mezcla de reaccion como el gradiente de temperatura.

45.2  Alineamiento de las secuencias.

Una vez que se obtuvieron las secuencias definitivas de cada gen, se realiz6 un
andlisis in silico para determinar homologia con la secuencia putativa obtenida por
bioinforméatica mediante el programa BLAST (www.ch.embnet.org). Para comparar
las secuencias de nucledtidos obtenidos, se realizé un estudio de analisis multiple,

mediante el programa MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
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4.5.3 Arbol filogenético basado en el andlisis de la secuencia de cada

proteina de diferentes organismos.

Un arbol filogenético es un diagrama que indica las relaciones entre las diversas
especies 0 genes presentes, asi como la distancia evolutiva que existe entre ellos.
Para la realizacion de dicho arbol se siguio el siguiente protocolo:

Inicialmente, se agruparon las secuencias aminoacidicas de cada proteina de los
diferentes organismos en el programa ClustalX, este programa generé un
alineamiento global de un conjunto de secuencias. La reconstruccion filogenetica
fue realizada en el programa MEGA 4 vy las secuencias fueron analizadas por el
método de Neighbor-joinig para el caso de la PFR2 y el método de Kimura en el
caso de la secuencia parcial de la CLH. Los arboles fueron calculados a partir del

namero de diferencias entre aminoacidos con 500 replicaciones de bootstrap.

4.5.4 Andlisis antigénico de la proteina PFR2 y la secuencia peptidica
parcial de la CLH.
El andlisis antigénico se realizd con el fin predicir los posibles péptidos
antigénicos y que a futuro sirviesen como blanco terapéutico.

El andlisis por bioinformatica del gen que codifica la PFR2 y la secuencia
parcial de la CLH se realiz6 con el programa ANTHEPROT (http://antheprot-
pbil.ibcp.fr/anthe_download.php?recipient=ANTHEPROT). Este programa es un
software de andlisis de secuencias de proteinas que permite el manejo de la

secuencia de la proteina y los datos de una manera muy interactiva.
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5. RESULTADOS

5.1 Proteina paraflagelar 2 de T. vivax (TVPFR2).

5.1.1 Obtencién de ADN de T. vivax de un ovino sano.

Una vez alcanzado el pico de parasitemia, se analizé la sangre obtenida por
técnica parasitoldgicas (Brener) y PCR, segun los protocolos descritos en la seccion
de metodologia. El pico de parasitemia se alcanzé el dia 11, observando alrededor
de 20try/campo, teniendo una parasitemia de 1x10’ try/mL. Dicha sangre fue

utilizada para la identificacion y clonacion de TvPFR2.

5.1.2 Disefio de los cebadores a partir de la secuencia putativa del gen
gue codifica la PFR2.

Mediante la bdsqueda en las bases de datos de la secuencia del gen que
codifica la PFR2, se identificdO una secuencia putativa del gen de T. vivax Y486
asociado al movimiento del parasito. La secuencia encontrada fue de 1800 pb
(Figura 10), codificante de un péptido de 600 aminoacidos y una masa molecular de
69 kDa. En la figura 10 se observa el anclaje de los cebadores en el extremo
anterior y posterior de la secuencia de la PFR2. El cebador sentido, TVPFRF, se
anclé en la hebra 3°- 5™ que permitié la amplificacion de la hebra complementaria,
mientras que el cebador antisentido, TVPFRR, se anclé por complementariedad de

bases en la hebra 5"- 3" para la amplificacién de la hebra molde.
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Figura 10. Secuencia nucleotidica putativa del gen que codifica la PFR2 de
TvY486 de 1800 pb, obtenida segun las bases de datos. Mostrando el anclaje
(hibridacién) de los iniciadores TVPFRF/R.
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5.1.2.1 Disefio de los cebadores TVvPFRF y TVPFRR.

Para la amplificacion del gen que codifican la PFR2 de TvLIEM176 fue
necesaria el disefio de cebadores especificos.

Con base en el marco abierto de lectura (ORF), se disefiaron los cebadores
sentido y antisentido, como se observa en la tabla 7. El cebador sentido,
denominado TvPFRF, de 19 pb y el cebador antisentido, denominado TvPFRR, de
18 pb, presentaron una temperatura de melting de 63,8° C y 60,8% en contenido de

GC.

Tabla 7. Secuencia de los cebadores que amplifican el gen que codifica la PFR2.

Secuencia Cebadores Secuencia Tm (°C) Th(®° C)
TvPFRF 5- ATGAGCGCGAAGGAAGTCG- 3° 60,5
TVvPFR2 (Sentido) 63,3
TVvPFRR 5- GTCGTCTAGTGCGTCATC - 3 60,4 ’
(Antisentido)

5.1.3 Ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion del TvPFR2.
La estandarizacion de la PCR permitié determinar las cantidades y
concentraciones adecuadas de los componentes de la reaccion para la amplificacion
del TVPFR2 (Tabla 8). Al mismo tiempo, se establecié el programa de ciclado y la

temperatura de hibridacion para el TVPFR2.
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Tabla 8. Componentes de la mezcla de reaccion para la amplificacion del TVPFR2.

Componentes Concentracion stock Concentracion final Volumen (uL)
Buffer 5X 1X 2,5
MgCl, 50 mM 1,5mM 0,75

dNTP’s 10 mM 0,08 mM 0,2
Cebador TVPFRF 10 uM 0,3 uM 0,75
Cebador TVPFRR 10 uM 0,3 uM 0,75

Taqg polimerasa 2,5U/1uL 0,5U 0,3
ADN - - 2
H,O = - 17,75

Volumen total 25uL

Se someti6 la mezcla de reaccion a un gradiente de temperatura para
estandarizar la PCR y obtener la temperatura 6ptima de hibridacion, evitando la
inespecificidad, de acuerdo a las condiciones descritas en la tabla 9. En donde se
realizaron 3 fases: Una fase de desnaturalizacion a 94° C, una fase de hibridacion,

en la cual se realizo un gradiente de temperatura y una fase de extension a 72° C.

Tabla 9. Condiciones de ciclado para la amplificacion del gen que codifica la
PFR2.

Fase Temperatura (° C) | Tiempo | Ciclos
94 5min 1
Desnaturalizacion 94 1min 33
Hibridacion 55- 64 1min 33
72 2 min 33
Extension 72 10min 1
4 o

En la figura 11 se muestra un registro fotografico de un gel correspondiente
a los productos de PCR obtenidos por un gradiente de hibridacion de la
temperatura, desde 55° C a 64° C, observandose en todos los carriles una banda de
1800 pb, que pudiera corresponder al gen que codifica la PFR2. Como se puede

observar, a medida que se aumentd la temperatura disminuyo el nimero de bandas.

56



A partir de estos resultados se seleccion6 64° C como la temperatura de hibridacion

Optima para la amplificacion de TvPFR2 (carril 9).

Figura 11. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de
amplificacion por PCR del TvPFR2 en un gradiente de temperatura de
hibridacion, con los cebadores TVPFRF y TvPFRR. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1Kb. Carril 2: ADN,; con TVvLIEM176 (55° C). Carril 3: ADN ovejo
sano (control). Carril 4: H,O (control). Carril 5: ADN,; con TVLIEM176 (57° C).
Carril 6: ADN,; con TVvLIEM176 (59° C). Carril 7. ADN,; con TvLIEM176
(61° C). Carril 8: ADN,; con TvLIEM176 (63° C). Carril 9: ADN,; con
TVLIEM176 (64° C). Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %.

5.1.3.1 Purificacién del producto de PCR del TvPFR2.

En la figura 12 se muestra el registro digital del producto de PCR purificado
por minicolumnas. Se observa una banda de 1800 pb que pudiera corresponder al

TVPFR2.
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Figura 12. Registro digital de la corrida electroforética del producto de PCR
purificado del TvPFR2. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb. Carril 2:
TvPFR2 purificado. Electroforesis en geles de agarosa al 1%.

5.1.3.2 Corte con enzimas de restriccion.
A partir de la secuencia putativa obtenida de la PFR2 se realiz6 un mapa de
restriccion, con el fin de seleccionar la enzima de restriccion que cortase la
secuencia escogida en fragmentos conocidos y que Unicamente cortase el inserto de

interés. (Figura 13).
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Figura 13. Mapa de restriccion de la secuencia putativa del gen que codifica la
PFR2 utilizando el programa NEBCUTTER. Se sefiala con un recuadro en negro la
enzima de restriccion utilizada para la digestion.
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Con base en la informacion obtenida del mapa, se someti6 el producto de
PCR purificado a una digestién en presencia de la enzima EcoRV. En la figura 14
se puede observar el producto del corte con la enzima de restriccion,
correspondiente a dos fragmentos, uno de 1152 pb y otro de 648 pb, cuyos tamafios
estdn acordes a los esperados segun el mapa de restriccion obtenido por

bioinformatica.

2000pb 1800pb

-—

1152pb

1000])[) 648pb

Figura 14. Registro digital de la corrida electroforética de los productos del
corte con la enzima EcoRYV del TvPFR2. Carril 1: Marcador de peso molecular
1 Kb. Carril 2: Producto de PCR del TvPFR2 digerido con la enzima EcoRV.
Carril 3: Producto de PCR de PFR2 sin digerir. Electroforesis en gel de agarosa
al 0,8 %.

5.1.3.3 Secuenciacion de TVPFR2.
El producto de PCR correspondiente a la PFR2 fue enviado al centro de
secuenciacion automatica, pero no hubo resultado en los datos enviados por el
laboratorio de la UEGF. Sin embargo, como se vera mas adelante, si se obtuvieron

resultados de la secuencia a partir del clon del TvPFR2 (Ver figura 20).
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5.1.4 Clonacion del TvPFR2 en el vector de clonacion pGEM-T easy.

Una vez obtenido el producto de amplificacion del TvPFR2, se procedio a la
construccion de la molécula recombinante, pPGEMT/TVPFR2. La construccion, por
un proceso de electroporacion, se incorpor6 a la célula de E. coli TOP10.
Posteriormente, se hizo un cultivo y se seleccionaron las colonias que hubiesen

incorporado el vector con el inserto de interés.

5.1.4.1 Obtencion de colonias recombinantes.

En la Figura 15 se observan tres placas. La placa de la izquierda corresponde
a un control LB/Amp, en la cual no se observo crecimiento de la E. coli TOP10,
correspondiente al control negativo. La placa del centro, corresponde a una placa
control de LB en la cual se observd un césped bacteriano (control postivo), y en la
placa de la derecha se observaron las colonias bacterianas obtenidas de la
transformacion bacteriana. En la transformacion se obtuvieron catorce colonias
blancas y cincuenta colonias azules. Este resultado indica una baja eficiencia en la

transformacion.
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LB+Amp+IPTG+Xgal

Figura 15. Placas LB con la transformacion en E. coli. TOP10/PFR2/pGEMT. Se
observan las colonias recombinantes (color blanco), y las colonias no
recombinantes (color azul).

5.1.4.2 Determinacion de la presencia del TvPFR2 por PCR de la

colonia.

Las colonias crecidas provenientes del proceso de transformacion bacteriana se
sometieron a extraccion de ADN para posterior analisis por PCR.

En la figura 16, se muestra el producto por PCR del ADN de dos colonias
obtenidas de la transformacién, tanto con los cebadores especificos
(TVPFRF/TVPFRR) como con los cebadores T7/SP6. Al mismo tiempo, puede
observarse en el carril 4 (control positivo), una banda de 1800 pb, que es del
mismo tamafio que la banda obtenida con los cebadores especificos de las colonias
transformadas (carril 2 y 5), corroborando de este modo los resultados que se
esperaban de la transformacion. Por otro lado, en el carril 3 y 6 se observa una
banda aproximadamente 1983 pb correspondiente a la amplificacion de la TvPFR2

con los cebadores T7/SP6.

61



5991
5007
4025
2961

2000
1610

1000

500

Figura 16. . Registro digital de la corrida electroforética de los productos de PCR
de las colonias obtenidas de la transformacion del TvPFR2. Carril 1: Marcador de
peso molecular 1 Kb; carril 2: ADN de la colonia 1 amplificada con los cebadores
especificos; carril 3: ADN de la colonia 1 amplificada con los cebadores T7/SP6;
carril 4: Producto de PCR purificado de PFR2 con los cebadores especificos;
carril 5: ADN de la colonia 2 amplificada con los cebadores especificos; carril 6:
ADN de la colonia 2 amplificada con los cebadores T7/SP6; carril 7: H,0.
Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %.

5.1.4.3 Extraccion de plasmidos (Miniprep).

En la figura 17 se presenta la electroforesis de los plasmidos extraidos de 2
colonias obtenidas de la transformacion por electroporacion y su posterior seleccion
con ampicilina. Se observa una variacion en la migracion del ADN, entre el carril 2
y 3, correspondientes a las colonias que poseen el inserto, en relacion al carril 4 que

es el plasmido control.
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Figura 17. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de ADN
plasmidico purificado correspondientes al TvPFR2. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1Kb; carril 2: ADN plasmidico de la colonia 1; carril 3: ADN
plasmidico de la colonia 2; Carril 4: ADN plasmidico de la colonia azul (Control
negativo). Electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

5.1.4.4 Cortes con enzimas de restriccion.

Una vez extraidos los plasmidos e identificada la presencia del inserto, se
procedio al corte con enzimas de restriccion del fragmento de interés, utilizandose
para ello las enzimas EcoRI y EcoRV. En la figura 18 se muestra los productos de
la digestion de los plasmidos, en la cual 2 de ellos tienen el fragmento de interés
(carril 2 y 4), observandose una banda de 1800 pb que coincide con el tamafio
esperado de la digestion con EcoRIl. También se evidencia la presencia de una
banda de 4815 pb en los carriles 3 y 5, correspondientes a la digestion con EcoRV,

la cual lineariza el vector recombinante.
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Figura 18. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de la
digestion del ADN plasmidico de la colonias 1y 2, que poseen el TVPFR2, con las
enzimas EcoRI y EcoRV. Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb; carril 2:
colonia 1, digestion del ADN plasmidico con EcoRl; carril 3: colonia 1 digestion del
ADN plasmidico con EcoRV; carril 4: colonia 2, digestion del ADN plasmidico con
EcoRlI; carril 5: colonia 2 digestion del ADN plasmidico con EcoRV; carril 6:
control negativo (ADN plasmidico de una colonia azul).

5.1.5 Comparacion y andlisis de la secuencia del TVPFR2.

Como la secuencia del gen que codifica la PFR2 es de extenso tamafio, se
necesitaron distintos pares de cebadores para la obtencion de la secuencia completa.
Para ello, se diseflaron dos pares de cebadores internos denominados
TVvPFRR1/TVPFRF1 y TVPFRF2/TVPFRR2, que amplificaron en menor tamafio la

secuencia del gen (Tabla 10).
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Tabla 10. Secuencia de los cebadores internos que amplifican regiones del gen

putativo de la proteina PFR2.

Cebadores Secuencia Nucledtidos | Temperatura de
hibridacion
TVvPFRF1 5-TGAAGCAGCACCACAACAAG- 3’ 20
(Sentido)
0
TvPFRR1 5- GTTCCTCGATGTGTGTGGG - 3" 19 &2E
(Antisentido)
TVPFRF2 5"-CAGACGGAGGACGAGAAC- 3 18
(Sentido)
TvPFRR2 5- GATTGACCGCAACATCCGC- 3’ 19 52°C
(Antisentido)

En la figura 19, se observa la amplificacion del gen que codifica la PFR2 con
los cebadores T7/SP6, los cebadores especificos disefiados inicialmente en este

trabajo y los dos pares de cebadores internos.

5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 19. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de PCR con los
cebadores SP6 y T7, TVPFRF y TVPFRR; TvPFRF1 y TVvPFRR1; TVPFRF2 y TVvPFRF2.
Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; carril 2: colonia 1 amplificada con los
cebadores T7/SP6; carril 3: colonia 2 amplificada con los cebadores T7/SP6; carril 4:
colonia 1 amplificada con los cebadores PFRFF y PFRR; carril 5: colonia 2 amplificada
con los cebadores PFRFF y PFRR,; carril 6: colonia 1 amplificada con los cebadores PFRF1
y PFRR1; carril 7: colonia 2 amplificada con los cebadores PFRF1 y PFRR1; carril 8:
colonia 1 amplificada con los cebadores PFRFF2 y PFRR2; carril 9: colonia 1 amplificada
con los cebadores PFRF2 y PFRRZ2; carril 10: Producto de PCR purificado; carril 11: ADN
de ovejo con los cebadores PFRF1 y PFRR1,; carril 12: ADN de ovejo con los cebadores
PFRF2 y PFR2. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %.
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En la Figura 20 se observa el alineamiento entre la secuencia obtenida en el

GenBank (HE573024.1) y la secuencia del TvPFR2, obtenida por secuenciacion

automatica (UEGF- IVIC), con una identidad de 95% entre ellas.
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AACGAGCTGARGCAGCACCACAACARGACGCGECACGGTGTCGT TCACCGGCACGATCGACARCGCCATTGCGARGCTGGAGARGATCGAGGATGAGC TRCGCCGTTCGCARCTaGATGCGTCCGARATGE

521 530 540 550 560 570 580 590 (201 610 620 630 640 650

|

CACAGGTCCCCGLGGCGATGCTGARGAGCGTGGAGGAC TGCATGARCETGAC TETCGTGCAGACCGCGCTGC T TGGCARTGAGGAGCAGATCARGC TGCAGC TGGAAGCARTTAAGARGGCARGTGATAT
CACAGGTCCCCGTGGCGATGCTGARGAACGTGGAGGAC TECATGARCETGAC TETCGTGCAGACCGCGCTGC T TGGCARTGAGGAGCAGATCARGC TGCAGC TGGAAGCARTTAAGARGGCARGCGATAT
CACAGGTCCCCGeGGCGATGCTGARGAACGTGGAGGACTECATGARCETGACTGTCGTGCAGACCGCGCTGCT TGGCAATGAGGAGCAGATCARGC TGCAGC TGGARGCARTTARGARGGCARGCGATAT

B51 B0 670 680 690 700 710 720 730 7o 750 760 770 780

I

CCGCARCGTTGCCATTGCGGACGGTGAGATGECGATCGC TGAGGAGCEGTACTACATCARGECGCAGL TGCTGGAGCACCTCGTTGAGC TCGTGECCGACGAGTTCCGCATCATTGECCAGACGEAGGAC
CCGCARCGTTGCCAT TGCGGACGGTGAGATGECGATCGC TGAGGAGCAGTAC TACATCARGECGCAGC TGCTGGAGCACC TCGTTGAGC TCGTGECCGACARGT TCCGCATCAT TGECCAGACGEAGGAC
CCGCARCGTTGCCAT TGCGGACGGTGAGATGECEATCGC TGAGGAGCAGTAC TACATCARGECGCAGC TGCTGGAGCACC TCGTTGAGC TCGTGECCGACAAGTTCCGCATCAT TGECCAGACGEAGGAC

781 790 80 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
I

GAGARCAAGCAGTTCAGCARGATCCACGAGG TGCAGARGARGTCGTTCCAGGAGGCCGCCGCCATCARGGACGCGARGCGTCGCCTGARGCAGCGL TRCGAGGACGACC TRARGAGCCTGCACGACACGA
GAGARCAAGCAGTTCAGCARGATCCACGAGGTGCAGARGARGTCGTTCCAGGAGGCCGCCGCCATCARGGACGCGARGCGTCGCCTGARGCAGCGL TGCGAGGACGACCTGARGAGCCTGCACGACACGA
GAGARCARGCAGTTCAGCARGATCCACGAGGTGCAGARGARGTCGTTCCAGGAGGCCGCCGCCATCARGGACGCGARGCGTCGCCTGARGCAGCGL TGCGAGGACGACCTGARGAGCCTGCACGACACGA

911 320 930 940 950 3960 970 980 930 1000 1010 1020 1030 1040
|

|

TCCAGAAGGCCGACCTGEAGGACGCAGAGGCCATGAAGCECTTTGCGTCACAGARGGAGGAT TCCGAGCCGT TCATCCACGAGATAC TRGACARGCAGGACGAGECC T TGEGACARGTECAGGGACGAGG
TCCAGAAGGCCGACCTGEAGGACGCAGAGGCCATGAAGCECTTTGCGTCACAGARGGAGARGTCCGAGCGGT TCATCCACGAGAACC TRGACARGCAGGACGAGGCGTGGCGGCGCATCCAGGAGCTGGA
TCCAGAAGGCCGACCTGEAGGACGCAGAGGCCATGAAGCGCTTTGCGTCACAGARGGAGaRE TCCGAGCCGTTCATCCACGAGAaaC TGGACARGCAGGACGAGGCcTeGeGaCaaaTcCAGGaalgata

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 170
1
GCGCGTGCTGTCGCGCCATTCCARGGAAGACTTTGACGAGGTCARGCGGCGCATCGAGGAGAATGATCGCGAGGAGAAGC GCARGGTCGARTACCAGCAGTTCCACGATGTGTTTGGECATCACARGARG

GCGCETGCTRCAGCGCCTTGGGACGEAGCGE TTCGAGGAGGTCARGCEGCGCATCGAGGAGAATGATCGCGAGGAGAAGCGCAAGG TGEARTACCAGCAGTTCCTCGATGTRTGTGEGCAGCACARGAAG
GCGCRTGCTReabCGCCaTgecAaGiRacaCTTeGAcGAGGTCARGCEGCGCATCGAGGAGAATGATC GCGAGGAGAAGCGCAAGG TcGARTACCAGCAGTTCCaCGATGTGT ¢ TGEGCAZCACARGAAG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

|

CTGCTTGAGCTGTCCGTGTACARCTGAGACCTTGCGCTGCGGTGCATEGGCATECTGGAGGAGATARTGGCAGAGGGE TGCAGCGC TATCAAGT TGCGCCACGACARGACATGAGAGGAGCATGCAAGCL
CTGCTTGAGCTGTCCGTGTACARCTGTGACCT TGCGCTGCGGTGCATEGGCATECTGGAGGAGATART GGCAGAGGGE TGCAGCGC TATCAAGTCGCGCCACGACARGACATGCGAGGAGC TTGCAAGLL
CTGCTTGAGCTGTCCGTGTACAACTGAGACCTTECGCTGCGGTGCATEGGCATECTGGAGGAGATARTGGCAGAGGGCTGCAGCGE TATCAAGT cGLGCCACGACARGACATGaGAGEAGC aTECARGCT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
|

TGAGCCTGCAGGTGCACCAGGAGTACCTGGAGGCGTTCCGCCGCCTGTACARARCGTTGEGCCAGCTGGTGTACARGAAGGAGARGCGCCTCGAGGAGAT TGACCGCCACATCCTCACGACGCATATTCA
TGAGCCTGCAGGTGCACCAGGAGTACCTGGAGGCGT TCCGCCGCCTGTACARARCGT TGEGCCAGC TGGTGTACARGARGGAGARGCGCC TCGAGGAGAT TGACCGCARCATCCGCACGACGCATATTCA
TGAGCCTGCAGGTGCACCAGGAGTACCTGGAGGCGT TCCGCCGCCTGTACARARCGT TGEGCCAGC TGGTGTACARGARGGAGARGCGCC TCGAGGAGAT TGACCGCaACATCCgCACGACGCATATTCA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I

ACTGGAGTTCGCCATTGAGACATTCGACCCGARCGCGARGCAGCACTCTGACCGGAAGARGEAGC TGTACAAGC TRCGTGCGCAGG TREAGGAGGAGLTGGAGATGE TGARGGACARGATGGCGCAGGLG
ACTGGAGTTCGCCATTGAGACATTCGACCCGARCGCGARGCAGCACTCTGACCGGARGARGEAGCTGTACAAGC TRCGTGCGCAGGTGEAGGAGGAGCTGGAGATGL TGARGGACARGATGGCGCAGGLG
ACTGGAGTTCGCCATTGAGACATTCGACCCGARCGCGARGCAGCACTCTGACCGGARGARGEAGCTGTACARGC TECGTGCGCAGG TGEAGGAGGAGCTGGAGATGC TGARGGACARGATGGCGCAGGLG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1630
|

CTGGAGATGTTTRGCCCGACGGAGGACGCGC TRAACCAGECCGGCATCGAGT TCRTGCACCCTGCCGAGGAGGTGGAGGATGCCAATATGAACCGECCGCAGCARGAT GGTEGAGTACCETGCGCACCTGG
CTGGAGATGTTTRGCCCRACGGAGGACGCGC TGAACCAGRCCGGCATCGAGT TCRTGCACCCTGCCGAGGAGGTGEAGGATGGECAATATGAACCGCCGCAGCARGATGGTEGAGTACCATGCGCACCTGG
CTGGAGATGTTTGGCCCGACGGAGGACGCGCTGAACCAGECCGGCATCGAGT TCGTGCACCCTGCCGAGGAGGTGEAGGATGeCAATATGAACCGCCGCAGCARGATGGTGGAGTACCETGCGCACCTGE

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1790 1760 1770 1780 1790 1800
1 1
CTARGCAGGAGGAAGTGARGAT TGCGGCCGAGCGECACCAGACTCARCCCTTGCACCATGEARCAGAGCCAACAGTGCCGCGGCCGCCAGGEGCAGCAGATCACGCAGTAG

CTARGCAGGAGGAAGTGARGATTGCGGCCGAGCGECGAGGAGC TCARGCGC TCCARGAT GC TACAGAGC CARCAGCACCGCGGCCGCACGRTGCAGCAGATCACGCAGTAG
CTARGCAGGAGGAAGTGARGATTGCEGCCGAGCECaacaaal TCARcCeeTeCAacAT GeaRCAGAGCCAACAGEaCCGCRGRCCGCaakGgGCARCAGATCACGCAGTAG

Figura 20. Alineacion entre la secuencia del TvPFR2, de la colonia 1, y la
secuencia del TvY486PFR2, utilizando el programa Multialin.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/340055083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KVDP5XMH016

Al igual que el andlisis de la secuencia del gen que codifica la PFR2 de
TvY486, se realizd un andlisis del TvPFR2, producto de un clon obtenido por
secuenciacion automatica, mediante la comparacion y el alineamiento de secuencias
reportadas de genes obtenidos a partir de bases de datos. En la tabla 12, se puede
observar el andlisis de la secuencia correspondiente al TVvPFR2, el cual presentd

identidad con T. cruzi, Leishmania sp, entre otros.

Tabla 11. Estudio comparativo, con base en el BLAST, entre el TvPFR2 con
distintos organismos a nivel de la cobertura y de la identidad méaxima en
nucleotidos.

DESCRIPCION COBERTURA | E VALUE MAX IDENT
Trypanosoma vivax Y486 100% 0.0 96%
Trypanosoma cruzi 98% 0.0 84%
Leishmania donovani 96% 0.0 85%
Leishmania infantum 96% 0.0 82%
Leishmania mexicana 95% 0.0 81%
Leishmania major 91% 0.0 82%
Trypanosoma congolense 95% 0.0 82%
Crithidia fasciculata 96% 0.0 81%
Leishmania braziliensis 91% 0.0 82%
Trypanosoma evansi 98% 0.0 81%
Trypanosoma brucei 98% 0.0 81%
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A su vez, se realiz6 un estudio comparativo de la secuencia nucleootidica y

aminoacidica del TvPFR2 con otros tripanosomatideos como se observa en la tabla

12.

Tabla 12. Estudio comparativo a nivel de la secuencia aminoacidica del TvPFR2
mediante alineamiento con otros tripanosomatideos.

PROTEINA PARAFLAGELAR 2 DE COBERTURA | EVALUE MAX IDENTIDAD
Trypanosoma vivax Y486 100% 0.0 91%
Trypanosoma brucei TREU927 (69 kDa) 100% 0.0 84%
Trypanosoma evansi (69 kDa) 100% 0.0 84%
Trypanosoma congolense 1L.3000 (69 kDa) 100% 0.0 84%
Trypanosoma cruzi strain CL Brener (69 kDa) 98% 0.0 82%
Crithidia fasciculata (69 kDa) 96% 0.0 78%
Leishmania braziliensis (69 kDa) 96% 0.0 78%
Leishmania major 96% 0.0 78%
Leishmania mexicana 96% 0.0 T7%

MHOM/GT/2001/U1103

5.1.5.1 Arbol filogenético de la proteina PFR2.

Con los resultados obtenidos, se realizé un arbol filogenético a través de las

secuencias aminoacidicas de la PFR2.

En la figura 21 se muestra el arbol filogenético con las relaciones

evolutivas de las secuencias correspondiente al TVPFR2 con distintos organismos,

ubicando a T. vivax en la misma rama de T. cruzi, T. brucei y T. evansi.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CDD_SEARCH_STATE=0&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=KKKRCXRS014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3

so [ Leishmania infantum

100 —— Leishmania major
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Leishmania mexicana

Crithidia fasciculata

Leishmania braziliensis

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma vivax LIEM176

100
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100

100 Trypanosoma evansi

Figura 21. Arbol filogenético de la secuencia aminoacidica de la PFR2 de
distintos tripanosomatideos. Método de Neighbor-Joining. Los nimeros en las
bases de las ramas significan el porcentaje de sustitucién derivado de 500
replicas.

5.1.5.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas de la proteina PFR2.

Las caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas muestran la antigenicidad,
hidrofobicidad, hidrofibicidad y accesibilidad al solvente. En la figura 22, la grafica
amarilla representa los segmentos antigénicos. La grafica roja, indica el caracter
hibrofobico de la proteina, es decir que ésta es menos soluble en agua que en un
solvente apolar. La grafica azul, indica el caracter hidrofilo que es la propiedad que
poseen las proteinas a ser mas solubles en agua que en un disolvente apolar. Por su
parte, la gréafica verde indica la accesibilidad al solvente, es decir, es la propiedad

de una cadena lateral de estar expuesta al solvente.
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En la figura 22 se encuentra el andlisis de las caracteristicas fisico-quimicas de

la PFR2 de T. vivax de acuerdo a lo expresado en la introduccion de esta seccion.

Antigenicidad

Accesibilidad |V /

al solvente

Figura 22. Prediccién de antigenicidad, hibrofobicidad, hidrofibicidad y
accesibilidad al solvente de la proteina PFR2 de TvLIEM176, utilizando el
programa Antheprot.
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5.2 Secuencia parcial de la clatrina de T. vivax (Tv,CLH)

5.2.1 Obtencién de ADN de T. vivax de un ovino sano.

Una vez alcanzado el pico de parasitemia, se analiz6 la sangre obtenida por
técnica parasitoldgicas (Brener) y PCR, segun los protocolos descritos en la seccién
de metodologia. El pico de parasitemia se alcanz6 el dia 9, observando alrededor de
20try/campo, teniendo una parasitemia de 1x10’ try/mL. Dicha sangre fue
purificada por el método descrito por Gonzalez y colaboradores (2006), quedando
libre de globulos rojos, globulos blancos y plaquetas. Posteriormente, se realizo la
extraccion de ADN a los parasitos. EI ADN de parasitos purificados fue utilizado

para la identificacion y clonacién de Tv,CLH.

5.2.2 Disefio de los cebadores a partir de la secuencia putativa de la
secuencia parcial de la clatrina.

Se realiz6 la basqueda en las bases de datos como Tritryp, GeneDB y
GenBank de la secuencia putativa de la CLH de T. vivax, encontrandose que esta
asociada a un sistema de transporte de sustancias, particulas y/o moléculas. Se
seleccion6 una secuencia parcial putativa de la region N-terminal de la CLH, de
535 pb y codificante de un péptido de 178 aminoacidos. En la figura 23 se observa
el anclaje de los cebadores en el extremo anterior y posterior de la secuencia parcial
de la CLH. EIl cebador sentido TvCLHF se ancla en la hebra 3°- 5™ que permitio la

amplificacion de la hebra complementaria, mientras que el cebador antisentido
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TvCLHR se ancla por complementariedad de bases en la hebra 5°- 3" para la

amplificacion de la hebra molde.

1 10 20 30 40 50 60 10 80 90 100 110 120 130
|
CLATRINA CATGGATTCGGTTCTATAGCTGATTTTTTACARACGGARCARTAGCATTGTCGTTAGGAGAGACGTGGARGACGEARCCCTGGGCAT TGACGCACARRRTGCCTCCTGTCTTAGTGTAGCCTGTCCCACA
CLHR
CLHF  CATGGATTCGGTTCTATAGCTGAT
Consensus  CabERabbegEblObabaRhEales,ssssessssriessssrissssrsirsssnssrsssnssisssnssissssssstsssnssbassssrssssnssstssnssstsssssstassssssssnes
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
|
CLATRINA GAAGACACCGCARTTGCTTACATGATGTGTCTTAATCACARCTGCCGTGAAGATATCCATGRGTAGARGGCTTCCATGGCCCGTCACGACAGTCARTAGTTTGTGTCGTGEAGARACGTRCAAGGCARCA
CLHR
CLHF
DONSENSUS  44vsssarrrssssssrssssnsrosstssrosssssssssssssssssssstosssestosssssbsssnssstsssssstssssssbsssssstsssnssstsssssstossssstasssssssssns
261 270 280 290 300 alll 320 330 340 350 360 I 380 390
|
CLATRINA GGGAAGTCCCCAGCAGGARRCGGGACGTCCACCACGCGCCGCTGAAGGGAGACGTCCATTTTRGGGGCTGTGGGEAGTTCCATGATGAGCACCTTCCCACCTTGAGTCGGETTGTTCCATGCARGACACA
CLHR
CLHF
DONSENSUS  4vsssasrrssssssrssstnsrosstssbosssnsssssssssssssssstossssstessssstsssnssstsssssstssssssbssssssssssnssstsssssstossssstassssssssnns
¥ 400 410 420 430 440 450 460 41 480 490 500 510 520
|
CLATRINA TCACATTGCACGAGCGCGEETCCGTTGGGATACTRETGGARRTGARGGTACCTRCGTTGCCCTCARGARCACGACCGCTGTTGTTTTCARCACTGARCAGT TGGGTTTTCCCCACGETRCCCTCAGTCC
CLHR
CLHF
DONSENSUS  4vsssarsrssssssrssssnsrosstssiosssnssssssssssssstsstosstestesssssbsssnssstsssssstssssssbssssssssssnssstsssssstossssstassssssssses
521 530 540 550553
| |
CLATRINA ACGGGATATGCCACATARCATCAACTCGAGCCR
CLHR CCACATARCATCAACTCGAGCCE
CLHF
Consensus ..eesssees ccacataacatcaactogageey

Figura 23. Secuencia nucleotidica putativa de la secuencia parcial de la CLH de
TvY487 de 535 pb, obtenida segun las bases de datos. Mostrando el anclaje de
los cebadores TVCLHF/R.

5.2.2.1 Disefio de los cebadores TVCLHF y TVCLHR.
Para la amplificacion de la secuencia parcial de la CLH de TVvLIEM176 fue
necesario el disefio de cebadores especificos.
Con base en el ORF, se disefiaron los cebadores sentido y antisentido, como
se observa en la tabla 13. Los cebadores para amplificar la Tv,CLH se denominaron
TvCLHF (sentido), de 24 pb, y TVCLHR (antisentido), de 23 pb, presentando una

temperatura de hibridacion de 59° C y 52,1% en contenido de GC.
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Tabla 13. Secuencia de los cebadores que amplifican la secuencia parcial de la
CLH.

Secuencia Cebadores Secuencia Tm (°C) Th (°C)

Tv,CLHF 5-CATGGATTCGGTTCTATAGCTGAT-3 59,6
Tv,CLH (Sentido)

Tv,CLHR 3- GGTGTATTGTAGTTGAGCTCGGC-5 59,4
(Antisentido)

59°C

5.2.3 Ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
Tv,CLH.

La estandarizacion de la PCR permiti0 determinar las cantidades y

concentraciones adecuadas de los componentes de la reaccion para la amplificacion

de la Tv,CLH (Tabla 14). Al mismo tiempo, se establecio el programa de ciclado y

la temperatura de hibridacion para la TvnCLH.

Tabla 14. Componentes de la mezcla de reaccion para la amplificacion de la
TviCLH.

Componentes Concentracion stock Concentracion final Volumen (uL)

Buffer 5X 10 X 1X 2,5
MgCl, 50 mM 3mM 15
dNTP’s 10 mM 0,3mM 0,75
Cebador TvCLHF 10 uM 0,3 uM 0,75
Cebador TVCLHR 10 uM 0,3 uM 0,75
Taq polimerasa 2,5U/1pL 0,5U 0,2
ADN - - 1,5

H,O = = 17,05

Volumen total 25uL

En la figura 24 se muestra un gel de electroforesis de la reaccion de PCR
sometida a un gradiente de temperatura de 53° C a 59° C, en donde se observa una

banda de 535 pb correspondiente a la Tv,CLH, proveniente de ADN de parasitos
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purificados (ADNpp). Se tom¢ 59° C (carril 5) como la temperatura de hibridacion

Optima para la amplificacion de la Tv,CLH. En el carril 3 se observa un gran

namero de bandas correspondiente a una contaminacion probablemente de algin

componente de la mezcla de reaccion.

Figura 24. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de
amplificacion por PCR de la TvnCLH en un gradiente de temperatura de
hibridacion, con los cebadores TVCLHF y TvCLHR. Carril 1: Marcador de peso
molecular 100pb. Carril 2: ADNppTVvLIEM176 (53° C). Carril 3: ADNpp
TVvLIEM176 (55° C). Carril 4: ADNpp TvLIEM176 (57° C). Carril 5: ADNpp
TVvLIEM176 (59° C).Carril 6: ADN con ovino sano. Carril 7: H,0. Electroforesis

en gel de agarosa al 2%.

En la tabla 15 se observan las condiciones utilizadas para la amplificacion

de la Tv,CLH.

Tabla 15. Condiciones de incubacion para la amplificacion de la Tv,CLH.

Fase Temperatura (°C) | Tiempo Ciclos
94 5min 1
Desnaturalizacion 94 1min 33
Hibridacion 59 1min 33
72 1 min 33
Extension 72 10min 1
4 o
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5.2.3.1 Purificacion del producto de la TvnCLH.

En la figura 25 se observa el registro digital del producto de PCR purificado
por minicolumnas. Se observa la banda de 535 pb que pudiera corresponder a la

TvaCLH.

Figura 25. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de PCR
purificado de la Tv,CLH. Carril 1: Marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2:
Tv,CLH purificado. Electroforesis en geles de agarosa al 1%.

5.2.3.2 Corte con enzimas de restriccion.
Mediante el analisis in silico con el programa NebCutter, se obtuvo el mapa
de restriccion de la secuencia parcial putativa de la CLH (Figura 26). De dicho
mapa se escogid una enzima de restriccibn que cortase la secuencia parcial

escogida.

75



11 535 pb
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
[ 11 [ [l [ [ | o1 nm | [
Alul E=mI T=pdaI Acul ACCES T Tagl
Sfcl EstAFPI HaeIll #FrudHI Bacsl E=oBI
TFil #Hgal Fhol #HpulesIl Bsrl *PacsR7I
#5crFI Styl B=eY'1 EciVl *Pzpkl
E=tMI Moo I FAvall FAval
#B==KI EcaoR B==S1 *T1il
#5tu0d I Mzel #*Faul *xhol
#P=pGI *Bocenl B=rOI EspCHI
#EBmgBI Mfel M1yl EaeGI
TspSoal Flel E=plz861
T=pRI
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Figura 26. Mapa de restriccion de la Tv,CLH utilizando el programa NEBCUTTER. Se
sefiala con un recuadro en negro la enzima de restriccion seleccionada para la digestion.

Una vez seleccionada la enzima de restriccion Kpnl se sometio el producto

purificado de PCR de la Tv,CLH a la digestion. En la figura 27 se pueden observar

dos fragmentos producidos por el corte con la enzima de restriccion, uno de 432 pb

y otro de 103 pb, cuyos tamafos eran esperados segun el mapa de restriccion

obtenido por bioinformatica.

500pb

Figura 27. Registro digital de la corrida electroforética de los productos del
corte con la enzima de restriccién Kpnl de la Tv,CLH. Carril 1: Marcador de peso
molecular 100 pb. Carril 2: Producto de PCR de la Tv,CLH sin digerir. Carril 3:
Producto de PCR de la Tv,CLH con la enzima Kpnl. Electroforesis en gel de

agarosa al 2 %.
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5.2.3.3 Secuenciacion de la Tv,CLH.

Con el uso de la secuencia obtenida por bioinfomatica (Figura 23), se realizé el

alineamiento de la secuencia obtenida por secuenciacion automatica Tv,CLH con la

secuencia parcial putativa de la region N-terminal, obtenida por GenBank, en donde

se muestra una identidad del 88% entre ambas.

TunCLH(PCRY
CLHbioinfornatica
Consensus

TunCLH(PCRY
CLHbioinfornatica
Consensus

TunCLH(PCRY
CLHbioinfornatica
Consensus

TunCLH(PCRY
CLHbioinfornatica
Consensus

TunCLH(PCRY
CLHbioinfornatica
Consensus

1 10 2 30 L] 50 ] 0 B0 90 100 110 120 130
1

CHEETEHTHTETEEEDEEEETEEHHHHHHCEEHHCDCTEEHETEETEHHHHEHHCEH--ETCETETTCTTETEEEEHHEECHGETHCCTTEHTTTDEH[EHGTHT[CDHﬁ
TTGATGTTATGTGECATATCCCGTGGEACTGAREECACC ATEGGEARRACCCARCTGT TCAGTGT TGARAACARCAGCGETCGTGT TCTTGAGRGCARCECAGETACCTTCATTTCCACCAGTATCCCAR
.................... CabgglanalGabERCaCCATRGaaRRRACCCARC ecT¢CABTGE TeARAACARC 4, , GTCGTGTTCTTeabhbcARCECAGRTACCTTCATTTCCACCAGTATCCCAR

3 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1

éﬁﬁﬂtEEECEET[ETEDHHTETEHTETETDTTE[HTEEHHCHHEE[EHCTEHHEETEGEHHEETE[TDHTEHTEEHHET[TCDEHEHEDCEEEHHHHTEEHCETETCCETTEHEDEEEEEETEETEERE&
CGGACCCRLGCTCETGCARTGTGATGTRTCTTRCATGEARCRACCCGACTCARGETGGGRAGRTGL TCATCATGGAACTC~-CCCACAGLCCCCARRATGEACGTCTCCCTTCRGCGEC GCRTGETGER--
CGGACCCRCGCTCETGCAATGTGATGTRTCTTRCATGEAACAACCCGACTCARGETGRGRAGGTGL TCATCATGEAACTC  CCCACAGLCCCCARRATGEACGTCTCCCTTCAGCGECGLRTGETGER, .

FLI— 280 290 300 310 320 30 30 350 360 37 380 390
1 1

éETEEEETTTEETECTEEEEHCTTEEETETTE[ETTEEH[ETTTETEDHCEHEHCHCHHHCTHTTEHDTETEETEHEEEECCHTEEHHEEETTCTHCTEHTEDEHTHTDTTEHCEEEEETTETEHTTHRﬁ
CRICCCRTTTCCTECTGGGGRCTTCCCTRTTGLCTTGEACGTTTCTCCACGA-~CACARRCTATTGACTGTCATGACGGECCATGERARGCCTTCTRC TCATRG-ATATCTTCACRGCAGT TRTGATTAAG
CRTCCCRTTTCCTECTGGGGRCTTCCCTRTTGLCTTGEACGTTTCTCCACGA, ,CACARRCTATTGACTGTCATGACGRECCATGEARGCCTTCTRCTCAT e, ATATCTTCACEGLAGTTRTGATTARS
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Figura 28. Alineamiento de la secuencia de la Tv,CLH, obtenida por
secuenciacion automatica, con la secuencia parcial putativa de la CLH de

TvY486,

utilizando el programa Multialin

5.2.4 Clonacion de la Tv,CLH en el vector de clonacion pGEM-T easy.

Una vez obtenido el producto de amplificacion de la Tv,CLH y analizada

cada secuencia, se procedi6 a la construccion de la molécula recombinante,

PpGEMT/TvCLH. EI vector recombinante, por un proceso de electroporacion, se
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incorpord a la célula de E. coli TOP10. Posteriormente, se hizo un cultivo y se

seleccionaron las colonias recombinantes.

5.2.4.1 Obtencién de colonias recombinantes.

En la Figura 29 se observan tres placas. En la placa de la izquierda se observa
una placa control de LB donde se observa un césped bacteriano, correspondiente al
control positivo. La placa del centro corresponde a un control LB+ Amp, en donde
no se observo crecimiento de la E. coli TOP10 (control negativo), y en la placa de
la derecha se observaron las colonias bacterianas obtenidas de la transformacion
bacteriana. En esta Gltima placa se obtuvo como producto de la transformacion
nueve colonias blancas y seseta y tres colonias azules. Este resultado indica una

baja eficiencia en la transformacion.

Figura 29. Transformacion en E.coli TOP10/Tv,CLH/pGEMT Se observan las
colonias recombinantes (color blanco), y las colonias no recombinantes (color
azul).
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5.2.4.2 Determinacion de la presencia de la Tv,CLH por PCR colony.

Para determinar la presencia de la Tv,CLH en las colonias recombinantes se
hizo una PCR, observandose la presencia del inserto en 4 de las 9 colonias blancas.
Se amplificé el ADN a partir de las cuatro colonias positivas con los cebadores
especificos disefiados TVCLHF/TVCLHR y con los cebadores SP6 y T7 (Figura
30). Se observo una banda de 535 pb, correspondiente a la Tv,CLH con los
cebadores TVCLHF/TVCLHR en el carril 2, 4 y 6. Asi mismo, se observd una
banda de aproximadamente 718 pb, obtenida a partir del producto de PCR de las

colonias blancas amplificadas con los cebadores SP6 'y T7 (carril 3,5y 7).

1500pb
1000pb

700pb
500pb
300pb

Figura 30. Registro digital de la corrida electroforética de los productos PCR de
las colonias obtenidas de la transformacion de la Tv,CLH. Carril 1;: Marcador de
peso molecular 1Kb; carril 2: ADN de la colonia 4 amplificada con los cebadores
TVvCLHF/TVCLHR; carril 3: ADN de la colonia 4 amplificada con los
cebadores T7/SP6; carril 4: ADN de la colonia 6 amplificada con los cebadores
TVvCLHF/TVCLHR; carril 5: ADN de la colonia 6 amplificada con los
cebadores T7/SP6; carril 6: ADN de la colonia 8 amplificada con los cebadores
TvCLHF/TVCLHR; carril 7: ADN de la colonia 8 amplificada con los
cebadores T7/SP6; carril 8: H,0. Electroforesis en gel de agarosa al 2 %.
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5.2.4.3 Extraccion de plasmidos (Miniprep).

En la figura 31 se evidencia la integridad de 4 plasmidos resultantes de la
transformacion de las bacterias que integraron el Tv,CLH. Se observa variacion en
el patron de bandas, que pueden corresponder a distintos plasmidos. El carril 2
corresponde al control de ADN plasmidico de un colonia sin inserto. Los carriles 3,

4y 5 corresponden a colonias con el inserto del Tv,CLH.

10200
8029
5991
5007
4025

2961

2000
1610

Figura 31. . Registro digital de la corrida electroforética de los productos de ADN
plasmidico purificado correspondientes a la Tv,CLH. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb; carril 2: ADN plasmidico de la colonia azul (control negativo);
carril 3: ADN plasmidico de la colonia 6; carril 4: ADN plasmidico de la colonia
8; carril 5: ADN plasmidico de la colonia 10. Electroforesis en gel de agarosa al
1%.

5.2.4.4 Cortes con enzimas de restriccion

Se seleccionaron 3 colonias blancas que dieron positivo mediante PCR de las

colonias. En la Figura 32 se observa la digestidn de los distintos plasmidos con dos
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enzimas diferentes, EcoRI y Kpnl. En los carriles 2, 4 y 6 se muestra la digestion
con la enzima EcoRI que liberé un fragmento con un tamafio aproximado de 548 pb
correspondiente al inserto de Tv,CLH y otro fragmento de 3015 pb correspondiente
al vector pGEM-T Easy. De la digestion con Kpnl, en el carril 3, 5y 7, se obtuvo
que la molécula recombinante se linearizd, dando como resultado una banda de
3550 pb, correspondiente a la suma del vector y el inserto, siendo este resultado

positivo para los 3 clones analizados.

4000pb
3500pb
3000pb
2500pb

2000pb
1500pb
1000pb
700pb
500pb

300pb

Figura 32. Registro digital de la corrida electroforética de los productos de la
digestién del ADN plasmidico de las colonias que poseen la TvCLH, con las
enzimas EcoRIl y Kpnl. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb.; carril 2:
Digestion del ADN de la colonia 4 con la enzima EcoRl; carril 3: Digestién del
ADN de la colonia 4 con la enzima Kpnl; carril 4: Digestion del ADN de la
colonia 6 con la enzima EcoRl; carril 5: Digestién del ADN de la colonia 6 con la
enzima Kpnl; carril 6: Digestion del ADN de la colonia 12 con la enzima EcoRl;
carril 7: Digestién del ADN de la colonia 12 con la enzima Kpnl; carril 8: control
negativo (ADN de una colonia azul digerido con EcoRlI). Electroforesis en gel de
agarosa al 2 %.
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5.2.5 Comparacion y andlisis de la secuencia de la Tv,CLH.

Una vez realizado el alineamiento de la secuencia parcial de la CLH de

TvY486, obtenida por bioinformética, y la TV,CLH obtenida por PCR (Figura 28),

se realizd el alineamiento a nivel de nucledtidos de la secuencia parcial de la CLH

de TvY486 con la Tv,CLH (clon) de 535 pb (Figura 33), en donde a diferencia del

alineamiento entre la secuencia obtenida por bioinformatica y PCR, se obtuvo una

identidad del 99% entre estas secuencias.

CLHnTY436
TenCLH
Consensus

CLHnTYd86
TenCLH
Congensus

CLHnTY436
TenCLH
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CLHnTYd36
TenCLH
Consensus

CLHnTY486
TenCLH
Consensus
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GOTTCTETAGCTGATTTTTTACAARCGEARCARTAGCATTGTCETTAGGAGAGACGTGGAAGACGGARCCCTRGGCAT TGACGCACAGRATRCCTCCTGTCTTAGTGTAGCCTRTCCCACAGRAGACACT
GGTTCTRTAGCTGATTTTTTACAARCGGAACARTAGCATTGTCGTTAGGAGAGACGTGGAAGACGGARCCCTGGGCAT TACGCACARRATRCCTCCTGTCTTAGTGTAGCCTRTCCCACAGRAGACACT
GOTTCTaTAGCTGATTTTTTACAARCGEARCARTAGCATTGTCETTAGGAGAGACGTGGAAGACGGARCCCTEGGCAT TGACGCACARATGCCTCCTGTCTTAGTGTAGCCTRTCCCACAGRAGACACT
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GCARTTGCTTACCTGCTGTGTCTTRATCACAACTGCCGTGARGATATCCATGAGTAGRAGGCTTCCATGECCCGTCACGACAGTCAATAGTTTGTGTCGTGGAGRARCGTGCARGGCAACAGEEARGTCC
GCARTTGCTTACATGATGTGTCTTRATCACARCTGCCGTGAAGATATCCATGAGTAGAAGECTTCCATGECCCGTCACGACAGTCAATAGTTTRTATCGTGGAGRRACATGLARGGCARCAGEGAAGTCL
GCARTTGCTTACaTGaTGTGTCTTRATCACAACTGCCGTGARGATATCCATGAGTAGRAGGCTTCCATGECCCGTCACGACAGTCAATAGTTTGTGTCGTGGAGRARCETGCARGGCAACAGEEARGTCC
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| |
CCAGCAGGARRCEGGACGTCCACCACGCGCCOCTGARGGEAGACGTCCATTTTRGRGECTATGEGEAGTTCCATGRATGAGCACCTTCCCACCTTRABTCRGGTTGTTCCATRCARGRCACATCACATTGE
CCAGCAGGARRCEGGACGTCCACCACGCGCCOCTGARGGEAGACGTCCATTTTGGEGECTGTGEGGAGTTCCATGATGAGCACCTTCCCACCTTGAGTCRGGT TGTTCCATGCARGRACACATCACATTGE
CCAGCARGARRCEGGACGTCCACCACGCGCCACTGARGGRAGACGTCCATTTTRGRGECTRTGEGEAGTTCCATGATGAGCACCTTCCCACCTTGARTCRGGT TGTTCCATECARGRCACATCACATTGE
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ACGAGCEGGETCCGTTGRGATACTEG TCCARATGARGETACCTGLGTTCCCC TCARGARCACGACCEC TG TTGT TTTCARCACTGARCRETTEGRTTTTCCCCACGETGCCCTCAGTCCCACGEATAT
RCGRGCGCGEGTCCGTTGEGATACTEGTGGARATGARGETACCTGCTTGCCC TCARGAACACGACCCTGTTGTTTTCARCAC TGAACAETTGGGTTTTCCCCACGETGLCTCAGTCCCACGGGATAT
ACGAGCGCGEGTCCGTTGEGATACTEGTGGARATGARGGTACCTGCGTTGCCCTCAGAACACGACCGCTGTIGTTTTCARCACTGAACAGTTGGGTTTTCCCCACGETGCCCTCAGTCCCACGGGATAT

51 53 55
[— -
GLCACATAACATCAR
GLCACATARCATCAR
GCCACATAACATCAR

Figura 33. Alineacion a nivel de nucledtidos de la Tv,CLH, de la colonia 4, con la
secuencia parcial de la CLH de TvY486, utilizando el programa Multialin.
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La secuencia obtenida de la colonia clonada reveld una identidad con las
diferentes especies de Trypanosoma y Leishmania. En la tabla 17 se observa la
comparacion, a nivel de nucledtidos realizada con BLAST, de la secuencia parcial

de la CLH con diferentes tripanosomatideos.

Tabla 16. Estudio comparativo de los nucle6tidos de la Tv,CLH, de la colonia 4,
con distintos tripanosomatideos a nivel de cobertura e identidad maxima.

E MAX
CADENA PESADA DE LA CLATRINA DE | COBERTURA VALUE | IDENT
Trypanosoma vivax 96% 0.0 99%
Trypanosoma brucei gambiense 89% 2,00E7" | 73%
Trypanosoma brucei 89% 2,00E77 | 73%
Trypanosoma congolense 53% 3,00E™* 74%
Trypanosoma cruzi 89% 6,00E® | 68%
Paracoccidioides brasiliensis 79% 1,00E* | 69%
Leishmania major 56% 1,00E% | 68%
Leishmania mexicana 79% 2,00E% | 66%
Leishmania donovani 56% 6,00E% | 68%
Leishmania infantum JPCM5 56% 6,00E* | 68%
Humano 5% 0,79 93%

83


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F5096WC401N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F5096WC401N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F5096WC401N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F5096WC401N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F5096WC401N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark

5.2.5.1 Arbol filogenético de la secuencia parcial peptidica de la CLH.

Con los resultados obtenidos, se realizé un arbol filogenético a través de las

secuencias peptidicas de la CLH.

En la figura 34 se muestra el arbol filogenético con las relaciones evolutivas

de las secuencias peptidicas parciales de la CLH de distintos organismos, ubicando

a T. vivax en la misma rama de los tripanosomatideos y separandolas de la

secuencia del ovino y del humano. La secuencia de T. vivax no revelo diferencias

con T. cruzi, reflejando un 100% de homologia entre estas dos especies.

100 |
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Figura 34.

Trypanosoma vivax LIEM176

Trypanosoma cruzi
Trypanosoma brucei

Trypanosoma congolense

Leishmania sp
Bos taurus

I Homo sapiens

Arbol filogenético de la secuencia peptidica de la CLH de

TVvLIEM176. Modelo de distancia de Kimura de dos pardmetros. Los nimeros en
las bases de las ramas significan el porcentaje de sustitucion derivado de 500

replicas.

84




5.2.5.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas de la proteina PFR2 y la

secuencia peptidica parcial de la CLH.

En la figura 35 se encuentra el analisis de las caracteristicas fisico-quimicas
de la secuencia peptidica parcial de la CLH de T. vivax, la cual esta acotada por
barras. Esta secuencia presenta dos grandes picos antigénicos de interés relacionado

con un gran pico de hidrofibicidad.

i | | I
i il ! I (! |. [ 1
(118 lr' WL AP T A A A o ko AR L

Antigenicidad

Accesibilidad
al solvente

Figura 35. Prediccién de antigenicidad, hibrofobicidad, hidrofibicidad y accesibilidad
al solvente del gen que codifica la CLH de TvY486 utilizando el programa Antheprot.
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6. DISCUSION

Los estudios que se realizaron en este trabajo consistieron en la
amplificacién del gen que codifica la proteina paraflagelar 2, presente en el flagelo
y una secuencia parcial de la region N-terminal de la clatrina, localizada en el
bolsillo flagelar de los triapanomatideos, que hasta la fecha no han sido reportados
para T. vivax. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue la identificacion y clonacion
del gen que codifica la PFR2 y una secuencia parcial de la CLH de un aislado
venezolano de T. vivax (TVLIEM176). Al ser ambas proteinas estructurales, las
investigaciones sobre ellas derivan la posibilidad de convertirlas en blancos
terapéuticos para el control de la enfermedad causada por este parasito (Adbille y

col., 2008b; Stijlemans y col., 2011).

El curso de la infeccion experimental con el aislado en Venezuela de T.
vivax LIEM176 permitio realizar el seguimiento de la infeccion. La fase de
incubacion de parasito en el hospedador fue de 4 dias, coincidiendo con lo sefialado
con Sandoval y colaboradores (1995) y Gomez (2011). El pico de parasitemia,
correspondiente a la fase aguda, se alcanzo al onceavo dia de infeccidn, en donde se
obtuvieron 20 try/campo, con un valor de parasitemia de 1 x10’ try/mL. Ademas
hubo una disminucién del hematocrito y un aumento de la temperatura. Estos
resultados coincidieron con la curva de parasitemia y los valores de hematocrito y

temperatura reportados por Gomez (2011) para esta misma cepa.
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El andlisis y estudio del gen que codifica la PFR2 es muy importante,
debido a que se encuentra en el filamento paraflagelar que forma parte del érgano
locomotor del parasito. Si ocurriese una mutacion en este gen, que impidiese la
formacion del filamento paraflagelar, el parasito perderia la motilidad. Por lo tanto,
disminuiria la poblacion de parasitos en sangre del hospedador (Maga y col., 1999).
Santrinch y colaboradores (1997), Maga y colaboradores (1999) y Saravia y
colaboradores (2005) han encontrado que la PFR2 es esencial en la formacién del

filamento paraflagelar y por ende en la supervivencia del parésito.

Para la amplificacion del TvPFR2 fue necesario del disefio de cebadores
TvPFRF/TVPFRR, con base en la secuencia putativa de la PFR2 de TvY486, ya que
no hay reportes de estos iniciadores para T. vivax (Tabla 7). Al mismo tiempo, se
disefiaron cebadores internos que permitieron obtener la secuencia completa del gen
por secuenciacion automatica a traveés de un barrido de la secuencia y la

construccion de una secuencia consenso (Tabla 10).

Los resultados obtenidos de la amplificacién del TvPFR2 demostraron que
los cebadores utilizados fueron capaces de mostrar la banda esperada de 1800 pb.
El gradiente de temperatura realizado para la mezcla de reaccidn permitié
identificar que la temperatura de hibridacion fue de 64° C. Dicha temperatura fue la
Optima para la amplificacion de una unica banda de 1800 pb (Figura 11). A menor
temperatura se observd que hay mayor nimero de bandas, lo cual indica que hay
una mayor inespecificidad. Por lo que, a temperaturas mayores se favorece la

87



amplificacion de la secuencia de interés, ya que existe una relacion de maxima
afinidad entre los nucleétidos y su ADN templado (McPherson y Molle., 2006;

Luque y Herraez, 2008).

Asi mismo, el tamafio del gen que codifica la PFR2 de la secuencia putativa
de T. vivax es consistente con el tamafio obtenido en otras especies de
tripanosomas, sugiriendo que el tamafio de esta secuencia es conservada en la

mayoria de los kinetoplastideos (Saravia y col., 2005; Abdille y col., 2008b).

El ADN utilizado para la amplificacion del TvPFR2 no fue proveniente de
parasitos purificados, sino de sangre de ovino infectado con T. vivax, debido a que
la secuencia de la PFR2 no se encuentra en mamiferos, estando esta secuencia
Unicamente en los tripanosomatideos (Clark y col., 2005; Abdille y col., 2008a).
Por otro lado, ensayos iniciales realizados con la sangre infectada dieron lugar a la
amplificacion del gen que putativamente codifica la PFR2, lo que deriva en un

ahorro de materiales.

Como se menciono anteriormente, la secuencia del gen que codifica la PFR2
de los tripanosomatideos, no estd presente en mamiferos, por lo que ésta podria
servir como diagnostico para determinar la presencia de T. vivax en el hospedador.
Se conoce que T. vivax presenta una mecanismo de variacion antigénica, en la cual
tienen la capacidad de expresar el repertorio de VSG durante la infeccion,

evadiendo asi la respuesta inmune de los hospedadores y permitiendo la
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transmision de los mismos a nuevos hospedadores (Gardiner y col., 1996). En este
sentido, la proteina PFR2 es una proteina estructural Gnica en los tripanosomatideos
que pudiera servir como diagndstico, y al ser una proteina estructural podria servir
como inmundgeno para el control de la tripanosomosis, ya que no evade la

respuesta inmune del hospedador.

A partir de la estandarizacion de la PCR, se purificé el producto obtenido
por centrifugacion en minicolumnas, teniendo como resultado una Unica banda de
1800 pb. Esta purificacion fue necesaria para eliminar cualquier reactivo que pueda
inhibir la digestion con enzimas de restriccion y la secuenciacion automatizada
(Figura 12). Para poder hacer la seleccion de la enzima se realiz6 el mapa de
restriccion in silico mostrado en la figura 13. Como la enzima EcoRV no corta el
vector de clonacion a utilizar en la transformacién y esta disponible en el
laboratorio, ésta fue la enzima seleccionada para hacer las digestiones en la
practica. Los resultados obtenidos de la digestion con EcoRV del producto
purificado fueron los fragmentos de 1152 pb y 648 pb (Figura 14), cuyos tamafios
son acordes a los esperados segun el mapa de restriccion, sugiriendo asi la

presencia del inserto adecuado.

La molécula recombinante pPGEMT/TVPFR2 fue incorporada en la célula E.
coli TOP10 por electroporacion. Las colonias transformadas resultaron ser
resistentes a la ampicilina, ya que el vector pGEMT easy le confiere esta resistencia
(Figura 15). De las catorce colonias blancas obtenidas, todas fueron sometidas a la
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mezcla de reaccion con los cebadores TVPFRF/TVPFRR, teniendo como resultado
que sOlo dos de ellas tenian el inserto de interés. Las doce colonias blancas
restantes que no poseian el inserto, pudieron ser positivas, probablemente debido a
la presencia de dimeros de cebadores presentes en el producto purificado que
lograron ser transformadas o debido a la presencia de un agente contaminante, tal
como lo expresan McPherson y Mglle (2006), en el planteamiento de los posibles
problemas en las transformaciones bacterianas. La baja eficiencia en la
transformacion también pudo deberse a problemas con el vector de clonacion, que

impidieron la ligacion del inserto al mismo.

Las amplificaciones del ADN plasmidico con los cebadores
TvPFRRF/TVPFRR permitieron realizar la amplificacion del gen que codifica la
PFR2 dentro del vector recombinante, mientras que los cebadores T7/SP6
permitieron amplificar el inserto en su totalidad (Figura 16). Esto se debe a que los
cebadores T7/SP6 flanquean al inserto clonado de interés, sumando 183 pb desde
los cebadores T7/SP6 hasta el inserto clonado (Figura 36), obteniéndose una banda

acorde con el tamafio esperado como se muestra en la figura 16.
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T7 Transcription Start

5. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGE TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter | || ” | | ||
Apal Aatll Sphl Bstf | Moo |
GCGGE CGLGG GAATT CGATTS'[CbnEd inaert) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCGGCGLCC CTTAAGCTA ITTAGIG ATCAC TTAAG |C|GCCG GchlGA CGTClc ,'S«GCTGI
I
el Spel Ferr ol | g sl

Bsti | Bstl |

SPE Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT ARAT ... 37
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATATCACA GTGGATTTA . .5

| | | I | i | I SP6 Promoter
Nede | Sac| BstX | Nsi

Figura 36. Secuencia nucleotidica del sitio de insercion del los cebadores
T7/SP6, correspondiente al vector pPGEMT.

Los resultados obtenidos del producto de purificacion del plasmido (Figura

17) permitieron realizar la digestion del ADN plasmidico purificado con las

enzimas de restriccion, EcoRIl y EcoRV, obteniendo los fragmentos esperados

segun el mapa de restriccion (Figura 18). La enzima de restriccion EcoRl, es una

enzima que flanquea el sitio donde se inserta el gen de interés (Figura 37). Al

realizar el corte con esta enzima se libera el inserto, en este caso el inserto de 1800

pb, del vector pGEMT easy que genera una banda de 3015 pb (Figura 18).
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Figura 37. Mapa del vector pPGEMT easy. En el lateral se observan las
enzimas de restriccion que cortan el vector.

Los resultados mostrados en la figura 18 de la colonia 1 (carril 3) indican
que la digestion fue parcial, es decir, no actué completamente la enzima EcoRV
sobre todos los sitios de restriccion presentes en el ADN. Esto puede deberse a la
alta concentracion del producto de Miniprep. Al considerar que la colonia 2 tuvo
una menor cantidad de plasmido, el resultado parece indicar que el exceso de
plasmido en la colonia 1, pudo inhibir la enzima, dando como resultado la digestion
parcial de la colonia 1 (Luque y Herrdez, 2008). En caso contrario, en el carril 5,
ocurrié una digestion completa, observandose una sola banda correspondiente al

vector recombinante de la colonia 2.

Cuando se compararon las secuencias del TvPFR2 amplificada por la PCR

con los cebadores T7/SP6 y con los cebadores internos (Tabla 11), los cuales
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permitieron obtener la secuencia completa del TvPFR2, con la secuencia del gen
que codifica la PFR2 de TvY486 (Figura 20), se obtuvo una identidad de 95%.
Esta variabilidad entre ellas, pudiera deberse a que en este gen ocurrieron
mutaciones transicionales y transversales, sustituyendo un par de bases por su
alternativa o por otra de otro tipo. Por ejemplo, la sustitucion del par AT por GC, en
donde esta mutacion podria ocasionar cambios en la sustitucion de aminoécidos y
por ende en la proteina resultante. Sin embargo, las mutaciones presentes en la
secuencia pudieran deberse a problemas en la secuenciacion de la misma, ya que
solo se secuencié una vez y una Unica colonia. Cabe del tamafio del gen que
codifica la PFR2 se encontré en los intervalos sefialados en otros estudios

reportados por Abdille y colaboradores (2008) y Portman y Gull (2010).

Los resultados obtenidos de la comparacion aminoacidica de la proteina
PFR2 con otros tripanosmatideos (Tabla 12) indicaron que la secuencia de la PFR2
es conservada en las diferentes especies de Trypanosoma, como lo expuso Abdille

y colaboradores (2008b).

El arbol filogenético de la proteina PFR2 construido mediante el empleo de
las secuencias aminoacidicas completas de la PFR2 de distintos organismos (Figura
21), reveld variabilidad entre grupos, agrupandose T. brucei y T. evansi, sin
diferencias entre ellos. Al mismo tiempo, separ6 a los tripanosomas de las
leishmanias en ramas diferentes. L. infantum, L. major, L. mexicana y L.
braziliensis formaron un grupo distinto a partir de un ancestro en comun. El arbol
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filogenético realizado por Abdille y colaboradores (2008b) mostré el mismo patrén
de dos ramas que separa a las diferentes especies de Leishmania de las especies de
los Trypanosoma (Anexo 1), con ausencia de T. vivax. Con los estudios realizados
en este trabajo, se incorpor6 la secuencia de la proteina PFR2 en un nuevo arbol

filogenético (Figura 21).

Los resultados obtenidos en este trabajo, en relacion a las caracteristicas
Fisico-Quimicas, demuestran que la proteina PFR2 presenta una regidn antigenica,
ideal para la obtencion de anticuerpos. En relacion a la hidropatia, los resultados
sefialaron que la PFR2 presenta tres regiones hidrofobicas y 3 regiones hidrofilicas
y la region de accesibilidad al solvente estd estrechamente relacionada con el
caracter hidrofilico de la proteina. Mientras méas hidrofilica es la proteina, es mas
accesible al solvente, mas cargas exponen y por ende es mas antigénica (Figura 22)
(Hofmann y Hadge, 1987). Por lo que podria usarse como inmundgeno para la

creacion de anticuerpos, y asi poder controlar la tripanosomosis bovina.

Como se ha mencionado anteriormente, la CLH es una proteina vital en la
formacién de la vesicula que cubre los nutrientes que se introducen en el parasito
(Landfear e Ignatushchenko, 2001). Una mutacion en el gen, impide la formacion

de la vesicula y por ende la incorporacion de nutrientes.

Al no haber reportes de oligos que amplifiquen la TvnCLH, el disefio de los

cebadores se realiz6 con base en la secuencia parcial de la CLH de TvY486 (Figura

94



23). Los cebadores fueron denominados TVCLHF y TVvCLHR (Tabla 13) y fueron
disefiados en funcion de la region N-terminal, porque corresponde a una region
antigénica de la proteina. Se selecciond la secuencia parcial de 535 pb, de las 5100
pb (Anexo 2), ya que la CLH es una proteina de gran tamafio y alta masa molecular
(Wakeham y col., 2003). De hecho, los resultados mostrados en la figura 34
indicaron que la clatrina es antigénica en toda su extension, sin embargo la
Tv,CLH, acotada por las barras, demuestra que en la secuencia seleccionada se
encuentran dos de los picos méas antigénicos de toda la proteina. Esta secuencia de
la region N-terminal fue escogida debido a que es esencial en la union de los
trisqueliones y para la completa formacion de la vesicula que ayuda en la
incorporacion de nutrientes al interior del parasito (Landfear e Ignatushchenko,

2001; Willox y Royle, 2011).

Los resultados obtenidos de la amplificacion de la Tv,CLH demostraron que
los cebadores utilizados fueron capaces de mostrar la banda esperada de 535 pb. El
gradiente de temperatura realizado para la mezcla de reaccion permitio identificar
que la temperatura de hibridacién fue de 59° C (Tabla 14). Dicha temperatura fue la
Optima para la amplificacién de una Unica banda de 535 pb (Figura 24). A menores
temperaturas se observé que hay mayor nimero de bandas, lo cual indica que hay
una mayor inespecificidad. La banda obtenida de la amplificacion del ADN de
parasitos purificados con los cebadores TVCLHF/R fue tenue probablemente debido

a que la concentracion del ADNpp fue baja, pero a pesar de esto se obtuvo una
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Unica banda sin inespecificidad. Por lo que, a temperaturas mayores se favorece la

amplificacién de esta secuencia (McPherson y Moller, 2006).

Para la seleccion de la enzima, se realizd el mapa de restriccion in silico
mostrado en la figura 26. La enzima Kpnl corta el amplicdn en dos fragmentos de
tamafios conocidos y no corta en ningun sitio el vector de clonacién. Por lo que,
ésta fue la enzima seleccionada para hacer las digestiones en la practica. El corte
generd la hidrolisis del enlace fosfodiester de cada hebra ocasionando la ruptura de
la secuencia parcial de la CLH en dos bandas y/o fragmentos, uno de 432 pb y otro
de 103 pb (Figura 27), estos tamafios obtenidos concuerdan con el tamario esperado

segun el mapa de restriccion.

Los resultados obtenidos por secuenciacion automatica de la secuencia
parcial de la CLH amplificada por PCR presentaron un 88% de identidad con la
secuencia parcial de la CLH de TvY486 (Figura 28). Como se menciond
anteriormente, la diferencia entre estas secuencias pudiera deberse a problemas en
la secuenciacion automatica, ya que al momento de secuenciar con los cebadores
TvPFRF/TVPFRR no se obtuvieron las primeras pares de bases en ambos sentidos,

dando asi un bajo porcentaje de identidad entre ambas secuencias.

Los resultados obtenidos de la transformacién demostraron que de las nueve
colonias blancas amplificadas por PCR, con los cebadores TvCLHF/TVCLHR,

cuatro tenian el inserto de interés (Figura 30). El resto de las colonias, segun el
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planteamiento de McPherson y Msglle (2006) pudieron ser positivas, por la
presencia de dimeros de cebadores presentes en el producto purificado que lograron

ser transformadas o por a la presencia de un agente contaminante.

A su vez, los cebadores TVvCLHF/TVCLHR permitieron hacer la
amplificacion del ADN plasmidico de la Tv,CLH dentro del vector recombinante,
mientras que los cebadores T7/SP6 permitieron amplificar el inserto en su totalidad

(Figura 30), ya que estos flanquean la secuencia clonada de interés.

Los resultados obtenidos con la purificacion del plasmido (Figura 31)
permitieron realizar la digestion del ADN plasmidico purificado con las enzimas de
restriccion EcoRI y Kpnl dieron los fragmentos esperados segun el mapa de
restriccion (Figura 32). Como se menciono anteriormente, la EcoRI flanquea el
inserto de interés (Figura 37), por lo tanto el corte del ADN plasmidico con esta
enzima de restriccion permitio liberar el fragmento de 535 pb del vector de
clonacion. Por otro lado, el corte con la Kpnl linearizé el fragmento, ya que esta
enzima corta Unicamente al vector de clonacion, sugieriendo asi que el amplicon

corresponde a la Tv,CLH.

Los resultados obtenidos de la comparacion de la Tv,CLH, de la colonia 6,
con la secuencia parcial de la CLH de TvY486 indicaron una identidad de 99%
entre ellas (Figura 33), pudiendo atribuir esta diferencia en identidad a errores en la

secuenciacion automatica, ya que la secuencia parcial de la CLH del aislado en
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Africa mostré una homologia casi perfecta con respecto a la data disponible en

GenBank.

Por otra parte, la alineacién de la Tv,CLH con las secuencias de la CLH con
otros organismos permitié confirmar la relacién evolutiva que existe entre T. cruzi,
y T. vivax descrita por Desquesnes (2004). Ademas, el alineamiento permitio
conocer que la CLH de T. vivax presenta una baja identidad con la CLH del Bos
taurus, pero con la Tv,CLH no presentdé ninguna identidad (Tabla 16). En este
sentido, el arbol filogenético (Figura 34), confirmé el planteamiento expuesto ya
que, la Tv,CLH se encuentra en una rama distinta de la CLH de Bos taurus, por lo
que ésta no interfiere en el proceso de identificacion de la Tv,CLH. Ademas, el
arbol filogenético ubica la Tv,CLH dentro del género de los Trypanosoma,
evidenciando una mayor proximidad filogenética entre T. vivax y T. cruzi, que entre
T. vivax y Leishmania sp, a pesar de que estos dos ultimos parasitos son trasmitidos
por la saliva del vector (seccion salivaria), mientras que T. cruzi se transmite por las

heces (seccidn stercoraria).

Por su parte, la CLH presentan una region altamente antigénica, ideal para la
obtencién de anticuerpos. Presenta 2 regiones hidrofilicas y dos regiones
hibrofobicas localizadas en el extremo amino terminal y otra en el extremo carboxi
terminal (Figura 35). En relacion a la region correspondiente a la Tv,CLH, se
observa que hay un gran pico hidrofilico que estd relacionado con el pico
correspondiente a la accesibilidad al solvente, por lo que se podria decir que esta

98



secuencia es antigénica y como se menciond anteriormente, es ideal para la

obtencion de anticuerpos (Hofmann y Hadge, 1987).

Finalmente, las proteinas identificadas en este trabajo pudieran servir como
posible inmundgeno para el control de la tripanosomosis en Venezuela. Para ello, se
necesitan mas investigaciones que finalmente puedan derivar en la creacién de
vacunas, como por ejemplo, aquellas que impliquen el disefio de nanoanticuerpos,
en donde los antigenos serian las proteinas PFR2 y la secuencia peptidica parcial de
la CLH. Dado que el bolsillo flagelar representa el 0,43% de la membrana
plasmatica del parasito (Hung y col., 2004), el nanoanticuerpo seria capaz de entrar
con mayor facilidad en el bolsillo flagelar en comparacion con un anticuerpo
(Stijleman y col., 2011). Por otro lado, la identificacion de estas secuencias de T.
vivax, de un aislado venezolano, podrian servir para llevar a cabo prueba de
mutagénesis dirigida como los que se han hecho para otros tripanomatideos (Maga
y col., 1999; Saravia y col., 2005; Abdille y col., 2008b). De esta manera se

evidencia la importancia de las investigaciones realizadas sobre estas secuencias.
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CONCLUSIONES

Se identificaron las secuencias del TVvPFR2 y la Tv,CLH. En el caso de la
TvPFR2 se obtuvo la secuencia completa de 1800 pb, mientras que para la
TvnCLH se obtuvo una secuencia parcial de 535 pb, que hasta este momento,

estas secuencias no han sido reportadas.

El disefio de los cebadores especificos TvPFRF/TVPFRR y TVCLHF/TVCLHR
permitio la amplificacion del gen que codifica la proteina paraflagelar 2 y la

secuencia parcial de la clatrina de un aislado venezolano de T. vivax.

El disefio de cebadores internos, para las amplificaciones de la PFR2,
permitieron obtener la secuencia completa del gen al hacer los alineamientos

de los productos.

Los cebadores TVPFRF/TVPFRR podrian servir para diagnosticar la presencia

de T. vivax en el hospedador.

A nivel de comparacion de secuencias aminoacidicas se encontrdé que tanto
PFR2 como CLH, sugieren que T. vivax presenta una mayor identidad con T.
cruzi que con T. brucei o T. evansi, estos estudios apoyan la proximidad

filogenética entre T. cruzi y T. vivax.
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v Los ensayos de prediccion de antigenicidad mostraron que tanto la PFR2 como
la CLH poseen regiones inmunogénicas. La PFR2 presenté la mayor
antigenicidad en el dominio distal, mientras que la CLH presentdé mayor

antigenicidad en los extremos amino y carboxi-terminal de la proteina.
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8. PERSPECTIVAS

v' Expresar la proteina paraflagelar 2 y la secuencia parcial de la clatrina de
T. vivax en el vector peT28a, ya que ambas proteinas se ha convertido en

una diana terapéutica prometedora.

v Utilizar ambas proteinas como posible inmunodgeno en el ganado

venezolano.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Arbol filogenético de la secuencia de la proteina PFR2, descrito

por Abdille y colaboradores (2008b).
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Anexo 2. Se observa en color rojo la secuencia parcial putativa de la CLH de la

region N-terminal. Esta secuencia se ubica en la posicién 504 pb hasta la 1039 pb

en relacién a la secuencia completa de la CLH, presentando un 100 % de

homologia con el fragmento equivalente en la CLH putativa.
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4291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420

CLHconpleta AGTCCCCAGCTTCTTCAGGACCTGCTGTCARGCTTGTTCAAAACTCTEGACCCAGAGCGCGTTCTGCGCEAGGTGARAGCCGTCGCCTCTGTTCACCTCATCCACCAGTATCTTGAGACGGTGCAGAACT
CLHparcial

OIS MIEUS 4 tuatensessosssssoesoesoesoessessossssssessstostosssessssstsststestostossseisssstsststtstostosssersosstsssstsssostossssssnssssnsss

4421 4430 4ddo 4450 4460 4470 4480 4430 4500 4510 4520 4530 4540 4550
1 1

CLHconpleta GAAATGCTARACTGATCARTGAGGCCCTGARCGAGTTCTACGTTGAGEAGGAGARCTTCACTGCTCTTCGCCATTCCGTAGAGAACTATAATARCTTTGATTCAGCCGAGCTGACCGCARAGTTGGARRR
CLHparcial

L

4551 4560 4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680
CLHconpleta IIEFITGGHGCTTl:TI:GFlﬂTTCI:GCHFIRﬂTTGCTCTCTTCETTCI’ITCEHCGCHHCﬂﬂﬂHGCTHTECGTHTGCGHTGRCTGTI G AAGC IHIHILﬂGGFIFIGCCHTTGHGHCTGCGGCGGHGRGII:
4681 4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800 4810

CLHconpleta ARAGATATCTCAGTTGTGGARGATTTGCTGGACTTTTTCGT TGTGGACCACCCTGAGTGCTTCGTTACGTGCCTCTATGTTTGCTACGACCTCCTCACACCTCARTTGETGCTCGAGARGGCATGGCTCA
CLHparcial

L

4811 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920 4930 4940
| |

CLHconpleta ACARGTGCATGGATATTGCCATGCCETACCTCATTCAGTCTATACAGEACTATACGTCACGTGTGATTCETATTGAGAARAGCATGTCTGARGCCCACGAGTCTGGGARAGAGACCGAGCGTCGCAGLGG
CLHparcial

OIS MIEUS 4 tuatensessosssssoesoesoesoessessossssssessstostosssessssstsststestostossseisssstsststtstostosssersosstsssstsssostossssssnssssnsss

4341 4350 4960 4970 4980 4930 5000 5010 5020 5030 5040 5050 5060 5070

CLHconpleta TCARCCCTTCATGGCGGGTARCGATCCGCTGATGATCCARGCCGECCCTRCGRTGTCGGCAGCACCCTCCATGATGCAATTCCAGCAGCCARTGGGCTACGGTATGCATCCTCARGGTGGTCATGCAGGT
CLHparcial

L

5071 5080 5090 5100

CLHconpleta GGAGCACTGTACGGGARTGGTGTATTCTAR
CLHparcial

CONSENSUS  sesisssssssssssssssssssssssssss
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Anexo 3. Analisis de la secuencia del gen que codifica la PFR2 de Leishmania

brasiliense, T. brucei, T. congolense, T. evansi y T. vivax. L. brasiliense, T. brucei,

T.congolense y T. evansi presentan una identidad de 83,5%, 83,7%, 84,2% y 83,7%

respectivamente con T. vivax.

T.vivax
T.congolense
T.evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.vivax
T.congolense
T.evansi
‘brucei
Leishnania
Consensus

T.ovivax
T.congolense
T evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.vivax
T.congolense
T.evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.wivax
T.congoalense
T.evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.vivax
T.congolense
<evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.vivan
T.congolense
T.evansi
T.brucei

1 10 20 30 40 50 (1) 70 80 90 100 110 120 130
1

1

ATGAGCECGARGGRAAGT-——CGEARCAGTEGACCCCGCGEACCAGCAGCAGCCCGCEGTECCCEAGETGACGEACATCACGE TGGAGGCCGCCCGCAAGCAGAAGATCCACARCC TGAAGC TEARRACTG
ATGAGTGCARAGGAGGTGGACGGAGTCATTGGTCCCGCGGACCAGCAGCAGCCGGGTGTGCCAGAGG TGACCGACGTCACCCTGGAGGCCGCCCGCARGCARARARTACACAARCCTARAGC TGAAGACCE
HTEHEEEEHHHEEHHETTEHHEETETTETEHETI:ETEEEEHEI:HEEHEEHEEI:HEEI:ETEEEEEHEETHHEHEHTHTEHI:EETEEHEEEI:EEI:EEI:HHEI:HEHHHHTTEHEHHEETEHHETTEHHEHEEE
ATGAGCGGARAGGAAGTTGAARGGTGTTGTGAGTCCTGCGGACCAGCAGH ARGT TGAARGACCG
AT GOCAGCGLT GCBCAL AT ARG TACBEORT -~ BOCROCCECABEABTGACAGAT T BCLOGNBGT BBGEGNLATEACOCT CENOGETAEECRCNABCABNABNTECACAACCTGARGLTBARBALGE
ATGAGege . aapGaght . .a.Ggagta.t. ggtoo. GLGEaCcabeaboabeleG. tGTeCCeGAGET pacchAcaT CACC TGGABGLCGLeCGCAAGC AgAREATSCACARCC T2ARGS TEAREAC .. 6

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 ZBO

EETEEETETEEHHTEHEEHETHEETEEHEEHEETEEHTETETCEHEETEEHEEEHEHEEEHEEEEEHEHHEETEEHEHEEEEEEHEEHEHHEEEEEHEEHEETEETTEEHEEHETEEHEEETEEEHEEHH
CGTGTCTTTCCAAL AGGGTGGCACGAR
CCTGCCTTTCGAAR AGGGTGGGACGAR
CETGECTITCONTGNGOAATATET CCABGACETGCACGTATECARBT COAGTAAGAC AEAGAAGCAGANGET GCARGCT CCACACONCANAGCGETGNATTGCTTGCETCAGT NGB TAGACENA
CGTECCTGTCGAACGAGGAGTTCATCCAGEACE TGCACGTETCCGAC TGGEAGLGAGACGCAGARGCAGAAGC TCGGAGCTGCECACGAGARGECCECGGAGETGLTTGCTGCEGTEGAGAGCEGGACGAR
CeTGcCTeTCeARCEAGGAETace TcCAgGACC TGCACGTeTCCgacT! GCAGaaGCAGARgCT: CrGCgCAC GAgcTgCTTGE . gCaBTEGAGEGLGEEACGAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1
GTGGAGCC TGACGGAGGCATACGACATCAGGAAGC TGATGCGCGTGTGCEGCC TEGAGCTCTCCGTECGCGAGE TGTACARGCCGGAGGATARGCCGCAGT TCATGGAGATCGTGGCGCTGARGARGACE
ATGGAGCC TCACAGAGGCATATGACATCARGAAAC TGATGCGCGTTTGTGGCC TCGAGATGTCCATTCGCGAGE TCTACARGCCGGAGGACARACCACAG T TTATGGAGATCATTGCACTGARGARGACA
GTGGAGCC TGACAGAGGCGTATGACATCARGAARGC TGATGCGCGTCTGTGGTCTTGAGATGTCTGTECGTGARC TGTACAAGCCGGAGGACARGCCACAG T TCATGGAGATTGT TGCACTCARGARGACA
GTGGAGCCTGACAGAGGCGTATGACATCAAGARGC TGATGCGCGTCTGTGGTCTTGAGATGTCTGTGCGTGARCTGTACAAGCCGGAGGACARGCCACAGT TCATGGAGATTGTTGCACTCARGAAGACA
RTEEﬁEECTEREﬁﬁREECETREﬁﬂCETﬁEHﬁRHECTERTECEEETETﬁEEﬁEETEEHﬁRTﬁTECETECEEﬁRECTﬁTREHREECEﬁﬂﬁEHCRHﬁEEECRETTERTEEREHTTETEECEETERHERHEREE
aTGGageCTgACeGAGGECeTAcGACaTcaaGARgCTEGATGCGCGTeTGe6G.CTeGAGaTeTCoe TeChi CeCAGTTcATGGAGATLeT . GCeCTgARGARGAL .

391 400 410 420 430 440 450 460 azr0 480 4930 500 510 520
1 1

CTGAACGAGC TGARGCAGCACCACARCARGACGCGCACGGETGTCGTTCACCGECACGATCGACARCGCCATTECGAAGE TGGAGARGATCGAGGATGAGE TGCGCCGTTCGCARCTGGATGCGTCCGAAR
ATGAACGAGC TGARGCARCATCACARCARGACCCGCACGGETGTCTTTCACTGECGTEATCGACACCGCCATTECCARGT TGGAGARGATCGAGGATGAGE TCCGCCGCTCGCAGCTTGATGCGTCTGAGA
ATGAACGAACT GARGCAACATCACARCAAGACTCGCACGGTGTCTTTCACCGGCATGATCGACARTGCCATCGCCAAACTGGAGARAATCGARGACGAAC TGCGCCGGTCCCAGCTCGACGCTTCTGAGA
ATGAACGAACTGARGCARCATCACARCAAGACTCGCACGGTGTCTTTCACCGGCATGATCGACARTGCCATCGCCARACTGGAGARARATCGARGACGAAC TGCGCCGGTCCCAGCTCGACGCTTCTGAGA
CTEHHEEHEETEHHEEHEEHCECHHHEHHEHEEEEEHCEETETEEETEHEEEEHHEEHTEEHEHEEEEEECTETEHHEETEEHEHHEEEEEHEEHEEHEETEEEEEHETEEEHEETEEHEEEETEEEHEE
cTGAACGAgCTGARGCAgCAcCacARCARGACECGeACGETGTCgL TeAC, TCGACA.cGcCatkt GAgGA.GAgCTegCGeleg TCgCAgCTeGAcGCeTC . .GA.a

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1
TGGCACAGGTCCCCGTGGCGATGE TGAAGAACG TGGAGGAC TECATGAACGTEAC TETCETGCAGACCGCGC TGCTTGGCARTGAGGAGCAGATCARGCTGCAGC TGGAAGCAAT TAAGAAGGCAAGCGA
TGGCGCAGGTTCCCGTGACCGCACTGAAGAACATGGAGGACTGTATGAACGTTGCGGTAGTACARACTGCGCTTCTCGGTAATGAGGAGCAGATCARGGCACAACTTGCCGCGATTGAGAAGGCGAACGA
TGGCGCAAGTTCCTGTGGCTGCACTGAAGAATATTGAGGACACGATGAACGTEGCTGTTGTGCAGACGGCTCTTCTTGGGAACGAGGAGCAGATCARAGCCCAARCTTGCAGCCGTTGAGAAGGCGAACGA
TGGCGCARGTTCCTGTGGCTGCACTGAAGARTATTGAGGACACGATGAACGTGGCTGTTGTGCAGACGGCTCTTCTTGGGAACGAGGAGCAGATCARAGCCCARCT TGCAGCCGT TGAGAAGGCGAACGA

TGGCGARGGTGCCEGTECCTGTGETGAAGAGTC TGGAGGAC TECATGAACGTGACTGTTGTGCAGARCGCGC TGCAGGGCAACGAGGAGCAGAT TGCGGCGCAGC TCGCCGCGATCGA GTGCGA
TGGCgcAgGT .CC.GTG. Chgtec TGAAGAAL . T2GAGGACL 2cATEGARCGTgaCLGTLETeCAgAccGCeCTeCL | AGAT AgCT.GocGlgaTt CGA
651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1 1
TATCCGCAARCGTTGCCATTGCGGACGGTGAGATGGCGATCGCTGAGGAGCAGTACTACATCAAGGCGCAGC TGCTGGAGCACCTCGTTGAGC TCGTGGCCGACARGT TCCGCATCATTGGCCAGACGGAG
GATCCGTAACGTTGCCGTTRCGGATGGTGAGATGGCAATTGLTGAGGAACAGTACTACATCAAGGCGCAGCTGCTCGAGCACCTTGTGGAGCTTGTGGCTGACARATTCCGTATCATTGGCCAARACTGAG
AATCCGTARTGTTGCCATTGCCGATGGTGAGATGGCGATTGCTGAGGARCAGTATTACATTARGGCGCAGCTGTTGGAGCACCTTGTGGAGCTTGTGGCCGACARGT TTCGCATCATTGGGCARAC TGAG
AATCCGTARTGTTGCCATTGCCGATGG TGAGATGGCGATTGCTGAGGARCAGTATTACATTARGGCGCAGC TG T TGGAGCACCTTGTGGAGCTTGTGGCCGACARGTTTCGCATCATTGEGCARACTGAG
GATCCGARACGT TGCGATCGCGGACGGCGAGATGGCGATCGCGGAGGAGCAGTACTACATCARGGCGCAGC TECTGGAGEACCTTGTGGAGCTCGTGGCGGACARGT TCCGGATCAT TGEGCAGACGGAG
gATCCG.AACGTTGCcaTLtGCgGAcGELGAGATEGCgATCGCLGAGGAgCAGTACcTACATCARGGCGCAGC TG TgGAGCACCTLGTGAGC TcGTGGL .GACARgTTcCG. ATCATTGGgCAgACEGAG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 ago 890 o0 910

1 1
GACGAGAACAAGCAGT TCAGCAAGATCCACGAGG TGCAGAAGAAGTCGTTCCAGGAGGCCGCCGCCATCARGGACGCGAAGCGTCGCC TGARGCAGCGCTGCGAGGACGACCTGARGAGCC TGCACGACA
GATGARAACARGCTTTTTTCCAAGATCCACGACGTTCAGAAGAAGTCATTCCAGGAGGCTGCCGCARTCARAGACGCGAAGCGGCGCC TGARGCAGCACTGCGAGGAAGATCTACGCCATCTGCATGACG
GATGAGAATAARGAGCT TCAGTAAGATCCACGAGG TACAGAAGAARGTCAT TTCAGGARTCTGCCTCARTCARGGACGCGAAGCGCCGCCTTARGCARCACTGCGAGGACGACCTACGTRACCTTCACGATG
GATGAGAATAAGAGCTTCAGTAAGATCCACGAGG TACAGAAGAAGTCATTTCAGGAATCTGCCTCAARTCAAGGACGCGAAGCGCCGCCTTARGCAARCACTGCGAGGACGACCTACGTAARCCTTCACGATG

Leishnania  GACGAGARCAGGGECTTCGRGCAGRATCGCGGRCACACAGANGCGCGCGTTCORGGAGRAL TGCGGCGL TGANGEACGEGANGEEGCGEC TEANGGLGCGETGTGAGGACGATCTGCACAGECTECACGNTG
C gcTTc. .. alGATCcachacgt aCAGAAGaagt CgTTcCAGGAE . CEGCcgl . aTcAAgEACGLGAAGEGgCHCL T; CT: TgCAcGALy
911 9z0 930 940 950 960 a70 g0 990 1000 1010 1020 1030 1040

1
T.vivax CGATCCAGARGGCCGACCTGGAGGACECAGAGECCATGARGCGCTTTGCATCACAGAAGGAGAAGTCCGAGCGETTCATCCACGAGAACE TREACARGCAGGACGAGECETGGCGECGCATCCAGGAGET
T.congolense CGATCCAGARGGCAGACCTBGAGGATECTGAGECCATGARGCGT TTCGCATCACARAAGGAGARGTCGGAGCECTTCATTCATGAGAACE TTEACARACAGGACGAGGCATGGECGCCGCATCCAGGAGET

T.evansi
rucei
Leishmania

Consensus

T.vivax
T.congolense

Consensus

T.vivax
T.congolense
T.evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.vivax
T.congolense
T.evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.vivax
T.congolense
T.evansi
T.brucei
Leishnania
Consensus

T.ovivax
T.congolense
T.evansi

CCATCCAGARAGCTGACT TGGAGEACGCCEAAGCCATGARACGEGT TCGCCACGECAGARGEAGAAGTCGGAGCGGT TCATCCACGAGAACC TCGACARACAGGACGAGGCATGECGTCGCATTCAGGAACT
CCATCCAGARAGCTGACT TGGAGGACGCCGARGCCATGARACEGT TCGCCACGCAGARGEAGARGTCGGAGCGGT TCATCCACGAGAACC TCGACARACAGGACGAGGCATGECGTCGCATTCAGGAACT
CAATCCAGAAGGCAGACC TTGAGEACGC GEAGGECGC TGARGCET TACGC TACGECAGARAGAGARGAGC GAGCAGC TEATGECEGAGAANCETGGAGCGECAGAGL GAGGCGTGECGCARGATCCAGGAGCT
C.ATCCAGARgGCaGACC TgGAGEACE  6AgGCcal GARgCEE TLCGE , aCgCAgARgEAGARAGE ccGAGCEEE TeAT . ca, GAGAACCTghAcaagCAGEal GAGGCE TEECGecgeATcCAGEAECT

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1
GGAGCGCGTGCTGCAGCGCCT TEEGACGGAGCGL T TCGABGAGG T CARGCGGCGCAT TGATCGL GCARGGTGGAATACCABCAGT TCCTCGATETGTGTGEGCAGCACARG
TGAGCGCGTGCTACAGCGCCTCGEAACGGAGCGLT TCGAGGAGG T GARGCGTCGGATT! GATCGT GCARGGTGGAGTACCAGCAGT TCCTCGATGTATGTGEGCAGCACARG
GGAGCGCGTGT TGCAGCGCCT TGEGACGGAGCGTT T TGARGAGG T GARGCGCCGTATT! GACCGL GTARGGTGGAGTACCARCAGT TCCTCGATGTATGTGECCAGCATARA
GGAGCGCGTGTTGCAGCGCC T TGEGACGGAGCG TTTTGARGAGGTGAAGCGCCGTATT! GACCGE GTAAGGTGGAGTACCAARCAGTTCCTCGATGTATGTGECCAGCATARA
GGAGCGCGOGE TGCAGCGGE TEEEGACGGAGCGL T TCGAGGAGG TGAAGCGECGGATC GACCGCGAGGAGCGGCGCCETGTEGAGTACCABCAGT TCC TEEACG TGTGCGEGCAGCACAAG
2GAGCGCGE GeTECAGCGECT , GEgACGEAGCGE T TeGAEGAGGT gAAGEGECGEAT GeaagGTGGAETACCAZCAGTTCCTCGALGTETGE GEgCAGCACARY

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

AAGCTGCTTGAGCTGTCCGTGTACARCTGTGACCTTGCGCTGCGGTGCATGGEGCATGCTEGAGGAGATARTGGCAGAGGEC TGCAGCGCTATCARGTCGCGCCACGACARGACATGCGAGGAGCTTGCAR
AAGCTGCTGGAGCTGTCTGTGTACAATTGCGATCTTGCGTTGAGATGCATGGGTATGCTGGAGGAGATTGTAGCCGAGGGC TGCAGTGCTGTCAARTCGCGTCACGACARGACGARCGATGAGCTATCCG
AAGCTGCTGGARCTGTCTGTGTACAACTGCGACCTTGCGCTTCGCTGCATGGGTATGCTGGAGGAGATCGTAGCCGAGGGEC TGCAGTGCCGTCAAGTCACGCCATGACARGACGARCGATGAGTTGTCTG
ARGCTGCTGGARCTGTCTGTGTACAAC TGCGACC TTGCGCTTCGCTGCATGGETATEC TEGAGGAGATCE TAGCCGAGGEC TGCAGTGCCGTCARG TCACGCCATGACARGACGAACGATGAGTTGTCTE
ARGCTGCTGGAGCTGTCCGTGTACAAC TGCGACC TTECGE TGCGGTGCACCGECATEGTEGAGGAGE T66TAGC GGAGAGC TGCAGTGCGATCARG TCGCGGCACGACAAGATGGEC GAGGAGC TCGCGE
AAGCTGCTgGAgCTGTCeGTGTACARCTGeGACCTTGCGe TgeGe TRCAL gGGcATGe TEGAGGAGAT . gTabl . GAGEGC TGCAGLGE . aTCAAgTCgCG. CAcGACAAGACc . gCGAgGAGeT .gC. g

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1380 1400 1410 1420 1430

GCCTGAGCCTGCAGGTGCACCAGGAGTACCTGGAGGCGT TCCGCCGCCTGTACARAACGT TGGGCCAGCTGGTGTAL GCCTC ITTGACCGCAACATCCGCACGACGCATAT
ARATGCGTCTACAGGTGCACCAGGAGTACCTTGAGGCATTCCGTCGTCTGTACARGACACTTGGTCAGCTTGTCTACARGAAGGAGAAACGCC TGGAAGAGATTGACCGCARCATCCGTACCACGCACAT
HEETTEEEETEEHEETEEHEEHEEHETHEETEEHEEEHTTEEETEEEETETHEHHHHETETTEEEEHEETTETETHEHHEHHHEHHHHEEEEETEEHEEHEHTTEHTEEEHHEHTEEEEHEEHEHEHEHT
ACCTTCGGCTGCAGGTGCACCAGGAGTACC TGGAGGCATTCCGTCGCCTGTACARAAC TCTTEGCCAGCTTGTGTAL TTGATCGCARCATCCGCACCACACACAT
REETGEGGETGERGGTGEREERGGRETREETEGﬂGEEGTTEEGGEEGETGTRERREﬂEEETEGGEEﬂGETTETGTRERRGRRGGRGHREEGEETEGﬂGEﬂGRTEEﬂEEEEERGRTEEEEHEEHEEERERT
a.cTgebgCTgCAGGTGCACCAGGAGTACCTGAGGCgTTCLG . CG.CTGTACARgACeeT . 6G. CAGCTEGT' tGAcCGCaAcATCCG ., ACACgCACAT

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1

TCARCTGGAGTTCGCCATTGAGACATTCGACCCGAACGCGAAGCAGCACTCTGACCGGAAGAAGGAGC TGTACAAGC TGCGTGCGCAGGTGGAGGAGGAGC TGGAGATGC TGAARGGACARGATGGCGCAG
TCAGCTTGAGT TTGCTATTGAGACCT TCGACCCCAACGCGAAGC TGCACTCCGACARGARGARGGATC TETACAAGE TCCGTGCGCAGGTGGAGGARGARC TCGAGATGL TGARGGACARGATGGC TCAG
TEHHETEEHETTTEEEHTTEHEHEETTTEHEEEEHHEEEEHHHETHEHETEEEHEHHEHHEHHHEHEETHTHEHHHETTEETEEEEHEETEEHEEHHEHETTEEHEHTEETEHHEEHEHHEHTEEEEEHE
TCARCTGGAGT TTE CARGATGGCGCAG
CERGCTGGRGTTTGCEﬂTEGREREGTTCEﬂCEEGRREGEGRRGHREERETCEGREREGRﬂGRﬂGERGCTGTRERREETEEGTGCECHGETGEﬂGEﬂGGRGCTGGRGHTEETEHREGRERHGRTGEEGERG
tCAgCTeGAGTTLGC . ATLGAGAC . TTcGACCCgAACGCGAAgcagCACTC . GACa . GARGAAgGAgCTgTACAREC TCGTGCGCAGGTGGAGGAEGAgc TeGAGATGC TGAAGGACARGATGGC2CAG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1

GCGCTGGAGATGT TTGGECCCGACGGAGGACGCGE TGARCCAGGECCGECATCGAGT TCGTECACCE TECCEAGEAGG TGGAGGATGGCARTATGARCCGCCGCAGCAAGATGGTGGAGTACCGTGCGCACT
EEEETEEHEHTETTEEEEEEEHEEEHEEHTEEHETEHHTEHEEEEEEEHTEEHHTTTETHEHEEEEEEEEHHEHEETEEHEETTEEEHHTHTEEHTEEEEEEHEEHHEHTEETEEHHTHEEETEEEEHET
GCGTTGGAGATGT TACCGTGCACACC
GEETTEGREﬂTETTTEGREETRETGRGGRTGEGETEﬂREEREGETEGTRTEEﬂTTTTGTTEREEETGETGREGREETTEﬂGTEEEGERRERTGGRTEGEEGEﬂGEﬂHGRTGETGEHGTREEETGEHEREE

‘brucei

Leishmania TCGCTGGAGATGTTCGGGCCGACGGAGGACGCGE TGCACCAGECAGECATCGAGT TCETECACCCCGCEEAGEAGGTGGAGGACGECAACC TEAGCCGTCGCAGCAAGATCGTGGAGTACCGCGCGCACT
Consensus  gCGeTGGAGATGT TeGE . CLgACEGABGACGCeC TGaACCAGEL . GEcATCGAg T TeGTgCACCCeEL . GARGAGGTgGAGzacGECAAcaT GaacCGeCGCAGCAAGATGTGGAg TACCGLGCECACE

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1808803

T.vivax TGGCTANGE TGARGAT T6CGGCCGAGCGOGRAGGAGE TEARGCGE TCCARGAT GE TACAGAGE CAACAGCACCGLGGCCGEACGE TGLAGCAGATCACGCAGTAE

T.congolense TGGCCAAC ARTAACCCAGTAR

“evansi TOGCEANECALGNGGABETCANGATTOECOCBOAGCOLOAGGAGLTBARACOATCTAAGAT BLTLCAGNGLEAGCAGTACC GLOGCEREACGA T GECAENAATEAC TENGTAG

T.brucei TGGCGARGCAGGAGGAGGTEANGATTECCGCGEAGCECGAGEAGCTGARACGATCTARGATGCTCCAGAGCCAGCAGTACCGCGGCCGCACGATGECGCAGATCACTCAGTAG

Leishnania TTEEERH-- TEARGATCGC TGCAGAGCECGAGGAGE TEARBCGCECGARGETGE TGCAGAGC CAGCAGTACCGCGGCARGACGETGCACCAGATCACCGAGTAR

[ GCARGL TGAAGATLEC . 6C. GAgCEcGAGGAGE TgAAgCEet L. ARGaT GeTgCAgAGeCAgCABL aCCGeGGCegcACee TeCagCAgATCACCCAGT AR
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Anexo 4. Analisis del gen que codifica la CLH de Leishmania brasiliense, T. brucei

y T. vivax. L.

respectivame

L.brasiliense
T.brucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
.brucei
T.wvivax

Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T,vivax

s

brasiliense y T. brucei presentan una identidad de 66,9 % y de 69,1 %

nte con T. vivax.

1 10 20 30 ao 50 60 70 80 0 100 110 120 130

1

ATGAACTCTCCCTCACTTTCTTTGGAGGTCTTTCARCTTARCTCCGTCTCGGGTGGCCTCCGCCCGGGTTCCATCGCCTTCARARATGTCACGGTAGAGAGCGAGAAATATGTCTGCGTCCGCGATGTGE
ATGGATAATCCACTARCCTCTGCGGAGGTCTTTCARCTCARCTCCGTCTCTGGTGGGTTGAGACCGGGAACCATTTCCTTCARGACAC TGACGC TGRCAGAGCGACAAGTACGTTTGCATCCGCGATGTGE
ATGAACGGCCCCTTGACGACAGCTGAGGTTTTCCAGT TGARTTCTGTCGCCGGTGGTCTGCGGCCCGGGACARTCTCCTTCARGACAT TGACAT TRGAGAGCGACARGTATGTCTGCCTCCGCGATGTGE
ATGafc. .tCCettaac . LCbgcgGAGGTcTTLCAacT .ARGTCCGTCLL .66TG6. cTec6.CCeGh . aCcATeLCCTTCARgAca. TeACe . TegAGAGCGAcAAg TALGTCTGC . TCCGCGATGTGC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1

AGGAGGACGGGECAGACATCACTCGTCATCGTTGATATCGAGARGCGTGAGAGCATTCGARACARCGTCAAGGATGCGGAGTCGTGTATTATGARCCCCAGGTCGAARATCCTGGCGLTCCGCAGTGGTCG
ARCCTGATGGTCARACCTCTCTTGTTATCGTGGATC TCGEGARGCGEGAGAGCATGCGCARCAGTATACGTGATGCGGAGTCAGCCATCATGARTCC TATGECARAGATTCTTGCAC TCCGCAGCGGLCG
AGCCGGATGGECAGACGTCACTTGTCATTGTGGACT IGGAGARACGTGAGAGTATGCGGAARCARCAT TCGCGATGCGGAGTCGECCATARTGARCCCCARGTCARAGATCCTTGCGCTTCGCAGTGGTCG
AgccgGALGGECARAC, TCAaCTEGTcATCGTEGAE , TeGaGARgCGE GAGAGEATECE, ARCAacaT .cg  GATGCGGAGTCggccAT ATGARCCCeA, GECaAAgATEC TEGCECTeCGCAGLGGECG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1

CAACCTGCAGGTGT TCGACGTGGAGGCCTCGCGACGTCTCARGGCGACGCTTTTCCACGACGACGTCGTCCACTGGGGCTGGATTGACGACCGTACTCTGGGCATTGTGACGGGGARGGCCGTCTACCAC
CAACTTGCAGATATTCGACGTGGACGCGGCTARTCGTCTCARGGTGETTGTGT TCARCGAGGACGTGGTCTATTGGTGTTGGATTGATGCTCGCACTGTAGETATCGTCTCTARTACCGCAGTGTATCAC
TAATTTGCARGTCTTTGACGTGGTTGCCGCGARGAGGC TTAAGGTGETTTTGTTTTCCGAGGATGTGGTTTTTTGGCGCTGGGTCGATGATCGAACARTTGEGTTEGTGTCCGGCACTGCGGTGTACCAC
cAACL TGCAggT.TTcGACGTGGa. GCcglgaa. cGLL TcARGGLGeLL . TgTTc. aCGAgGAcGTgGTcL at TGG . GeTGGaTLGALGat L6 ACL . T 66.aT.6TgtC.gg Ac . GC.GTgTACCAC

391 a00 a10 az0 430 a4o a50 a60 az70 480 a90 500 510 520

1

TGEGAGCCTCGATGGCGCCGCCGACGACGCGCCGCTGCACATCTTCGACCGCAGCGCEGACTACGACAGCTCCGTGCAGGTGCTCTCG THCCGCAGCGACGAGCAGARGAAGTGGCTTCTCGTGACAGGTG
TGGAGTCTGGACACAGCTGCCGATGCTCCACCGCAGTTEGTCTTCTCGCGEECCCCTEAGTTTGACGCCTCGTTTCAGGTTC TTAGTTACCAGACAGATGAGCAGARGARGTGGTTGATGCTTTGTGGTG
TGGAGCCTGGACTCTGCGGAGGATGCCGCGCCGGAGCETRTCTTTEAGCGCECCCCREACATGGECGCATCGETACAGATAC TGARCTACTGCACTEACGAGARGAAGARGTGGTTGTTGTTGTCRGGTG
TGGABCCTgGAC. c. GC . GeeGAt GoogleClGoatc. . gTCTTogaglhcgeCelgBActt . GaCgeeTCeeT. CAGET.CT. a. . TACcgohc. GACGAGCABAAGARGTGGL Te . Te. Tetc. GGTG

521 530 540 550 560 b70 580 590 600 E10 620 630 640 650
1

TAGCCCGCGACCCATCGGGTGCTATGGTGGGCARGGCGTTGCTGTACAGCGTTGAGAACCGCAGCAGTCGTGTGCT TGACGGTCATGCGTGCTGCTTCATCTCCACCCCCACCCCGTCCGARTCTCGCAR

TTATGCGAACTGCCGAGGGT: -ATGGTGGGGARRACACARC TCTTCAGCGTCGARARCARTAGTGGCCGTGTGCTTGACGGTCACAGTGGARCATTCATTTCCACCARCACCCCGACAGACCCACGCTC

TGECGCGAGTGEECAGAGGGA--~ATGGTGGGARAGACACARC TETACAGCGTGGAGARTCGTGATGGTCGCGTTGT TGATGGCCACGCGEEGACAT TCATCTCGACARATACACCCACCGAGCCCCGTGL
G C

L.brasiliense
T.brucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
rucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
.brucei
T.vivax

Consensus

L.brasiliense
rucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
rucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivar
Consensus

L.brasiliense
rucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

GGG, , . ATGGTGGG . ARgaC. CTgTaCAGCGT £ gGLCGEGT e TTGACGGEC] acaTTCATCTCCAL, ACcCCgaCcGA, oC, Chc,c
651 660 670 680 690 Fo0 710 720 730 740 750 760 770 780

1

GTGTARCGTGATGTGCCTTGCCTGGAACAGTCCGCAGCAGGGCGGCCAGGTCATGATCATGGAGT TGCCGACCGGCTCCARGACAGATTTGTCGTTGCCACGGCGGATTTACARCCTGCGCATTCAACCT
ATGCARTTTGATGTGCCTCGCT TGGAACARCCCCTCCACAGGTGGGARRARTTTTGATCATGGAGCTTCCTACAGGATCCARARCGGATCTCACAGT TCAGCGCCGTATGATCGATGTCCCCT TTGCTCAG
HTEEHHEHTEHTETEEETEEEETEEHHEHCCCCECHCEHHEETEEEHHHETEEHETTEHTEEHHETTEEEHEEHEEEECHHEHTEEHTHTEHEHHTEEEEEEEEEEETEETEEHTETEEEHTTEEEHECT
aTGeAAc. TgATGTGCCT .GC . TGGAACA . cCCgcac . aabGtGGcafagT. .tGaTcATGGAgCcTLLC (AC, gG IT.TcaCa.TgCe CGgalg.tegAtgTeccckTieeale.

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1

GGCEACTTCCCAGTCGCCATGCACGTCTCGGACCGCCACARGTTGTTEACCGTEETGACGAGCCGTGGCACCTTTGEGTTGATGGACATC TTTACCGEAGTCATCGTGECCGARCAGCAGT TCACGCCGG
GGTEACTTTCCCGTTGCGACACACGTCTCACCACGACACARAC TCCTCACCGTTETGACARGCCGTGGTAGCGTGGTGCTTATGGACCTC TTCACTGEAGTGGTCATTARGAC TCACCAACTTCCAARCA
GGCGACTTTCCAGTCGCCCTGACCGTTTCCCCCCGGCACARGTTGCTGACAATCATGACARGCCGTGGAACCGCCATCTTGATGGATATATTTACCGGCACCATCATTCAATCTCAACAGGTGACACCCA
GGeGACTTECCaGTeGCeat CGTeTC CG.CACARgE TgeTeACeeT . gTGACAAGCCGTGG . AcCat. . ghat. TeTTeACcGGagtcaTCaTt . a. .ctCA.CAg. T aCaccoa

811 820 330 340 850 860 870 380 930 1000 1010 1020 1030 1040

1

CAGTAGTGTTCCGTGGCGCAGGCGACARCAAGGT TGGCGGTETCGTGTGCGTCARCARCCAGGGCTCCGT TATGCGCATCGGCCCGARCGACAGCGGCATCATCARCTATAT TAAGAACAACAT GCARAR
ATACCATTTTCTGCGGGACACCCTACACGAAGACTGGTGGTATCCTGTGCGTGARCAACGCGGGCTCCGTGTTCCACGTGTCTCCARACGACARTACGATCGTTCCCTTTGTGAARARCCAAT TGCARAR
HTHTEETTTTETETEEEHEETTETHEHEHHHHHEEEETEEHETEETTTETETEHHEHHEEHHEETTEEETTTTTEHTETTTEEEEHHHTEHEHHTEEHHTEHTTEEHTTTETHHHEEHTEHHHTEHEHHH
atatcgTETTCEGEGE: «.ctACAC, .TeeTgTGeGTcAACARCCagGGeTCCGTER T, CacgT .becCCaRACGACAat gg , ATCaTtcee T T T, ARgafccAaaTl GeaAAA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1

CCCTGAGCTGGCTCTGLGCATCGCCTCCACGGCGARCCTCGGGGGTGTCGATGACCTCTTCARAGTGCAGC TGGACAACTACCTGCGCATTGGCARCAT CACCCGGATATGCTTGCGCGCC
TEETEHTETEEEEETTEEEﬂTTECCEECTCTGCTRRCETGGGRGETETEEHTEHEETETHEHEEETTEﬂEETEERTRRCCRGCTTCGTGETGGEHHEHTHEHHEHEEEEETEEEERERTECCTRCETECR
EEEEEREETTEEEETREETHTEGCCRGCTCTECTRRCTTEEEHEEEETTERTERTETETRTEEERTEEHHTTGGRGRRCEETCTTCETETHEEERRTRTTERRERREEERTTEETEEETETCTRCGGGCT
ccCtGAgCTe6leeT . CGeATeGOE ., gCLCEGCLARCe Te66aGELGT . GATGACC TeTacag . e TeCAge TGGA . AAC. CTLECH t.CG.acalGeeTaCG.GC.

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

CCEGGEAACATGETGCGOACCCGTGAGAT TCTCATGARTTTCATGCARATGCCGCAGCAGCCEGGCCAGCCGCCGGCTATCTCGACC TACTTCARGAT TETGETEGCEGAGACGAGCC TGARCGAGTACG
CCARACARCGCCTTGCGTGGTCCCGATATTCTTTCTCGCT TCCARC TTATGCCGCCGAT TCCRGGECAGCAGCCCGCARTCTCCACC TACTTTARGETGECAGT TGCCGARACCACTCTTARCGCGCATG
CCTARCARCGCCTTGCGTGTACCAGARGTCCTCCARCGAT TTETGCACCATCCATCAGCCCC TGGACARCCACCAGCCATATCGACATAC TTTARGATGETTCTTGCGGAGACGACAC TGARTGCGCATG
CC.aacAACgcct TGCGtg, Cc,GA, aTtECTe, . .cg, TTe, bgla, atgClgecy. .. CORGG, CAgCeglr, GO, ATCTCEACCTACTTE ARGaTgGE , cTLGERGARACEAC  CTEARCGEGCALG

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1

AGTCTGTCGAACTTGCGCGCGCGGTGGTACCCARGGG TEGCATTGGC TACGTGARGCAGCAGT TTGACGAGGGARAGC TGACGGCC TCGGAGGAGC TCGGCGACATGG T TCAGCAGGCGGACCCCARCAT
AGTCAGCAGAACTTGCCCGTGCCGT TATACCGARGGG TGGTGTCGACTACGTGARGCARCAGTATGCTGCTGACAARC TARCCGCC TCCGAGGARCTTGETGATCTTATGTCAGCGGCGGACCCAGAGCT
AATCTGTTGAACTTGCACGTGCAGT TGTGCCGARAGG TGGGTCTGCCTACATAARGCAGCAATACGAGGCCARTAARCTARCGCCCAGCGARGAGC TTGCCGATCTTTTGGCACAGGCCGARCCAGARAT
AgTCLGL .GARCTTGC .CGLGL . GTLgTaClCgAAgGGTEG, .LL6. CTACETgARGCAgCAgTatGa . Gc . ga. ARaCTaACggCCtccbAgbAglTLGgcGAtc Tt . Tg.cacaGGlgGAcCCagA. aT

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1

GGCGCTGAAGATTTTCCACCAGGGCARCGTCCACGCCARGG TGC TCARCGTGCTGCTGCAGCGCAARCGARACGCAGARGGCGGTTGAGTATTGCARGCGATCCAARCTTCTCGCCGGATTGGCGCGTCATC
TGCCATCAARATCTACCACAAGGCGGAGGCACACGCARAGGETTETTGGTETCCTCCTTCAACGCAACGAGACACAGARGGC TGTTGAGTACTGCARAC GCGCTGEETTCACCCCCAACTGGCGCGTCATC
GGCGATEAAGATGTATTACAAGGCTGAGGCCCATGCARAGGTGETGARTATACTTTTRCAACGCAATGAGACACARARAGCGGTGGARTATTGCAGACGETCARATTTCTCACCGGATTGGCGTGTCATT
gGCgaTeAAEAT. TaccACaAGhc. ghghiccCACGCaRRGETgeT. aateT. CT.cTgCAACGE CAgAAZGC: TALTECAaaC6. tC.aa. TTCLE . CCeeALTEECGCGTCATE

1661 1570 1680 16590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1

GTGARCARCTTCATCCGGGTTGCGCCACAGGACGCCGTCARTCT TTRCCTGATGCTCTACCGAGAGAT GGGCGACARGCCGGTGCTCAGCGCGGAGGAGATGATGGACATGT TCGTGTCGGCCCAGCARA
TTGARCARCGCARTACACGTCARTCCGCARGGTGCCGTEEGCCTCGCGCARGTATTGCACCGTGACAT GGG TGACGCGCCTGTCGT TGACCCCATCGARGTTGTGGATATGT TCGTGACCGCTCAGCACA
TTGAATARTTTTATTCGTGT TARTCCACAGAATGCCGTEAGCC TEGCAC TGATGCTCCATCGTGACT TGG6TGACACCCCAGTAGTGEACCCARATGARGTGGETGGATATGT TTGTGACGGCTCAGCAGA
ETEAACARCEE AT, Cg ., GTEaatCCalAggat GLCGTgagcl T, go, CtgaTgeTecAcCht GAcaT GEGLGACacgCC (6T, g1, galcl , aa, Glag Tgg TEGALATGT TeGTGaCgGCLCAGCA A

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1

TTCARCAGGCGACCGAGTTCCTTCTGGAGGTTCTGCGCGATCACAACGACGARTCGACGATGGACCTGCARACGAAGC TGCTGGAGATARACC TCARGTACTCGCACCCGTCCGTCGCCGACARGATCTT
TCCAGCARGCAACCGAGTTCGT TCTGGAAGTCCTTCGTGATARCACTGGAGAGARTACARAGGATCTCCARACGAAGCTTCTAGAGATTARCCTGARGCATTCCCATCCGTCGGTTGCGGAGARGATCTT
TTCAGCAGGCGACGGAGTTTATTCTTGAGGTCT IGCGAGGGARGAATGACGAGTCGACARAAGACCTCCAGACGAARCTTTTGGAARTARARTTTARRACATTCCCATCCTTCTGTGGCGGAGARGATATT
TeCAgCAgGCgACCGAGTTe  TTCT: G.GatafAcAat GacGAgtcgAC. TcCAaACGAAgCTLcTgGAgATaRAce T, ARgcAL TCcCALCCgTC.GT . GCgGAARGATCTT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1

CGTCCGGARTATTTGCCAGTACTACGACGGCATGAAGC TCGCCCCECTCTGCGAGCGGGTCGGTCTGCACCAGCACGCGATTGAGTGC TATATGATTGCTCAGARACAGGACCCCAARCCTCAACARCCTC
TGECTCGCGGTGTGTGTGTTCACTTTGATGCCATGTTGC TGGCGCCCCTCTGTGARCGCGCTTCCCTTCCACAGCGCGCTATTGAGTGC TATGTARTGGCCCAGAGGATGGACCCGGGCATTGACARCCTT
TGCGCETEGTGTTTGCCTCTATTACGATGGCATGARGC TTGCTCCTC TRTETEARCGAGCTGRACTTCCTCAGCGCGCCATTGAGTGC TACGTCACKGCGCAGARTCARGACCCCGACC TTGACARCCTC
tGc.Ch.geTeTtThoct LAcTacGALG2CATGaGCT . GC. CC. CToTEEGAACE. Gotgg. CTECe . CAGCECGE .ATTGAGTRC TALET . At g6C . CAGAa. cagGACCCogale TLACARCC TS

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1

TCBAGCATCCGCCGCTGCCTAARACAGT TGCAGAGCT TTARCCCTGAGTGECTCETCGAGT TCT TCGGTARGCTCARCARGCAGGARAGCC TCARGTGCCTCGAGGACCT-CTGCACCARCTCGCGCCAG
GCTARCATTCGTCGTTGCTTTTCTAATGCCCARGTGC TCAGCCCTGATTGGETTATCGAGT TCT TCGGCAAACT GAGCCCAGGAGACAGCATEARGTGCCTAGAGGACCTTCTTGCT-AACCATCACCAG
TCGARCATACGCCGTTGTCTCTCCCATGCTCGCAGCT TTARTCCGGAGTGGATAT TGGARTTCTTTGGAAARCTCAGTCAGGCCGATAGCATECGATGCCTGEEGGACCT-CTTGCAGAACCATCGTGAG
£CgAaCAT, CGeCBETGecT ke, citge,Ca, aget TERacCCEGAgTGE, T, , TcGAgTTCTTehG , ARaCTcAgecage. . G, ABCaTgaag TGCCT, GaGGACCT, CTEge , [AACcat CgecAG

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210

1

AGCTTCAAGGTACTTGTGCAGG TGGCCACTARGTACAGTGACGCTCTCGGCTCCACCGACCTCATTGGCATGT TCCTTGAGCACAACC TG TACGACGTGCTCTACTACTATCTCGGGGCCGTGGTACCGT
AACTTCARAATCATTGTGCAGG T TGCAARCAAAGTACARTGAAGCGCTCGGTGCGGACARACTAATTAACGTGT TCCTCGAGCGGAARCTGTTTGATATTCTGTATTATTACCTTGGCGCTGTGGTACCGT
AACTTTARGGTGATTGTGCAGG TGGCGACGARGTACAGTGATGC TCTTGGAGCGGACARACTTATCGAGCTCTTTCTTGAGCAARRART TGTACCCCATCCTGTACTATTATCTTGGTGCCATTGTACCAT
RaCTTcARgeT.aTTGTGCAGGTGC. AC.ARGTACA TGA .GCLCTc6G. gCegaCaRaCT .ATkgac . TgTTeCTLGAGCa.ARacTGTacgacaTl.CTeTAeTAL TALCTLGG . GCeeTeGTACCET

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1

ACACGCGTGATGCCGAGGTGCACTTCCGC TACATCGAGGC TGCTGC TGAGATGEGTCAARTGCAGGAGE TGGAGCGCATGACGCGCEAGAGCCCHTGC TACGACGCCGAGCGGACGARGARTTACCTCAR
ACACTCGTGATCCAGAGGTGCACTTCCGCTATATTGAGGCAGCGGC TGARGT TEGGCAGGTGCAGGAAC TCGAGCGCATGACACGTGAGAGCCCGTGTTATGACCC TGAGCGCACGARGARCTACCTGAR
ACACCCECGACCCGGAGGTGCACTTCCGC TACATTGAGGCGGCAGCAGAGETGEGTCAGGCACARGAAC TGGAGCGCATGACACGCGARAGCCCCTGCTACGATCCGGAGCGCACGARARACTACTTGAA
ACAC.CGLGALeC .GAGGTGCACTTCCGCTACATEGAGRE . GC . GCLGAge TeGGECAggt gCAgGAACTgGAGCGCATGACACGeGAgAGCCCgThe TAcGAcer . GAGCGeACGARgAACTACETgAR

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470

1

GAGCARGAAGCTGACGGACCTGTGGCCCTTCATCARCGTCTGTGATCAGCACARCATGG TGAACGAGAT GG TGCACTACCT TGTGGAGACGAGCARCGAGARCTACATCGAGCARTACG T GACGCGCCGL
GAACARGAARATGACAAACCTTTGGCCCCTTATCARCGTCTGTGACCAGCACARTTTTGTTGATGARCTGATTCGTTATCTGATTGACACARRCARTGARGCTCTTATTGAGCAGTACGTGCAGCGCCGC
HHHCHHHHHETTEHCCHHTCTTTEECCHCTCHTCHHTGTHTGTGHTCHHCHTGGCTHCHTHEHTEHECTHETECEETHTTTGHTTGHTHCGGHCHHCEHGHCGCTTHTTEHHCHHTHCTTECHECETCGG
gRaCARgAAg . TGAC . aAcCTLTGGCCccTcATCARCGTCTGTGALCAgCAcaactt . gT . gALGAgcTggTele T LATLGAgCAATACETGeaGlGelGe

120
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1 1

AGCCCTGGTARGACGCCACAGGTAG TRCAGGCCCTCATCGAGTGCAACGTGAGCGAGGACT TTATCACGARCATGCTCTCAGTGGTGGGEACAATGTGCCCCAGT GAGGAGCTCGTGCAGTGTGTGGAGG
AACCCGCTGARRACACCCGCGGTAGTCGGTGCGCTTATTGACTGTARCGTGCARGAGGACTTCATTAAGARCATCCTARACT CAGTGGGTACARTGTGCCCGATCGCAGARCTTGTCGATGTCGCTGARG
AGTCCGGEAAAGACACC TGAGGTAGTECTGCCE TEATEEAC TGCARTGCTCOAGARGAC T T TATCARGARTAT TC TCARTGC TG TAGGARCGATGTGCCCCAT TGCGGAGTIGGTGCARGCCG TEGANG
Tgg . LGCCCTEATCGACT T.CTcaa.gc.6Tg66.ACaATGTGCCCCALE
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2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
1 1

AGACGGGTCGGC TACACCTCATCARGCAGT GGC TCGAGGACC GTCGCABCGAGAAGARGACGGACARGGCACTGTACARTGCGE TGGCCAAGATCTACGT TGACATTEECCAGAGCCCCGAGCARTTCCT
AGCECAGTCGGCTTCGCCTCATTGGACCCTGGT TGGAAGCCCGACT TECGGARRAAAAGACGGATACCGCCCT TCATARTGCTATTGCARARCTCT TEGTCATCAGTGGTARCT TACCCGAGARGTTCAT
ARCGATCTLGCL TRCGTCTGATTCARGGET 66T B6AGGCCC T TTG6CGGARRAGANGACGGATCCCGCLCTTCACAATGCCGTGGBARAGT TRTACGTCGRTACCGACCARCARCCTGATARRTTTTT
Ageg..gTCGECT.CeelTeATE .aac. gTGGeTgGAgGeClGEot, GCeCTtcAcARTEE . . TeTackTcgach.thgeeh. . .aClchAgafaTTc. T

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
1 1

GGCEGAGARCGAGTAC TACGATGCGTTGGTGGTGEGTAGGTACTGT GAGACGCECGACCCCARCT TEGCC TATATTGCC TATAGCCACGATCACTGCAGCARGGAGCTGGTCGACCTCTGCTATCGCARC
TGABGAGARCGACTACTACGATCCAGTGGTCATGEGTARGTAC TGCGAGGATCECGACCCCARCCTETCCTATTTGGTTTATCGCARGGE TARGATGAGCACCGARCTGGT TGAGATCACATCGARGART
HETTGHHHHEEEETHETHEEHHEEHETHETEETTEGHHHETHETGEEHEHHEEGTEHTEEEHHTETETEETHEHTEGEETHTEEEHHEEGEEHEETEHGTEHEGHEETEETEGHEETEHEEHEEHHEHHT
2. g6AgARCGacTACTACGALcCa. TeGTe. TeGhtAaGTAC ThcGAGaa . CHcGACCCeARCCTELCCTAL AT . Geec TATCGCaRgh. b TGGT . GAgcTC

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
EEEHTETHEHHEEHHETGEEEEGETHEET nu|HILIIhHEETGTEEHEEHEEETEETEEEHEHEEHEHEGEETEHEEEGEHEEHEETTETHEHHTEGETEEHEEHGHETEEEETGEEHE
GGCATGTGEAAGCAAL ICCTTGTAARACARCAGGACCH AACTGCACTTCCCG

BOCATGTBGAARCAR TTGCTCOC THTC T TG TACABGABRAGARTC T TCRAC TGT GGGCAT CAACCCTGRRAANTGATACCARGBNT COTGATCORC T T0TBONAGCGETGEARCARACEGECC TRCCTS
GGCATGTggAAgCAACTEGCECGCTACCTEGTaaRggAgcAGEALCE Tgaal TgTGGglgte. gtgCTgacagh, gacaCga, , .ACCG . gA, Cg. CTLGT, GAagCBGTgCAACAaACEGCeCTECC, 6

2991 3000 3010 2020 3030 3040 3050 3060 2070 3080 3090 3100 310 3120
HEHETETEETEHEEEHEEHEETEHEEHEEHEEETEEEEEEETTEHTEHHEEE[HHE[llul TGACCECGCTECTARGCCAGAT TETGETGCACGGCCGE TTCCECARGAACCGCTTCCTCGA
AGTCTGAGET! T TGACGEAGGAARC TGACCTCTATACTAGATCABATCGTCGTCCGTEECCGCTT TAGGARGAACCECTATTTGEA

BOTETOAGLTAGRTGAGEAGE TAAGCACAACAGT TCORGCATTERT GAATOCAGBOATOACACAT CARTTACGT CTATLCTGATCARAT TETROTECOBAOTCOLTTTARGARAAR TCORT 1T T06A
AGt.cTGaGETaa. . GAGGAGGTEAGCAC . AC.GTgozeGC . TTOATGaALGE . gagc TGACgeAgGAac TGACGECEaT . CTagab CAgATLGTeGTele . GEGCGCTTEaGeARgAAGCGCTEEETEGA

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 32z0 3230 3240 3250

GAACCTTCTTATCATGTCTGCGGTGCETTCCCGCARRGATAAGGTGATGGAGTACGTGACGACGE TGGAGGAC TACGACGECGCCGACATTGCACACCTCGE TTCCGGCGCCGGCATGCATGAGETGGEG
GARTCTCCTTATTATGTCCGCTGTCCGCGCATCCARGGCARAGGTTATGGAGTATGTARCCACTCTTGACAGE TACGATGCGARGGARATCGE TGGCATCGE TACCGCAGCAGAGE TGCACGAGEAAGLG
GAATCTTTTGATCATGACCGCCATCCGTTCTCGCARGGARRAGGTGATGGARTATGTGTCARCAT TGGAGART TACGACGCCARGGAGGT TGCCAGCATCGCCAGCARCGCAGAGT TGCCTGARGTGGEC
GARECTECTEATEATGECCGE . gTECBLED . cgCARgGaaAAGGTgATGGAETALGTgal . AC. cTgGAgaac TACGACGCcaagG . aTLGE . . gCaTCGCLacCg. cGCaGag . TGCat GAgGLeGly

3251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380

TTTETCGTATACACGCETCACAACATGCABARGGAGGCCATCARGGTECTTTTRCAGGATATGAACGATGTTTCOCGCGECCGABCCTTTGCACAGARGACGGACACTGCCGCTGTRTGETCGGTRTTEE

T.brucei ATGACCGTTTATGACARGTTTGAAATGAGGATGGAGGCTGCCACCGTTTTACTCCGCGATTTGAAGGACCTTCCTCGTGETCGGTTGTACGE TCAGAGETGCAACCTACCTECTGTATGEACAGTTTTGE
T.vivax TTTGCGGTTTACGAAARGAACGACATGARARAGGAGGCCACTACBGTRCTGT TRCGEEATTTEGAAGGATATTTCGCGTGGTCGTTCCTACGCCCARARGTGTGATATACCCGCTGTTTGGTCAGTCCTTE

C: ETbgecGTETA acgAch TgeT.kTglggGATL TEAAGAL . TTECgCGEGGLLG, tocTactl . CAgAatt s . gllcatacCeGCTGT. TGGECAGT. TG
3381 3390 3900 3410 3420 3430 39490 3950 2460 3470 34s0 3490 3500 3510

1 1

L.brasiliense GCGAGTACCTGGT-GARGCAGEATGAGGTGCACGAGGGTATCGAGTGCCTCATCARGGCCARGAATCCCGACCTCGTTGTCGARGTGACCTCTGCTGOGGAGCGCACGAATCARTACAGTGATCTCATCA
.brucei GAGARTACCTCCTCGCCGCCGEG-TGAGGTGCGTGARGCCATTGAGGTCCTCATTCGCGCGARGAATCCCARCTACGTTGATGCTGTCACTGETGCAGCGGAGCGCAGTAACCAATTCGGGEACCTCGTCA
T.vivan GGGAGTATTTGCTTGCCGCAGA-CGAGGTGCATGAGGCGATTGARTCATITATTCGAGCAAAGGATCCAGACTTTTIGGARGARGT TACGGCGGCGGCGGAGAGGARCAATCAGTTTGGTGATCTTATCA
Consensus  G.GRgTAccTgeT.Goehlabg . LGAGGTGCat Ghghc. ATEGAgE .ceTeATbcg . 6C.ARGaATCCcgACtLegTtGa. GaaGT . AC . gCLGC . GEGGAGCGCA . . ARECAaTLegGtGALCTeaTCA
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3511 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
1 1

ARTACCTCTCGATGGCACGCCAGTACTCACGCGCARAGGACAGCARGATCGACACGGCGCT TGTCATTACGTATGCCARGACAGGCCGCCTCEEGGAGTTGGAGGAGTTCC TCARGCAGGCGCACAACGT
AGTATCTCAACATGGCACGCCAGGAGTCCACTTCGAACGACARTAAGATTGAGTCGGTTTTETTGC TARCGTACGCCAGARCTGGACGCCTGTCAGARTTGGAAGAGTTGE TGCARAACACGCACARTGT
ARTACCTCACCATGGCACGCARAGARTCCCGTGCARAGGACARCARARTTGATACGGCGT TGGTGCTTACATATGCCARGACCGGTCGTCTGATGGAGTTGGARGAGTTCC TRARAGAGACCCACAATGT
AaTACCTCaccATGGCACGCcAggA ., TCoogt gCaRAgGACAacAAgATEGA, aCGGegt TegT o TEACETALGCCAagAC , 66, C6eCTy, ,gGAgTTGGAAGAGTTECT, afa, AgaCgCACAALGT

3641 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770
1 1

CARGAT TEBCGCCATTECTGACAAGTGEC T TCGACGAGARGC TG TACGAGTCCGCGCGCGTGCTGTATACCGTGGCGAACAAC TACGCCCGCC TGECGTCCACGGARGTGATGCT GABCAACCTGCCGART
HEHEHTTEHHEETGTEEETEHEHHETGETTTGHHEHTEEETHETHTEHTTEHEEEEETETEETETHETEEHTEHEEHTEHHETTEEHTHHHTTEGEEETTHEEETTETEEEEHTEHHEHHEETTEETEHE

GCARATCCAACCTG TCCAATTTTTCCA TARTCTACCAGCG
.cHgHThcaathngEChEHcHHETGCTTcGHcEH.gEEbhgTHhEH TCGECECE.gTEETgTHcaCc.TEgc.a.cHHcThc.ccaaachECg.t HEgch.gTEaggaTEHaGHHBCT.EC.ng
3771 3zs0 3790 3800 3810 3szo0 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3300

EEEETEEHEEEEEEEHHEHHEEEEHHETEEHTEEHEHEHTHTHHEEHEETEHHTETEEEETEEHTTEHEEETEEHEHEHTEHHEETEEETHEEHTETEEEEEETEEEEETEETEETEHHEEEHEHEEHEE
GCTETEGACGL T GCGH ACABGTGGAATCTC
EETETEEHEEETEEEEHHHHEEEHEHETEHHEHHHEHEHTEEHEHEETETTHHTHTTEEETETHTTEHEEEEHHTEHEHTTHHHETEEEEHHEHTHTETEEEETTEEHETTETHETHEHHEEEEHHHTET

L.brasiliense

Consensus

L.brasiliense

T.vivan
Consensus

L.brasiliense
T.brucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense
.brucei
T.vivan

[

Tggaa.GogGTEARLCEE GCCTGEATTGAGGCCaa. 6A.aT . AagCTgGCta . cAT . TGeGCCGTECT .cT.GT.CTa. Aghc.Gha. .g.

3301 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3390 a000 ao10 a0zo a030

TCABCGGCATGTACARCCGE TACGARRGCCGCGGCATGTGEGAGGAACTTTTCTCG6TGC TCAAGATTGCCTCTAGTCATCAGGECGCGCACATGTCTATCT TCACCGAARTGGGCGT TTTGCTRGCCAR
TGCARGATGTCETGARCCGGTACGAGGCATACGGTCTTTATGATGAACTGT TCRCTGTTC TCAAGAGTGCCTCARCTARCTCTGECGCGCACATGGGCATTT TCACTGARATGGGACTACAGC TTGCCAR
TGCAAAGTETCATGGATCGC TATGARRGT TATGGACT TTGEGGAAGAAT TGCTCTCCCTGC TTARGACAGCATCCTCCACACCAGEGGCCCATATGEGTGT TTTTACTGGARTGGGACT TCTGT TRGCGAR
TgcaaggtgTc.tgaflcCicTAcGAaag b acGG. cTE TggGA. GAACTEL TCLL . gTeCTeAAGA, LGCeTC cackaa, cc . GEcGCgCAcATGggtaTE TTCACELGaAATGGGacTE ok Ge TgGCcAR

4031 4040 4050 4060 4070 4080 4090 a100 ai1o aizo 4130 a140 a150 4160

GTATAGGCCCGAGAAGC TCATAGAGCACGTGAACATGTACTCARAGARGAT CARTACCCACARGATGATCACTGTCTGCGAGCAGTACCATCACTGGATCGTGCTGCGTCTTCTGCACATCARCARCGAG
GTATARACCCGAGAARCTCT TEGAGCACGTGCACATGTACTCARRGARGAT TARCGCACACARGT TEATCTCCGTTTGCAAGGARTACCACCACTGGTTGGCCCTRCGTGTGCTCCACGTCGGCARCGAG
ATACAGGCCTGARAARCTAT TAGAACATGTGAATATGCACGCCARGARGAT CARTACACATARAATGAT TGCTGCATGTGAGGAGTATCATCTGIGGTTIGGTGCTTCGAGT TTTACATGTCARCARCGAG
&TAtAggClchGgRfalToe TaGAgCAcGTGaAcATGEACECaRRGARGAT cAft aCaCAchfgaT6ATc. CLGE . TheGAGgAg TACCAL CacTGGE TeGt gCTeChtgTecT . CAcg TCaaCARCGAG

4161 4170 a180 4190 4200 4210 azzo 4230 dzdo 4250 4260 a270 4280 4230

GACTGGC TEGCCGCGGCCARCTTGATEATGCATCGCCACGCGGACACC TTCGACARCGAGATCT TCARGGARGT TATTAGCCACCTCGGCGCCAGCGATGTCETGTACACGECGATTGGCTICTACCTCA
GACTGGT TGGCTGCGGCEAAGACGATEATGTGTCATT TTGCTGATGCCTTCGATCATGATGTGT TCAAGGACGT TGCARGCCATCTGGGTGC TAGCGATT TTGTATATAACGCGATTTCGTTCTACGTCA
GATTGGCTTGCTGCCGCCACGACGATEATGCGCCACCACGTCGATGCC TGGGATCATGACGTTT TCARGACTGT TGTGAGTCATTTGGGATCCAGCGATT TGETGTACAACTCCATCCCATTICTACATCE
GAcTGGETEECL GCgGCcAagacGATEAT Gogh C Ge . GAEgCC GA, T, TTCAAGga,GTTgt , AGECALcTgG6., gCoAGCGATET , GTgTAcAacgCgATE ¢, TTCTAC, TCa

aza1 4300 az10 aszo a3zo aza0 azs0 a360 aszo azgo aza0 adoo ad1o adzo
1

GGACACACCC TEAGCACCTGARCGACTTCCTGTCCTCCATCT TCARGCGCGTGEACCCGGAGCGAG TGATGEAGEAGACEATGAGGGTGACACCGATCTACGTGAT TCGAGCCT TTCTCGAGACCGCGCA
ATACGTGCCCTCARARCCTGTECGACTT TCTGACGAGCATGT TCAAGETGC T TEACCCCGACCGTGTGCTCCGTGAGG TEAAARATGT TECCCCGATTCACCTGAT TCTGCCATACCTCGAARTCCGCACA
AARRCAATCCACARCTCCTTGACGACTTTCTCACCAGTATGT TTAAGACGT TGEACCCCGABCGTGTCT TRCTGGEAGE TEARGARGC TCECCCCTGTRCACT TTATTCGTCAGTATCTGGAGTCTGCCCA
a.fAc. .acCCtoRacalCTg. aCGACTTLCTgaCcagcATeTTGAAG. .2, TeBACCCCGALGLG T2, Tec . eGAGetBRagRage T . CcCleal .oAC. TeATTCe ccc. TabCTcGAgLCOBC L. CA

L.brasiliense
.brucei
T.vivan

Congensus

L.brasiliense

Consensus

L.| hrasxlxense

Towivan
Consensus

L.brasiliense
rucei
T.vivax
Consensus

L.brasiliense

T.vivan
Consensus

L.brasiliense
T,brucei
T.vivan
Congensus

4421 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 a520 4530 4540 4550
) 1

GGAGCGCARCATCARGARGG TGARTGAGGE TCTCARCGACCTC TACATCGAGGAGGARGAC T TCARGACGC TGCGCCACTCCG T TGAGACGTATAACARC T TCGACTCGGAGGAGCTGTCGTCACGGLTA
ACCGCGCARCTCCCGGTTGATCAACGATGE TCTGARCGATCTGTACGTGGAGGARGARAAT TTTGTGGCCTTACGTAACTCTG TAGAGARC TACAACARC T TCGACTCTGTEGAGT TGAGCGCACGGCTG
GGARCGCARC TCCAGACGTGTGARTGAGGCAAT TARCARGCTATATATGGAGGARGAGGACTTCACTGCTTTGCETGACTCTGTGGAGCGCT TTGACARCT TTGACTCCGCAGART TARGTGCTGAGCTT
ggagCGCARCLeCage. . ggTgAALGRgGCLCT .ARCEA.CT. TAcaTgGAGGAaGAagAe TTea. gl . tTgCGE . ACTCELGT .GAGa . cTataACARCT TeGACTC . G. gGAgt Tgag. gCacgGLT.

4551 4560 as70 ass0 a530 a600 a610 a620 a630 a6a0 a650 a660 a670 a680
1 1

GARRAGATGGARCTCTTTGAGTTTCGTAAGATTGCCATGC TG TECATCGCARBARCARGCGCTACBCGCACGCCATTGCAGCC GCARAGGABARCARGE TC TTCBACGABGCCATCGACACGGCGGCTE
GAGARGATGGAGTTGT TTGAGTTCCGCARGATTGCTCTCTTCCTCCACCGCCGTCACARGGCLT T TRACCACGCCCTTGCGG6TGECCARGGAGAATARGCTC TTCCAGGAGGCCATTGACACGGCTGTCE
ﬁnnnnﬁnTﬁﬁnﬁtTTTTTEnﬁTT::ﬁtnﬂﬁnTTEtﬁ:TTTTT:TttnTtﬁc:ﬁTﬂntnnﬁ:ﬁnTTTncn:nTEttnTTEttﬁTﬁﬁcﬁnnﬁﬁnﬁnncnnntTtTnt:nﬁﬁnTﬁcchTﬁﬂnncTﬁttﬁctﬁ
GAaAAGATEGAgeT . TTTGAGTTcCGeAAGATTGL ,cT.ET . CTeCALCGCcgtaACAAGegeTEE ge . CACGCCATTGL . GEgEL. CATEGACACEGC.GeCE

4681 4690 azo0 az10 azzo 4730 azao a750 az760 az70 a7go a7g90 agoo 4810
1 1

AGAGTGCTEACGGCGAGCTGG TGACCAGCC TGCTCGACTACT TCGTGARGGACTATCCCGATTGCTTTGTGECGTGTCTCTACAGGTGCTACGACCTECTGARGCCCTCGECGGTGTTGT TGARGGCGTG
AARGCGCCEATCCAARGGT TG TGGAGGAAC TTCTTGACTTCTTTGCAGTTGARCGACCAGATTCATTCGTTTCCTGCCTTTACGCCTGCTATEACTACTTGTCTCCAGACGTGGTTCT TRAGARGGCTTE
AGAGTGCCAACCCGCAGAT TGTAGAGGATCTTCTGGACT TTTTTGT TETGGATCACCCGGAGTGCTTTGTTECGTGTCTTTACACATGC TACGACTACCTCACACCACAGETCGTGATGGAAAAGGCATG
AgRBtGCegAcee. .AG. TEGTggagga . CTECT .GACTECTTEGE . gbgGh. ca . CC.GAETgcTTEGTEgCeTGECTETACac . TRCTACGAC accTgac . CC. . aghteGTe . TegaghAGGT . TG

4811 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4300 4910 as20 4330 4340

GCTGARTCATCGAACTGAGG TAGCARTGCCGTACATGAT TCAGGTGCT TCARGAATACTCGAGCAAGATCGATAGGAT GGAGARGTCGATGE TGGACGCGCAGGT TECGGCEAARGATGCGGCTCGTCGT
GCTAARCARCCGTATCARTATTGCCATGCCGTACCTCATTCAGGCCATCCACGACTTCACTCAGCGGGTATCACGCT TGGAAAAGGGCGCTARCGACGECATGCAGCCATCARARGATGGATCTCGTCGT
GCTCARCARGCETACGGACCTCGCCATGCCGTACTTTATTCAGGTCAT TCARGAA TACACAACARAGT TATCGCGCATGGAGARGTCCATGATGGACGCCCAACART TGGCARAGGAGGCGGCGAGGL G-
GCT,AAcaR, C6EAC, gA, . T,GCCATGCCGTAC, T,ATTCAGGEcaTLCAaGAaTaCaC . a., . aa6 . Tate, cheal GERgARGEcoat gat gGACGEccagea., . cggCafabht Gogglt oGt CE

a3a1  q49s0 as60 agzo asgo asg0 5000 5010 5020 5030 5040 5050 5060 5070

GCCEGC==—CCARTGCA===GGGTCCCAGCGCCGCRCCACTCATGAT-CGAGCAGGGE=~TGACGGCATGETGATEAACGEGATGCCAR. ~TGAGTAGGCCCCAGCCG=—~CCBATEAGCTTTGGECG
GGTEGTGTTCCTEEGTATGCGEGTGETART GAC--—CCACTGATGAT TCAGGCAGGCCCAGCTCAGCCCATEGGAGTTCCGATGCATAR——-TGTGARCAT-CCAC——CCECAACCEGECTACGETGGTE
GGCEGEG=~CCECTGCATACGEGTGCAAATGAC--~CCTCTGATGAT TCARGCAGEGCCAGCARACCCAATEGGCGECGEGATGCCARTGCCARTGCCARTGCCARTECCGATGCCAATGATGEGTGGTE
GgobG.g. .CC. .bGoAt . cGEGTge . AatGaC. . .CCaCTgATGATECaaGCAGGgecatc. . acoc, aThgg. 8. cecGATGCcaA. . . . . . TGa. .ALgCCac.gCCE. . .Clgatga.cag TGGLE

5071 5080 5090 5100 5110 5120 5128

CGCC: GCCTCAGTTCGEATCTEEGCEECCCTTCTAG
TGCCCGE TCAGERATATRCT GEAGG——GATGEGARACCCTARCATGATBCCATACTGA
TGCC——-GCCAGGCAAT TACGGTCCCCCGCCGCAGTTTGACARCAGGAGECCGTACTAG
EGCC. .g.cagg.ac b Cofecan-n.! Gecgoagtteg. .aacaghaghCC. TaCTag
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Anexo 5. Anélisis de la secuencia de la CLH de Homo sapiens, Bos taurus y T.

vivax. Homo sapiens y Bos taurus presentan una identidad de 53,2% y de 39,0%

respectivamente con T. vivax.

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivan
Bostaurus
iens

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

AGACTGGCGAAAGTGATGAGTCTARARARGTAGTCCCTCCGGTTCCTCTGTTTCCCCCCATGTGGCGTCAGGARGCGAGGCACCGGGCGCACTGCGCCCCGARTTCCTGCGLCCGLCGCGEGCGGCGETT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I

CGTI TACATAAGH GACTGGGCGGAGTTCTGTCGCCGGGATCCTTCCGCTGEGCTCAGCCGTTTCCGEAGTCTGCGCTGCGCCCGGTTCCGLCATTGCGGETCTCCTGRE

Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T,vivan
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax

Bostaurus

Honosapiens
C

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
1

CCCTGGAGCCTCCGCCCCCGACCCGAGCTCTTTCGTCTGCCTGCCAGTTTCCTGCGTCCCCGGAGAGGATCCTGLTGAGCCCAGCCTCCCCCCTCCCCTTCTCCTCCTCTCCCTTGGAGAGCCCGGGCAG

391 400 a10 420 430 440 450 460 qzo 480 490 500 510 520
1

1
ATGARCGGCCCCT TGAC---GA-—CAGCTGAG-=GTTTTCCAGTTEARTTCTGTCGCCGGT---——G6TC TECGECCCEEEACARTCTC
ATGGCCCAGATTCTGCCARTTCGTTTTCAGGAGCATCTTCAGE TCCAGARCC TGGGTATARACCCAGCAARTATTGE

CCACTGCCCCGCAGCCCCAGTRAC CATARCCCCCGACAGCGCCATGGCCCAGAT TCTGCCARTTCGTTTTCAGGAGCATCTCCAGC TCCAGARCC TEGETATCAACCCAGCARACATTGE
e reteeseereeteteetetttetterareraterseessssssdC, B0, coalbglocabAbECEGCcaAttcGTTTTCagbagcAtcTocaglt ClataacctghiGTaT , aacCCabcatla, ATtgg

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 B30 640 650

1

CTTCAAGACATTGACATTGGAGAGCGACARGTATGTCTGCCTCCGCGATGTGCAGCCGGATGGGCAGACGTCACTTGTCATTGTGGACT TGGAGAAAC-—-GTGAGAGTATGCGGAACARCATTCGCGAT
CTTCHETRCETTEHETHTEGHETCHEHCHRHTTCHTCTECHTTRGHEHGﬂﬂ--HETRGEH-GHECHEECCCHGGTEETHHTTHTTGRTHTGﬂHTﬁﬁECtﬁHGTRHTCCHHTTEE-RHERCEHRTTTCR--
CTTCAGTACCCTGACTATGGAGTCTGACARATTCATCTGCATTI AGGCCCAGGTEGTARTCATTGATATGAATGACCCARGTARTCCARTTCG-AAGACCAATTTCA-~
CTTCAgLACcLTGACLaTGGAGE: , GACARaTLcaTCTGCaTaGaGR aa..HEtaEEH GaGCAGgCccaggTeGTaAThaTtGAtaTGaAt.gAcCcaaiTaAt.ccaATECG , ARgAcCAaTELCa, .

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

|
GCGGAGTCGECCATARTGARCCCCARGTCARAGATCCT TGCECTTCRCAGTGGTCGTARTT TGCARGTCT T TGACGTEETTGCCGCGARGAGGCTTARGETGGT TTTGTTTTCCGRGGATGTGGTTTTTT
GCAGACAGCECCATCATGARTCCAGCCAGCARRGTART TGCAC TARARGC TGGGARAAC TCTCCAGATATT TARCATTGARATGARRAGTARAATGARGECCCATACCATGACTGRTGATGTCACCTTCT
GCAGACAGCECCATCATGAATCCAGE TAGCARRGTART TGCAC TEAARGE TGGEARRAC TCTTCAGATTTT TARCATTGARATGARRAGTARAATGARGGC TCATACCATGACTGATGATGTCACCTTTT
GCaGAcagcECCATCATEARECCage , agcAfagT aal TGCaCT , aaagcTGGgaaafcTel ,CAgaT , TTTaACa Tt Gaaat gaaaflgtAaaalgAAGEE, calaccal galt GAEGATG Tcace TTET

781 790 800 810 820 830 8d0 850 860 870 880 890 900 910

|

GGCGCTGGETCGATGATCGARCAAT TGGGT TGGTGTCCEGCACTECEETETACCAC TGGAGCETGGACTCTECGEAGEATGCCGCGCCGGAGCGTRTCT TTGABCGCHCCCCEGACATGGECGCATCGET
GGARRTGGATCTCTTTGARTACGGTTGCTCTTGT TACGEATARTGCAGTTTATCAT TGGAGTATGGAA———--GEAGABTCGCA-GCCGGTGARARTGTTTGATCGCCACTCTAGCE T-——-CGCAGGGTE
GGARRTGGATCTCTTTGARTACGGTTGCTCTTGT TACGEATARTECAGTTTATCAC TGGAGTAT GGAR———-~GEAGAGBTC TCA-GCCAGTGARRRTGTTTGATCGCCATTC TAGCC T—-TGCAGGGTE
GiaaalGGaTCbeTtbgaatACgs T ThcteTLGTEaCgBatAaTECaGTL TALCACTGEAGL T GGAa. « - . .G6AGag Tc . Ca. GCCghtGaaaal g T TTGALCGCoact ChagleT . . .cGCAggty

311 820 930 940 850 960 870 ag0 830 1000 1010 1020 1030 1040
|

|

ACAGATACTGAACTACTGCACTGACGAGARGARGARGTGGT TGTTETTGTCGGGTGTGGCGCGAGTEGCAGAGGGAATGGTGEGAAAGACACARCTGTACAGCE TGGAGARTCGTGATGGTCGCETTGTT
CCAGATTATCAATTATCGARCTGATGCARAGCARARGTGGT TACTTCTGACTGGCATATCTGCACAGCARAATCGTGTGGTGGGAGCTATGCAGT TGTATTCTGTAGATAGGARAGTGTCTCAGCCCATT
CCAGATTATCAATTACCGTACAGATGCARARCARARGTGGTTACTTCTGACTGGTATATCTGCACAGCARAATCGTGTGGTGGGAGCTATGCAGCTATATTCTGTAGATAGGARAGTGTC TCAGCCCATT
cCAGATLaTcAAL TAceE .. ACLGAL GeaAAgeAaRAGTGGT TacTecTGalt GGt aTatCtgcAcatcaRaft citgTEGTGGGAgcLALgCAgcTg TALLet GTaGAL AggaaattgtcTCageccalT

1041 1050 1060 1070 1080 1030 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

|

GATGGCCACGCGEGGACATTCATCTCGACARATACACCCACCGAGCCCCGTGCATGCAACATCATGTGCCTGGOGTGGAACACCCCG-CACGARGGTGGCAARGTGCAGT TGATGGAACT TCCCACGAGC
GAGGGACACGCGG-—-CTAGCTTCGC~-ACART TCARGATGGAAGGCARTGCAGAAGAGTCARCGTTGTTTTGTTTTGCAGTACGGGGTCARGCGGGAGGGAAGT TACATATCATTGARGT TGGCACACCA
GAAGGACATGCAG-——CTAGCTTTGC-! ﬂEﬂETTTHﬂﬁﬂTﬁﬁﬂﬂEﬁﬂﬂﬂTﬁEﬂEﬂﬂEﬂﬂTERHEETTﬂTTTTETTTTEERETTEEEGGEERHEETGEHGGEHRGTTRCﬂTHTTHTTEHHETTEGCREREEH
GA.GGaCAcGCgh. . .CtagltTegC  ACAALT ., afigat GaatCAaCgTt.LLLTELEL TheAgtalggeh.CAakic .GhaGGgAAgt TaCAtaT .ATLGAAgT TggCACacca

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1230 1300
1

CCCARGATGEATATCACARTECCCCGCCGGGTGETGGATGTCRCATTCCCACC TE-—GC-——--——GACTTTCCAGTCRCCCTGACCETTTCCCCCCGGCACARGTTEC TGACAATCATGACARGCCGTE
CCARCAGGGARCCARCCAT TTCCARAGARGGCAGTGGATGTTTTCTTTCCTCCAGARGCACARAATGACT TTCCTGTTGCAATGCAGATCAGTGARARGCATGATGTAGTATTCTTGATTACARAGTATE
CCTACAGGGACCAGCCCT T TCCARRGANGGCAGTGONTGTCTTCT T TCCTCCAGAAGCACARAATGTT T TCC TG T TGCARTGCAGATCAGTGARARGCATGATGIGGTGTTCT TGATANCCARGTATG
CC.A .clatTe GGeabTGGATGTotLeTTECCECCaGaaGlacaaaat GACTTTCCLGTEGCaaTGoagaTcagt gaaaaGCAL gt gTggTet Lok TgAT , ACaRagtaT

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T,vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax

Bostaurus

Honosapiens
C

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1

G-———ARCCECCATCTTGA--TGGATATATTTACCGGCACCATCATTCARTCTCARCAGGTGACACCCARTATCETTTTC TGTREGACC TTGTACACARARACEEGTEGACTEC TTTGTGTCARCARCCA
GTTACATCCACCTCTATGACCTTGRGACTGGTACCTGCATC TACATG-AATAGRAATCAGTGGAGARACGATCTTTRTCAC TGC--—ACC TCATGAR-~GCCACGGC TEGAATARTTGGAGTAAACAGAAR
GTTATATCCACCTCTATGATCTTGAGACTGGTACCTGCATCTACATG-AATAGAATCAGTGGAGARACARTTTTTGT TACTGC--—ACC TCATGAR-~GCCACAGCTEGAATAAT TGGAG TAAACAGAAR
Gtta,AtCCaCCtctaT6,cTtGAgAct g TACCEGCALCEACATE, ARTagaAt CAGt gGAgAaaCanT, TetgTLACTGE, , [ACCTcaTgal, . gocACEGeTRGRaTaaT TgGaGTaRACAZaaR

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1

AGGTTCCGTTTTTCATETTTCCCCARATGACARTGGARTCATTCCATTTETAARGGATCARATGAGAARCCCGGAGCTTECCETACGTATCGCCAGCTCTECTARCT TGEGAGGCETTGATGATCTCTAT
GGGACAGGTTCTCTCABTATETGTEGARGARGARAACATARTCCCTTATATCACCAATGTCC TACARARTCCTGATTTEGC TCTGAGAATGGCTGTACGTARCARCTTAGCTEGTEC TGARGARCTCTTT
GGGACARGT TCTETCAGTETETG TEGAAGARGARAACATART TCCTTACATCACCAATGTTCTACARARTCCTGATTTGGC TCTGAGAATGGC TGTACGTAATAACT TAGCCGGTECTGARGARCTCTTT
gliGaca,GTTcT, teabT, TetgtegfaGaghaaachTaATLCCE TataTcliccaTgt ,c TacaRARLCCLGALE TgGLLcTgaGaATgG b gtace Tast ARCT Tabc, GGEGCTGAaGAACTCTET

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1

CGCATGCART TGEAGARCGETCT TCGTGTAGGGAATATT-GARGARGC--CATTCGTGCCTGTC TACGGGC TCCTARCARCGCCT TGCGTGTACCAGARGTCCTCCARCGATTTGTGCACCATCCATCAG
~GCCCGGARRTTTARTECTCTTTTTGCCCAGGGAAATTACTCAGAGGECAGCARARGG TGECCG—C TARTG~CACCARAGEGAATTC TTCGTACCCCAGACACCATCCGTCGETTCCRGAGTGTTCCAGCTC
-GCCCGGARRTTTAATECTCTTTTTGCCCAGGGAAATTACTC BGABECAGCARRGG TGGC TG—C TARTG~CACCARAGEGRAATTC TTCGTACTCCAGACACTATCCETCGETTCCRGAGTGTCCCAGCCE
.GCechgARaTtbAatgCtoTLTTLGocoAGGEGAAat Tact.caGAgGCagCAaagGTGECEG, CTAatG, CaCCaAfAgggaattoTECETac, CCAGAcaceaTCCet ChgT Tocabagt gt tCCAEC , ¢

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1

CCCCTGGACARCCACCAGCCATATCGACATACTTTARGATGET TCTTGCEGAGACGACAC TGARTGCGCATEARTCTETTGARCTTGCACGTGCAGT TGTGCCEARAGETGEETCTGCCTACATARAGCA
AGCCAGGTCARACTTCACCCCTACTTCAGTACTTTGGAATCCTTTTRGACCAGEECCAGE TARACARATATEAATCCTTAGARC TGTGTAGGCCTGTACT TCAGCAGGEGCEGAARCAGCTTT TRGAGAR
AGCCAGGTCARACTTCTCCTCTACTTCAGTACTTTGGTATCC TTTTRGACCAGEEACAGE TCAACARATACEARTCCTTAGAGC TTTGTAGECCTGTAC T TCABCARGEECGARARCAGC TTTTGGAGAR
agCCaGGtCARaCEECacCocTRcktcagTACTTTeg. ATcoTTE TgGacchbeg.caglT. Alcaaat ALGAATCct TaGRACTEE gtaGgcCtGTacTEC ttTggAGaf

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1830 1300 1910 1920 1930 1940 1850
|

GCAATACGAGGCCARTARACTARCGCCCAGCGARGAGC TTGCCGATCTTTTGGCACAGGCCGARCCAGARATGGCGATGAAGATGTATTACAAGGL TGA-GGCCCATGCARRGGTGGTGARTATACTTTT
ATGGTTARARAGARGATAAGCTGGARTGTTCTGAAGAAC TGGGAGACCT TGTGARATCTGTGGACCCTACATTGGCGCTTAGTGTGTACT TAAGGGC TARCGTTCCARATARRGTCATTCAGTGCTTTGCA
ATGGTTARARGARGATAAGC TGGARTGTTCTGARGARC TGGETGATCTTGTGARATCTGTGGACCCTACATTGECACTTAGTETGTACCTARGGGC TARCETCCCARATRARGTCATTCAGTGCTTTGCA

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

atggTt CTggaatgttctGAAGAAC Tghg . GALCTTgTGaaAtct GLgGAcCCtacAL TGGLgeTLAgtg TETAct LalgGGL TaAcGtcCCAaat ARAGLcat TeAgTgckLTgca
1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
|

GCAACGCARTGAGACACAAAAAGCGG TGGAATATTGCAGACGGTCARATTTCTCACCGGATTGGCGTGTCATTTTGARTARTTTTATTCGTGTTARTCCACAGAATGCCGTGAGCC TGGCACTGATGCTC
GAAACAGGTCAAGTC-CAGAAGATTGTTTTATATGCTARARAAGT TGGATATACTCCAGACTGGATCTTTCTGCTGAGAAATG T TATGCGTATCAGTCCAGATCAGGGGCAGCAGT TTGCTCARATGTTA
GAARCAGGTCAAGTC~-CARARGATTGTTTTATATGCTARARRAGT TGGATACACTCCAGATTGGATATTTCTGCTGAGAAATGTAATGCGARTCAGTCCAGATCAGGGACAGCAGT TTGCCCARATGTTA
GaAACaggtcafGtC.CAaAAgatt GTLELATATgctAaflaaagttggaTacaltClaGALTEGat . LTeTecTGAgaAATE TLATgCGLaTcAg TCCAgALcAgGy . cabicagt TLGC .CaaATGE Ta

122



T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T.vivan
Bostaurus

Honosapiens
Ci

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210

1
CHTCGTGﬂl:TTGEETEﬂl:ﬂIII:l:ﬂGTHETGEﬂl:I:I:ﬂﬂﬂTGﬂHETGETGGﬂTHTGTTTETGHI:GGCTI:ﬂGl:ﬂGﬂTTl:HEI:ﬂEGl:GﬂI:GEHGTTTHTTI:TTEﬂGETl:TTECEHGEGHHGHHTGRCGHGTCGH
GAACCTCTTGCTGATATCACCCAGATTGTCGATGTGTTTATGGARTACAATCTARTTCAGCAGTGTACTGCATTCTTRCTTGATGLCT ATARTCGCCCATCTG
ETTEHHEH-- -TEHHEHEIITETTEETEHI:HTEHEHEHEHTTETHEHTETETTTHTEEHHTHEHHTETHHTTEHEEHETETHETEEHTTETTEETTEHTEETETEHH- -EHHTHHTEEEIIHTETE
gtTCa.6A. ., ... . TGRaga, CCbeTbGebGRcateAc , cAgaTLG T, BATETeTT TaTGgaatacaAtCLaATTCAGCAGEgLACE GeaT Teb TgCTTGAtGeec TGaa, 4 . GAALARTcglocalCby

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
| 1

CAARRGACCTCCAGACGAARC TTTTGGARRTAAATTTARRACATTCCCATCCT TCTRTGGCGGAGARGATATT TGCGCGTGETGTTTGCCTCTATTACGATRGCATRARGCTTGCTCCTCTGTGTEARCG
ARGGTCCTTTACAGACGAGET TGC TTGAGATGAACC TTATGCATGCACCTCAG--~6TCGCAGATGCTATTCTAGGCARTCAGATGTTCACGCAT TATGACCGEGCTCATATCGC TCAGCTGTGTGARAA
ARGGTCCTTTACAGACGCGET TACTTGAGATGAACC TTATGCATGCGCCTCAA---6T TRCAGATGCTAT TCTAGGCART CAGAT GTTCACACAT TATGACCGEGCTCATATTGC TCARC TGTGTGARAR
afggtectt TaCAGACGaget T, cTLGAgATgAACCTLALECATEC. CeTCa., . . BT, GCaGAtgct ATE.cTaGgeaal cagalgTtCac. cATTALGACCBggckcAtaTLGCTCa, CTGTGTGARaa

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470

HEETEEHETTEETEﬂﬁEEEEEEHTTEHETEETﬂEETEﬂEEEEEEHEHHTEHHEHEEEEEHEETTEHEHHEETETEEﬂﬂEHTﬂl:EEEETTET-ETETEEEHTEETEEEHEETTTHHTCEEEHGTEEHTHTT
GGCTEGCCTCTTGCAGCGTGCGT TAGAA- ICTTCACTGACTTATA: —TGA-- - AAAGCGT--GCAGTCGTTCACACGCATCTTC - TAACCCTGAGTGGTTAGT
GGCTEGCCTACTGCAGCGTGCAT TAGAA- -EHTTTEHETEHTTTHTH -TEH- —TATARAACGT--GCAGTGGTTCACACCCATCTTC- -TTRACCCTGAGTGGTTAGT
gGCTGEGeCT, cbgCAGCGLGE L TaGAa, , ., ... . CActLCaCtGA, TEALa, . ... .....TGA, ., . TaTaaRaCgT, .GCaGT,GTtCaCaCeCATeRTC, .. TTAACCCLGAGTGGETAET

2471 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600

GGAATTCTTTGEARRACTCAGTCAGGCCGATAGCATGCGATGCC TGEGEGACC T-C TTRCAG--ARCCATCGTGAGAACT TTARGGTGAT THTRCAGG TGECGACGAAGTACAGT GATGCTCTTGEAGCG
GAATTACTTTGEGTCCTTATCAGTGGAAGACTCCCTAGAAT GCC TCAGEGCCATEC TRTCTRCCARTATTCGTCAGAATC TACAGATCTGTGTACABGE TGECT TCTAAGTATCATGARCARCTGTCCACT
CRACTACTTTGETTCCTTATCAGTAGAAGAC TCCCTAGAAT GTC TCAGAGCCATEC TRTCTGCCARCATCCGTCAGAATC TRCAGATT TGTET TCABGTGECT TCTAARTATCATGARCARCTGTCARCT
gaf, TaCTTTGE, tect Tatcagt ghaakRcteCeTagaAT el TeaGghicCaTgC TgtCtGecARcat L CBTcAGAALCT  cAGaT by THT  CABGTGECEECEAAETALcal GAacaaCTgt caaCt.

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
1 1

GACARACTTATCGAGCTCTTTCTTGAGCARARATTGTACCCCATCCTGTACTATTATC TTGETRCCAT TGTACCATACACCCGCGACCCGEAGETRCACT TCCRCTACAT TRAGGCGGCAGCAGAGGTEG
CAGTCTCTGATTGARCTTTTTGAATCTTTCARGAGT TTTGARGETCTTTTTTATTTICTGGGATCCATTGTTARCT TTAGTCARGACCCAGATETGCACTTTARATATAT TCAGGCAGCT TGCARGACTG
CAGTCTCTGATTGARCTTTTTGARTCTTTCARGAGT TTTGARGETCTCTTTTATTTTCTGGGATCCAT TGTTARCTTTAGCCABGACCCABATETGCACT TTARATATAT TCAGGCAGCT TGCARGACTG
chgtct CTgATEGASCTE TTTgaatctbtcAfgagt Tet gaaggtCT, TELTATTE TCTgG6at CCATTGTEaac TEE AgeCa, GACCCaBAL BTGCACT Ttaaa TAEAT TCAGGCAGEE L gcaRBact G

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860
1 1

GTCAGGCACAAGAACTGGAGCGCATGACACGCGARAGCCCCTGL TACGATCCGGAGCGCACGARARAC TACTTGAARRARCARARAGTTGACCARTCTTTGGCCACTCATCARTGTATGTGATCAACAT GG
GGCAGATCARAGAAGTAGARAGAATC TGCAGAGARAGCARCTGC TATGATCCTGAGCGAGTCARGART TTTCTCAARGGARGCGAAGLTAACAGATCAGTTACCACTTATCATTGTGTGCGACCGATTTGA
GGCARATL TCTGT ARCTGCTACGATCCTGAGCGAGTCARGART TTTCTTAAGGAAGCARAACTAACAGATCAGCTACCACTTATCATTGTGTGTGATCGATTTGA
GeCA: GAaaGafTcty. aaCTGCTAcGATCCLGAGCGagt cARgAAL TEtcT .ARggRagcaffgcTaACagATCagttaCCACTEATCAL TGTTGEGAL CgALL TGa

Tovivan
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T,vivax
Bostaurus
Honosapiens
Consensus

T,vivax

Bostaurus

Honosapiens
[

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 1

CTACATAGATGAGCTAGTGCGGTATT TG-ATTGATACGGACARCGAGACGCTTATTGARCARTACT TGCAGCGTCGGAGT CCGGGARAGACACLTGAGGT-AGTGECTGCCCTCATCGAC TGCAATGCTC
CTTTGTCCATGATTTGGTGCTCTATT TATATAGARATARTCTTC-AGARGTATATAGARATATATG TACAGAAGGTGARTCCARGTCGACTGCCTGTGGT TATTGGGGGATTACTTGATGTTGATTGCTC
CTTTGTCCATGATTTGGTGCTCTATT TATATAGARATARTCTTC-ARARGTATATAGAGATATATG TACAGARGGTGARTCCARGTCGACTTCCTGTAGT TATTGGAGGATTACTTGATGTTGACTGTTC
CTekgTecATGALLTgGTGCLeTATT TakATaGAaAtaakCLEC . AgAabtaTATaGAaat ATAL g TaCAGaaggt GAaTCLaattcgact LCCTGEEGTEALTGG. ghatbaCt Teab g TLgA TGeTC

2931 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
1

GAGARGACT TTATCAAGAATATTCTCAATGC TG TAGGARCGATGTGCCCCATTGCGGAGTTRG TGCAAGCCGTGGAAGAACGATCTCGCCTGCGTC TGAT TCARGEGT GGLTGEAGGLCCGTTTGECGGA
~TGARGATGTCATTAARARCT TGATTCTTGTTGTAAGAGGTCARTTCTCTACTGATGAGCT TGTTGCTGAGGT TGAAARAAGARACAGAT TGARACTGCTTCTGCCTTGGCTGGAGGCCAGARTTCATGA
~TGARGATGTCATARARAACT TGATTCTTGTTGTARGAGGETCARTTCTCTACTGATGAGCT TG TTGCTGAGGT TGARARAAGARACAGAT TGARACTGCT TCTECCTTGGC TAGAGGCCAGARTTCATGA
<EGARGAL£TcAT .ARaAAcL TgaTect TELTGTRaGAggt caaTLCLCLAcTOaL BAGETEOTL got GagGTLGARaRRabAaacabat Thaaal TReTTCLgeck TRGCTEGAGGCCaGaaTLcat GA

3121 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250
1

ARAGAAGACGGATCCCGCCCT TCACART GCCGTGGGAARGT TG TACGTCGATACCGACCAACARCCTGATARATT TTTACT TGAAAACGCCTACTACGAACCACTAGTCCTTGGARAGTACT GCGAGARC

GGGCTGTGARGAGCCTGCTACTCATARTGCATTAGCCARAATC TACATAGACAGTARTAACAATCCAGAGCGGTTTCTTCGGGAARATCCTTACTATGACAGTCGTGT TGTTGGARAGTATTGTGAGARG

EEEETETEHEEHEI:IITEI:THI:TI:HCHHTEIITTHEI:IIHHHHTETHEHTHGHCHETHHTHHEHHCCEEEHEHEHTTTCTTEETEHHHHTIIETHCTHTEHI:HETCECGTTETTEEHHHETHTTETEHEHHE
CCE

T.vivan
Bostaurus
Honosapiens
Consensus
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T.vivax
Bostaurus
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T.vivax
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Consensus

tGCtacTCACARTGCct TaGecARaaTcTACaTaGAcAgt aAt aficaf.CC. GAgagaTTTeTeCgt GAAAALcCcTACTALGAcagt Cg .. GTLg TTGGARAGTAL TGEGAGARY
3251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 33720 3380
1

CGTGATCCGAATCTGTCCTACATCGCCTATCGCARGGGCCACCTCAGT GAGGAGC TGGTGGAGCTCACCACGAAGAAT GGCATGTGGARACAACT TERCTCGCTATCTTGTAL CTTCARC
AGAGATCCGCATCTGGCCTGTGTTGCTTACGAGCGTGGCCAGTGTGATCTGGAGCT TATCARTGTCTGCAATGAGAATTCCCTCTTCARAAGTCTGTCTCGCTATCTGETACGECGGARGGACCCAGART
AGAGATCCACATC TGGCCTGTGT TECTTATGARCGTGGCCARTGTGATCTGEARCT TATTARTGT T TGCAATGAGAAT TCCCTCT TCARARGTCTTTC TCECTACCTGETACGTCGAAAGEATCCAGART
aBaGATCCgoATC TRgCC TgkgTLECE TAtga. cet GGCCA. LgteaTctGEAgLTEaT aAtgTctglAat gAGAATECCoTCTEcARRagt CTELCTCECTALC TeETACgcpeAGeAt Coaghft

3381 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490 3600 3610
1

TGETGGGCATCARCCCTGARRARTGATACCAAGGATCGTGATCGACT TGTGGAAGCGGTGCARCAAACCGCCCTGCCTGAGTCTGAGGTAGATGAGGAGGTARGCACAACAGTTCGGGCAT TCATGAATGC
TGETGEGGTAGTETGCTGCTGGAARAGCARTCCTTACAGGAGACCCCTCATTGATCAGET TGTACAGACAGCCTTGTC TGAAACT CAGGACCCCGAGGAAGTGTCAGTAACTGTCAAGGCCT TTATGACTGC
TGTGGGGCHGCGTGCTGCTGGHHHGCHHTIITTﬂl:ﬂGGHGHCCCCTHHTTGHCCHGGTTGTHCHRHCHGCTTTGTCTGHGHCTCﬂEGHCCCTGHHGﬂﬂGTGTCHGTﬂﬂCTGTHHHGGCTTTCHTGHCTGC
TGTGGG. ag.gtglTheL cCtt G4 CccCT.aTeGA. caGGTegt ACAAACAGCct TGLCTGAgal TeAGGaccct GAgEAaGTgtcagt AACLGT . aaGGC. TTeATGACTGC

3511 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
1

AGGGATGACACATGAATTGACGTCTATCCTGGATCARAT TGTG-GTGCGGGGT CG-~-CTTTAGGAARARARTCGGTTTTTGGAGARTCTTTTGATCATGACCGCCATCCGTTCTCGCARGGARARGG TGATG
AGACCTTCCTARTGAACTCATTGARC TGC TGGAGAARATAGTCCTTGATAACTCTGTATTCAG TGAACACAGGAACCTGCARARCCTCCTCATCCTCACTGCARTCAAGGC TGACCGTACACGTGTTATG
AGACCTTCCTARTGAACTCATTGAAC TGC TGGAGAARATTGTCCTTGATAACTCTGTATTCAGTGARCACAGGAATCTGCARARCCTCCTTATCCTCACTGCART TAAGGC TGACCGTACACGTGTTATG
AGaccTteCtaATGAAGTcAtbgaacTeCTGGAgaAAATLGToct ThataacTCLgtaTToAGtgARcAcatiaat.cThcAaAAcCToeT . ATCcTeACL GLaATcaaggl TeaCogtacAcgb GTEATG

3641 36560 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770
1

GAATATGTGTCAACAT TGGAGAAT TACGACGCCARGGAGET TGCCAGCATCGCCAGCARCGCAGAGTTGCCTGAAGTGGCCTT TGCGGTT TACGARAAGARCGACATGAAAAAGGAGGCCECTACGGT GC
GAGTACATTAACCGCCTGGATAATTATGATGCCCCAGATATTGCCARCATCGCCATCAGCARTGAGCTCTTTGAAGAAGCATT TGCCATTTTCCGGAARTTTGATGTCAATACCTCAGCAGTGCAGGTCT
GAGTATATTAACCGCCTGGATAATTATGATGCCCCAGATATTGCCARTATCGCCATCAGCARTGAGCTGTTTGAAGAAGCATT TGCCATTTTCCGGAARTTTGATGTCAATACTTCAGCAGTTCAGGTCT
GAgTALaTtaaccgec THGALAATTALGALGCCccabit aT TGCCAacATCGCCAL CAgCaat. GAGCTgbL TGAAGaaGCaTTTGCcaTTTECoggAAatLEGAL g TcAALAc . LcaGCabttcaGhGTct

3771 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3860 3860 3870 3880 3890 3900
1

TGTTECGGGATTTGAABGATATT TCGCGTEGTCETTCC TACGCCCARARGT BTGATATACCCGCTGTT TGGTCAGTCC TTGEGEAGTATTTGC TTGCCGCA-GACGAGET GCATGABGCGATTGARTCAT
TGATCGAACATAT TGGAAACT TGGATCGEGCATATGAGT TTGC TGARCGCTGCARTGARCCGGCAGTC TGGAGTCAGC TCGCARARGC TCAG-TTGCAGARRGGARTGETGAARGAAGCCATTGATTCTT
TAATTGAGCATAT TGGARACT TGGATCGGGCATATGAGT TTGC TGARCGTTGCARTGARCCTGCRGTC TGGAGTCARC TTGCARARGCCCAG-TTGCAGARAGGARTGGT GARRGARGCCATTGATTCTT
Tgal.zagcATaltegaafict Tegat Cigheatalgag TELGCLgAfce . ThcaRTgafCL . GC . GTC TG .CTEG 6. TTGC. ATTGALTCET

3501 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000 4010 d020 4030

TTmn:lsm:CHHm:GHTl:EHGHETTTTTGGHHGHHGTTHCGGEGGEGGCGGHGHGGHHEHHTEHGTTTGGTGHTl:Tmn:ﬂﬂmm:CTCHEEHTuGCHCGEHHHuﬂmCECGTGEHHHGGHCHHEHHHHT
ATATCARAGCAGATGATCCTTCATCATACATGGARGTTGTTCAGGCCGCCARTACTAGTGGARACTGGGAAGAGC TGGTGARGTACTTGCAGATGECCCGCARGARGGLTC
mmmnnﬁmﬁnTﬁnTl:I:TTcl:Tcl:Tm:nTﬁﬁnnﬁTTﬁTTmﬁﬁl:Tﬁcl:nnTm:TnﬁTﬁﬁnnm:Tﬁﬁﬁnnﬁnm:Tﬁﬁmnnﬁml:TTﬁl:nﬁmﬁﬁcl:cﬁmnﬁnnﬁﬁcmﬁnﬁn -ﬁTl:--l:mTﬁT
aTATcaaRGCAgALEATCCEL ceTe, Tacat.gGARGTTgbtcaBGE , GlcaRt Act AgtggaaRcT ggBaatA, CTgg TgARETACL TgcagATRECCCECARgaRgeCELGEGa, + o . GEC, , CEALET

4031 d0do 4050 d4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130 da140 d150 4160
I 1

TGATACGGCGT TGGTGCTTACATATGCCARGACCGGTCETCTGATGGAGTTGGARGAGTTCCTARARGAGACCCACAATGTGCAAATCCARCCTGTGGCAGATAAGTGCT TCGACGAAGGATTGTATGAC
GGAGACAGARTTGATCTTTGCGCTGGCTARAACARACCGCC TAGCAGAGTTGGARGAGTTCATCAATGGGCCARATAATGCTCATATCCAGCARGTTGGTGACCGTTGTTATGATGAARARATGTATGAT
GGAGACAGARCTGATATTCGCACTGGCTARARCARACCGCCTTGCAGAGTTAGAAGAATTTATCAATGGACCARATAATGCTCATATCCARCARGT TGGTGACCGTTGTTATGATGAARARATGTATGAT
gGAgACaGaat. TGaT, bTkglact.gGCLARaACaaacChelT, goaGAGTTgGARGAg TTcal ALAATGeECALATCCAaCaaG TEGgt GAcegt TGET ak GAL GAAaaRaTGTATGAL

4161 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4230
I 1

TCCGCGCGGETECTETACACGCTGECTTCCARTTTTTCCARAC TAGCGETGACACTGT TGAGGATGAATAATC TACCAGCGGC TGTGGAGECTGCGCARARGGCACAGTCARGAARGACATGGACAGCTG
GCTGCTARGTTET TRTRCARTARTGT TTCCARTTTTGGACGET TRGCATCCACCCTRETTCACCTGEGTGARTATCAGGCAGC TGT TGATEEAGC TAGGARAGCCARCAGTACCCGAACATGGARAGAGG
GCTGCTARGTTGTTETRCARTARTGT TTCCART TTTGGACGTTTRGCATCTACCCTEETTCACCTGEG TGARTATCAGGCAGC TG T TGATGEGEC TRGGARAGCTARCAG TAC TCGAACATGGARAGAGG
gCtGCtaaGbTEL TETACAt aat 6t TTCCARTTTTggace. tTgGCate  ACCCTBg TbcaceThge TgAat.at.CagGLaGC TATLGAL By , BCL cgafCA

4291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420

TTARTATTGCCTGTATTGAGGCCARTGAGAT TARRC TGGCCAACATATGTGCCETTCCACT TGTACTAGARGCCGARATGT TGCARRGTGTCATGEATCGL TATGARAGT TATGGACT TTGGGARGARTT
TCTGETTTGCCTGTRTAGATGEGARGEAGTTCCGTC TCRCTCAGATGTRTGEGCTTCATAT TG TAGTACATGCAGACGAGT TGEAGGARC T TATCARCTAC TATCAGGATCGTGGGTATT TTGARGAGCT
TCTGETTCGCCTGTGTAGATGEGARAGARTTCCGTC TTGCTCAGATGTGTGEACTTCATAT TGTTG TACATGCAGATGAAT TAGARGARC T TATCARC TAC TATCABGATCGTGGCTATT TTGARGAGCT
Tetget TLGCCTGTgTaBAtGgeAR, BAgt TeegtCT , GCLcAgATETETGg, cTTCatal TG Tag THCALGCaGA, gag T TggRagaac TEATcaRctaC TATcAggal cgT6G, baTTELGARGAgCT

123



4421 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550
1 1

T.vivax GCTCTCCCTGCTTARGRCAGCATCCTCCACACCAG-GGGCCCATATGGETGTTTTTACTGGAATGGEACTTCTGTTEGCEARATACAGGCC TGARARACTATTAGARCATGTGARTATECACGCCARGAR
Bostaurus GATARCCATGT TRGRAGCAGCA~CTGEGACT TGAGCEAGCTCACATGGEGATGT TCACCGART TAGCTATTCTGTATTCTARGT TTARGCCACAGARARTGAGGGAGCACC TGEAGCTETTCTGETCCAG
Honosapiens GATCACCATGTTGGAAGCAGCA-CTGEGACT TEAGCGAGCTCACATGGGRATGT TTACTGARTTAGCTATTCTATACTCTARAT TTARGCC TCAGARAATGAGGEABCACC TEGERAGCTETTCTGETCTAG
Consensus  GaTcaCCaTGt TggRagCAGCA. CtgggACttgABcBaGCt CACATRGE . aTgT TEACE GaAt TaGek aTTCTgTa, LCEARaTLL RaBCCEcAgARAaTgaggGAgCAce TigAgcTREL Cggtc, Ag

4551 4560 4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680

T.vivax GATCAATRCACATARARTGATTGCTGCATGTGAGGAGTATCATCTGTGETTGGTRCTTCGAGTTTTACATGTCARCAACGAGGATTGGECTTRCTGCCGCCACGACGATGATGCECCACCACETCRATGET
Bostaurus AGTGAATATTCCTARGGTGCTAAGAGC TGCAGARCARGCCCATC TTTGGECAGART TGGTGTTTTTGTATGACARATACGARGARTATGATAATGCCATRATTACCATGATGARTCATCCTACTEATGCA
Honosapiens RGTGAATATTCCCARGGTGCTARGAGCTGCAGAACARGC TCATCTTTGGECAGARCTGGTGTTTTTETATGACARGTATGARGARTATGATAATGCCATARTTACCATGATGARTCATCCARCTGATGEE
Consensus agTgAATALLCckARgg TGeT aagaGltgcabAacAagct CATC TE ThGgcaGaac Tggtgt TTTTgb ATGACAR, tACEAaGAaT at gaT aaTBCCat.aAtt ACCATGATGaat CALCe, act BATGCC

4681 4690 4700 4710 q720 4730 a740 4750 4760 q770 4780 4790 4800 4810
1 1

T.vivax TGEGATCATGACGTTTTCARGACTGTTGTGAGTCATTTGEGATCCAGCGATTTGETGTACARCTCCATCCCATTCTACATCCARRACARTCCACAACTCCTTGACGACTTTCTCACCAGTATGTTTARGA
Bostaurus TGEARAGRAGGECAGT TCARAGACATCATTACCARGETTECCAATGTGGAGCTATACTACAGAGCARTACART TCTACT TAGAATTCARGCCACTGTTGTTAAATGAT TTGCTGATEGTRCTRTCTCCAC
Honosapiens TGGARAGAAGGGCART TCARAGATATCAT TACCARGETTGCCARTG TGGAACTATACTACAGAGCARTACAGT TCTACT TAGARTTCARGCCTCTGTTGTTARATGAT T TGCTGATGGTRCTGTCTCCAC
Consensus  TGBaRagRabggea, TTCARagataT caTtAccafgeTt Bocaatgtgbfl, cTatacTACAgagCaATaCaal TCTACE TagAALE CARECCaCtgt Tt TaaALGALTTeCTgAtggtgcTRTcTecac

4811 4820 4830 4840 4850 4860 4a70 4380 4890 4300 4910 4920 4930 4340
1 1

T.vivax CETTGGACCCCGAGCGTRTCTTGCTGGAGRTGAAGARGCTCRCCCCTGTRCACTTTATTCGTCAGTATCTGBAGTCTGCCCAGGRACGCARCTCCAGACGTGTGAATGAGGCARTTAACAAGC TATATAT
Bostaurus GGTTGGACCATRACTCGTGCAGTCART TATTTCAGCARGGTTARACAGCTACCGC TGETGAARCCCTATTTGCGT TCAGT TCAGARCCACARCARCARATCTGTGAATGAGTCACTGAACAACCTCTTTAT
Honosapiens GGTTGGATCRCACTCGTGCAGTCARTTATTTCAGCARGETTAARCAGCTACCACTGETGAARCCETATTTGCGT TCAGT TCAGARCCATAACARCARATCTGTGARTGARTCAT TGAACARTCTTTTTAT
Consensus  gBTTEGACCacact CGTcagTcaat LALETcAgcARGg TkaaaCageTaCe, cTggTgaaaCegTATE Thogt TCaGt LCABaRCCacAACaaCAaAt cTGTGAATGAgL CA. TgAACAA, CT, TETAT

4941 4950 4960 4970 4980 4390 5000 5010 5020 5030 5040 5050 5060 5070

T.vivax GGEAGGAAGAGGACTTCACTGCTTTGCGTGACTCTGTGGAGCGCTTTGACAACTTTGACTCCGCAGART TAAGTGCTGAGCT TG-AAAAGATGGAGCTTTTTGAGTTCCGCARGATTGCGCTTTTTCTCCA
Bostaurus TACAGAARGARGATTATCAGGCTCTGAGARCATCGATAGATGCTTATGACAACT TTGACARTATCTCACT T-GCTCAGCGTTTGGAARAGCATGARCTCATTGAGTTCAGRAAGARTTGCTGCTTACCTCTT
Honosapiens TRACAGARGARGATTATCAGGCTCTGCGAACATCARTAGATGCTTATGACAACTTTGACARTATCTCGCTT-GCTCAGCGTT TGGAARAACATGARCTCATTGAGTTCAGGAGARTTGCTGCTTATCTCTT
Consensus LacaGAAGAaGALTat.cagGCTeTGeGaacalC, alaGAtget TaTGACAACTTTGACaatat.cteac T, GetCaGeGETTGgAARAgcatGRaCTcaTTGAGTTCAG, AgaATTGCEge TTabCTCEE

5071 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200
1 1

T.vivax TCECCGTRACARGCGATTTACACATGCCATTGCCHTRGCRARGGAGARCARRCTCTACCAGGATGCCATTGAAACTCCRCCGARARTGCCAACCCGCAGATTGTAGAGGATCTTCTGEACT--TTTTTG
Bostaurus CARAGGCAATARTCGC TGGARACAGAGTGTAGAGCTETGCARGARAGATAGCCTGTACARGGATGCAATGCAGTATECCTC TGARTCTARAGATAC TGART TGGCTGAAGAGCTCT TACAGTGETTTTTE
Honosapiens CRAAAGGCRAACAATCGCTGGARACAGAGTGTAGAGCTGTGCARGARAGACAGCCTTTACARGGATGCAATECAGTATGCT TCTGARTCTARAGATAC TGART TGGCTEARGARCTCCTGCAGTGGTTTTTG
Consensus  caaaghcARCARLCGe TggAaACAgagt g TaBage T Bt gcARGaRagAchgcCT , TACaAGEATGCaATgeAgt aT BCctCLGAat cTaaagAt aCtgAat TgGet GAaGA, CTecTecAgTeg TTTTTE

5201 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5290 5300 5310 5320 5330
1 1

T.vivax TTG-TGGATCACCCGGAGTGCTTTGTTGCGTGTCTTTACACATGCTACGACTACCTCACACCACAGGTCGTGATGGAAARGGCATGGCTCARCARGCGTACGGACCTCGCCATGCCGTACTTTATTCAGG
Bostaurus CAGGAARGAARARAGAGAGTGCTTTGGAGCATGTCTCTITACTIGTTATGATCTTTTAAGGCCAGATGTTGTCCTGGARACTGCATGGAGGCACARTATCATGGATT TTGCCATGCCCTACTTCATCCARG
Honosapiens CAGGAAGAARARAGAGAGTGCTTTGGAGCTTGTCTGTTTACCTGTTACGATCTTTTAAGGCCAGATGTCGTCCTAGAAACTGCATGGAGGCACARTATCATGGATTTTGCCATGCCCTATTTCATCCAGG
Ci GCTTTGgaGC, TETCT, TELAC, TGETAcGAL ctLETaAggCCAgALGTcGTee TgGAAACL GCATGGaggcACAAL ak cALGGALL TEGCCATGCCeTAeTTeATeCAgG

5331 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440 5450 5460

T.vivax TCATTCARGAATACACARCAAAGT T====--==-—=-—--——————ATCGC-—--GCATGGAGARG TCCATGAT--GGACGCCCAACARTTGGCAARGGAGGCGGCGAGGCEGECG-GERCCGCTGCATA
Bostaurus TCATGARGGAATACTTGACAAAGGTGGATARATTAGATGCT TCAGARTCAC TGAGARAAGAGGAAGAACARGC TACEGABACACAACCTATTGT TTATGGTCAGCCCCAGC TGATGCTGACAGCAGEACT
Honosapiens TCATGARGGAGTACTTGACAAAGGTGEATAARTTRGATGCT TCAGARTCAC TGAGARARGARGARGAACAAGC TACAGAGACACRAACCCAT TGTTTATGETCAGCCCCAGT TGATGCTGACAGCAGGACT
Consensus  TCATgaRgGRaTACEE gACAAAGE Tggat aaattagat gottoagalTCalt gagaaRabaaGAAGaaCAaGic TacgGAgaCaCAACE , aTEGEEE AL GgtcabcCecabict Gat Get BaCaGCaGgAce

5461 5470 5480 5490 5500 5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590
1 1

T.vivax CG6--GTECARRTGACCCTCTGA----—--TGATTCARGCAGGGCCAGCARRCCCARTGEGCGGC----GCGATGCCARTGCCARTGCCARTGE————CAATGCCGATGCCARTGATGEGTEETRTRCCE
Bostaurus CAGCGET TGCAGTCCCTCCCCAGGCGCCGT TTEGCTATGGTTACACTGCACCAGCCTACGEGCAGCCTCAGCCTGRCTT TEGETACAGCATG TGAGATGGAARGC TGATCCTGTAGTCGCCTATTTTCGTA
Honosapiens CRGTGTTECCGTCCCTCCCCAGGCACCTTTTEET TATGETTATACCGCACCACCGTATGGACAGCCACARCCTGECTTTRGETACAGCATGTGAGATGARGCGC TGATCCTRTAGTCACCTATTTTCGTA
Consensus Cab,gt TECagtecctCCcCabige. cc. bt Thgt Tatghtta, aCogeacchcl ot ALGEgLaGle . cablet gECtEL ghgt Acablat g Thagat . Ra. GCEGATCCE gtabtogocTat TeTegta

5591 5600 5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720
1 1

T.vivax CC-AGGCARTTACGETCCCC-CGCCGCAGTT T—-------~GACAACAGGAGGC-CGTACTAG
Bostaurus CCGARACATCGTCTCTACTCGCTTCTCAGTTTATAACAGGGGAARACAGACA-CATGTTCTTGTAACCTTTATT TCATGARGGACTACTTTTTTGTTTCTARCTATRARCTCGEATCACCTATGTTTARA
Honosapiens CTGARACATCGTCTTTACCCACTTCTCAGTTTATAATGGGEGGAARACAGGCAACGTGTTCTTGTARCCTTTATTTCATGARGGACTTCTTTTT-GTTTCTARC TATRARCTTGEATCACCTATGTTAARR
Consensus CegAaaCAtcgtCt, TaCeC,CebCECAGTT Tataa, . gggGRaRACAGgea, O LGTECTEGE aacck Lk at b bcat gaaggact , cEEEEE  ghttctaact atbaaact ,ggat cacctatgtt , aaa

5721 5730 5740 5750 5760 5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850
1 1

T.vivax
Bostaurus GCTTATTTCACATTCCGCATCATTTTAGARTTTATT TTCAARGGGGAATAGTTTCARTGCTTTTATTCACTTGGGCTTTTCTTCTTCCCCCCTCATTCTTTCARGARCTGCTTARTACTCARTCTATTGT
Honosapiens CCTTATTTCACATTCCACATCATTTTAGART TTATTTTCGARGGGGAATAGTTTCARTG-TTTTATTCACTTGGGCTTTTTTTCTTCCCCC-TCTTTCTTTAAARGARCTGCTCARTATTCARTCTGTTGT
Consensus .ctbtatttcacatbcc.catcatbtbagaattbatbttc.aaggggaatagtbbcaatg.bibbatbcactbggepctibt .bbectbeccoe.bo.bbckbt .aagaactgct .aata.beaateot bhgt

5851 5860 5870 5880 5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980
1 1

T.vivax
Bostaurus GARGAACCTGATTTGCACTCTGTAGTGTT TCTRATATTGAATCTCTTAARTTTAGTGTATGTAARCAGC TTACAG-TATGTATTGTCTARATGCATTTARATCTCTTT
Honosapiens GAAGAACCTGATTTGCACTCTGTAGTGTTTARAG-———- -ARACARAGARACTCTAATAT TGAATCTCTTAART TTAGTGTATGTAARCAGCTTACARATACGTATTGTCTARATGCATTTARATCTGTTT
Consensus gaagaacctgattbgcactcbgbagtetttaaag.....a3a.aaa.aaactckaatattgaatcbcbbaaatbtagt gbatgtaaacagcttaca. .ba.gbattgbctaaatgeatbtaaatet .LEE

5981 5990 [ 6010 6020 6030 [ 6050 BOBO 6070 6080 6090 6100 6110
1 1

T.vivax
Bostaurus TCTTCARAGAARAGCC TAARGCCARARATACTGGTATATGACCATGCARGACTGTCAATGCCAARCARAGACARCAC TAATGAGCATATCCTCCGTGGGATCGCAGTGCTCTCCARATTGTTTARAARATG
Honosapiens TATTCARAGAARAGC-TAARGC-ARARACACTGGCATATGACCATGCAAGACTGTCAGTGCCARCARAGACAACACTAATCAGCACATCGTACACTGGATTGCAGTGCTTCCCAGATTATT-GARARATG
Consensus t.ttcaaagaaaage.tbadaage.aaaaa.actgg.atatgaccatgcaagactgtealt t.agca.abc.b.c...ggat . gcagbgct..cca.atb bk,  aaaaatg

6111 6120 6130 6140 6150 6160 6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240
1 1

T.vivax
Bostaurus CATTACAGACARCTTGCCTGACTTTTAARATGAGCATARARGGCCCTCTARCCTATGCAGGTTTCCTCATTACGCATATAGARARTGLTAGT——GTTTTGCTCACTTCATATGTARCAGGTGCCCTTACGT
Honosapiens --TTACAGACARCTTGCCTGATTTTTARATGAGCGTARARGGCCCTCTARCCTATGCAGGT TTCCCCATTATGCATATAGARARTGCTAGTATGTTTTGCTCACTTCATATGTARCAGGTGCCCTTATGT
Consensus ..ttacagacaactbgcctga bbbt L ctaacct ttcc.catta.gcatat agk..gtbttgctoactbecatatgbaacaggtgccctia.gt

6241 6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320 6330 6340 6350 6360 6370
1 1

T.vivax
Bostaurus TGTGCTGTATCCTGTGCTTTTTCTGTGGGACCATTCCAT TCAGGARCARAGAGCACCATGATTCCARTCT-GTGTGTATTTACTARCCCTTCCCTGAGGTTTGTGTATGTTGGATATTGTGGTGTTTTAG
Honosapiens TGTGCTGTATCCTGTGCTTTTTCTGTGGGACCAT TCCATTCAGGAGCAARGAGCACCATGATTCCARTCTTGTGTGTGTTTACTAACCCTTCCCTGAGGTTTGTGTATGTTGGATATTGTGGTGTTTTAG
C Lgtgctet titctet tccattcagga gatbtccaatct . gbgbgt .bttactaaccctbooctgagptitpbptatpttgpatatbgboptptbttag

6371 6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480 6490 6500
1 1

T,vivax

Bostaurus ATCACTGAGTGTACAGARGAAR
Honosapiens ATCACTGAGTGTACAGARGAGAGARATTCAARRCARARTATTGCTGTTCTTCAGTTTTGTTTGTGGART TTGRAAATTACTCARATTTAAARTAAATTACTGGACTGTGGARATARCATAGAATTGAAGTTT
[

atcactgagtat a.

6501 6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590 6600 6610 6620 6630
1 1

T,vivax
Bostaurus
Honosapiens TRAATTARATACCACTCARACGARARGAACAGTAGTTTTTGTAGT TTTATAT TGGATACTGAGGCAT TAGGGAGGCATGARAGGARGAGGAATGAGGAT TGAGACATGTGAARGACATTGTGCATTATATCA
Consensus .

6631 6640 6650 BE60 6670 6630 6690 6700 6710 6720 6730 6740 6750 6760
1 1

T,vivax
Bostaurus
Honosapiens RATGTGCATTCCTGTAGTTCATTAARCARGGTACATGCAATAGTCTAAAGARCCAGAGTCACTACTATAGTGGCTTAACATTTAATCTGTCTCCARTATTTTARCCAAGTGACACCGAGGTTTTTATCGARG
Consensus .

6761 6770 6780 6790 6800 6310 6320 6330 6340 6850 6360 6370 6380 6390
1 1

T,vivax
Bostaurus
Honosapiens CATTTCACTTARATGARCARATCATGGCTGTTATATTAACT TGARATAARATATATTTARACATGTAGTTARCATGCTCTTTCTCATCATGAATTATARAGGTGCCCARATTATGGGTATCTTGATTTTT

CONSENSUS  cinceceacacasraranceseccscsssssssssssosssssssssssasessssescscscssssrsssssessssssssssarerssssssscscssrsrssssssssssssssssarsrssssnns
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6761 B770 6780 6790 [:1:0T1) 6810 6820 6830 6840 6850 [:1::11) 6870 6880 6890
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens CATTTCACTTAARTGAACARATCATGGCTGTTATATTAACTTGARATAARATATATTTARACATGTAGT TRACATGCTCTTTCTCATCATGART TATAAAGGTGCCCAARTTATGGGTATCTTGATTTTT

DOMSENSUS 4 aasssssearrasssesesstssssesrssessteesrsessssetsrsessetsesrsstsessrtesssttssrssssstettrtsssrttttrtststtrttesettesrtasssstetstassne

6891 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960 6970 6980 6990 7000 7010 7020
1 1

T.vivax
Bostaurus
Homosapiens TTCARARATTGGTTGTGTGAATCCAGCTCTTGCTTATGGCTGAGAATGTTCCTARAGTTCATTTCACTATCCCTTARTCCTCARTAGCTACACATACCCCCTTGCCTAGTTAGTCTTGCACTGCTTTACA

DOMSENSUS 4 aasssssearrasssesesstssssesrssessteesrsessssetsrsessetsesrsstsessrtesssttssrssssstettrtsssrttttrtststtrttesettesrtasssstetstassne

7021 7030 7040 7050 7060 070 7080 7090 7100 7110 7120 7130 7140 7150
1 1

T.vivax
Bostaurus
Homosapiens RACTCTCTTAGGCAARATTACCTAACATAARGCTCCACAGAAGAGTTTTTTARAACTTAAAATCCCTGTCCCACCAGGTGTGGTGGCTCATGCCTGTARTCCCAGCACTT TGGGAGGC TGAGGCAGGCGGATT

DOMSENSUS 4 aasssssearrasssesesstssssesrssessteesrsessssetsrsessetsesrsstsessrtesssttssrssssstettrtsssrttttrtststtrttesettesrtasssstetstassne

7151 7160 710 7180 7190 7200 7210 7220 7230 7240 7250 7260 2 7280
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens GCTTGAGGCCAGGAGT TCGAGACARGCCTGACCARCATGGTGACTCCATCTCTACTARARATARARARTCAGCCAGGTGTGATGGTGGATGCCTATARGATCCTAGCTGCTACTCAGGAGGCAGGAGGLT

DOMSENSUS 4 aasssssearrasssesesstssssesrssessteesrsessssetsrsessetsesrsstsessrtesssttssrssssstettrtsssrttttrtststtrttesettesrtasssstetstassne

7281 7290 7300 7310 7320 7330 7340 7380 7360 30 7380 7390 7400 7410
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens GAGGCATGAGAATCACTTGAACCTGTGAGGCARAGGT TGTAGTGAGCCARGATCACGTCACTGCACTCCATCCTGAGTGACAGAATGAGACTCTTGTCTCAARRARACAARRARACCTATTTAGTTTCATC

DOMSENSUS 4 aasssssearrasssesesstssssesrssessteesrsessssetsrsessetsesrsstsessrtesssttssrssssstettrtsssrttttrtststtrttesettesrtasssstetstassne

7411 7420 7430 7440 7450 7460 470 7480 7490 7500 7510 7520 7530 7540
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens CAGGACATTAARGTGAAAGTGTTTARTGTGAGTGCAGG TCAGTGARGARTACARTGGTGCCCCTGLTTTGATTTGTGGGAGGTGCCATCAGTTTTCCCCACCACTGCTTTTGCACCCTCAGTGCAARATATC

DOMSENSUS 4 aasssssearrasssesesstssssesrssessteesrsessssetsrsessetsesrsstsessrtesssttssrssssstettrtsssrttttrtststtrttesettesrtasssstetstassne

7541 7550 7560 570 7580 7590 7600 7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens AACACAGAGAAARARARARATAATARTAGTATTATGARRACATTGACTCTGTGGAGACCCTGTGGGTTCTGCAGAGTATACTTTGARARCTATAAGAT TATGAGT TCTATARARTACCAAGTACAGATGAR

DOMSENSUS  4aassrssaearrasssesrassssssesrssesstessrsessssetstsessessessstsessrsesssttssrssssstttttsssrsrttrtttsttrsaessttesrtassssterstassne

7671 7680 7690 FHO0 0 Fien 7730 Fra0 7780 7760 N 7730 7790 7800
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens CTAGAARACAAGCATATATCCACARTTACCAGAATTTTCATAGTATTCCTTTTAGTAGATATGCCATGACAGTTACTTAGCCACCCCATGCCATCCTGTTGGGAATGCCACTACCTTTGARTTTGGAGCC

DOMSENSUS  4aassrssaearrasssesrassssssesrssesstessrsessssetstsessessessstsessrsesssttssrssssstttttsssrsrttrtttsttrsaessttesrtassssterstassne

7801 7810 820 7830 7840 7850 7860 80 7880 7890 7900 7910 7920 7930
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens RATCAGTCTATCTGAGGCAARCCTCAGARATTACCTGAGCCAGAATCATGCACTTAGCACTGAGT TCARCTCAGTCTTAACGTTGCATTTTGTTGCATCACTTTTGCAGCCAGTARACATTCTGTTTAGAR
Consensus

7931 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000 8010 8020 8030 8040 8050 8060
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens RATAGTTGCTATTGTGGCATCATTCACAGTTGCARTTTTTCTCCTGTGCTGTCATATGCCTGTGCGAAGTGTATTARATGARTCARATATTAGAAATTTCARGGCTGTCTTTAGTGTTCTGCCCACARTAC
Consensus

8061 8070 8080 8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160 8170 8180 8190
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens TCCACCARTGACCTTAGACCTTGAGATGGTGCTATARCGCTGCTTATATTGCAGT TARCCATAGAGAGGTGGAGCCACT TAARATGGGCCTATTACCARRATTCTCCCTGGCATCATTACAGTTCTTGGG
Consensus

8191 8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260 8270 8280 8290 8300 8310 8320
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens GATACACTGATTTTAGARATTACTGTCAGTATCCTCCTARAAGARGGCT TAARTAGT TTCTARCARGATGACTATCAGGARGCTATGTGGCTTGEGGAGT TGGGACCCTCTGCCTCATATTCTGGGTAAC
Consensus

8321 8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400 8410 8420 8430 8440 8450
1 1
T.vivax
Bostaurus
Honosapiens TGGTATARCATAGTAATTATTAGGATTGTATCAARGTGTATCTAARGATL ACCCTTARTTGTCARAGTTAGTTCT TACTAGCAGGGATGACARRCTACGTTCACTT
CONSENSUS 4 rsrsarsrrsrarsarssssrsssssssesrssssrsnssrsessesnesrssrsessesrtsrtessrsrssrtessrsrssrtestrsrssrsrssrsrssrsrssrsrssrsessrsresrses
8451 8460 8470 8480 8490 8500 8510 8520 8530 8540 8550 8560 8570 8580
1 1
T.vivax
Bostaurus

Honosapiens TACAGTTACCATAARRTTCTTACTTGGGCCCACCCATTTCCATCTGTTAAGGTCCATARGGTTACTCARGTTTCAGTGGCTTCATTGT TACAAGAARGGGGGGARGTGAGARACT TTARTAGGCTGTGATT
Consensus

8581 8590 8600 8610 8620 8630 8640 8650 8660 8671
1 1

T.vivax
Bostaurus
Honosapiens TAGARCCACTGCTGATTAACCTTTGGCCAGTATGGGTCAGGGARGGTGARCATGARACACTGCACAGTAGGTTGTATCARTGCTATARARL

CONSENSUS  +hrrerrrenrrasssesssssssssssrassssssssrasssssassrassssssssssssssssrsssrsssssrasssssrssrasss
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Anexo 6. Secuencia amino&cidica la CLH. En rojo se resalta la secuencia peptidica

parcial de la region N-terminal de la CLH.

1 10 20 30 a0 50 B0 70 80 a0 100 110 120 130

1 1
conoleta HOGPISFAEVFOLNSYAGGLOPGATSFKTLTLESDKYYCYRDYAPDGATSLYIYDLEGRESTRHNYRDADSATHHPRSKILATRSGRHL OTYDHDARKRLKARAFDEDYVFHTHYDERTYGIVSHSAYHH
clonada

COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |

conoleta HSLDGSTDAPPHRYFDRAPELHGHNYOILSYOTDEHKKHLHLCGISRGTEGTVEKTOLFSYENNSGRYLEGHAGTF ISTSIPTOPRSCHYHCLAHNHPTOGGKYLIHELPTAPKHDYSLORRYVDYPFPAG
clonada HLCGISRGTEGTYGKTOLFSYENNSGRYLEGHAGTF ISTSIPTOPRSCHYHCLAHMNNPTOGGK YL THEL PTAPKHDYSLARRYYDYPFPAG
Consensus . ++-HNLCGISRGTEGTYGKTOLFSYENHSGRYLEGHAGTFISTSIPTOPRSCHYHCLAHNNPTOGGKYLIHEL PTAPKHDYSLORRYYDYPFPAG

251 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

conoleta DFPVHLHVSPRHKLLTVVTEHGSLLLHDIFTRVVIKTBQVSNCEVFEGTEYTKTGEILCVNHﬂGSVFHV5PNDNHIVPFVKNﬂLﬂNPELRLRIRESHNLGEVDDLYRVKLENSLRREDVEERVRTCLRRP
clonada DFPYALHYSPRHKLLTYYTGHGSLLLHDIF TAYYIKTAQYSHCGYFCGTGYTKTGGILCYHANGSYFHYSPNDHAIVPFYKNOLON

Congensus DFPYALHYSPRHKLLTYYTGHGSLLLHDIF TAVYIKTOOVSHCGYFCGTGY TRTGEILCYHAOGSYFHYSPHDHAIVPFYKHOLON. . ... e ereiecrececrsensrascacacsnanens

391 400 d10 420 430 4do 450 460 470 480 490 500 510 520

conoleta aNRLRVPEVLNRFVHHPﬂnﬁEﬂﬂPRISTVFKIVLRETSLNKHESVELRRHILPKGEINYVKLﬂYDEDKLTPSEELEDLISQVDPELRLKIFHKTNRHHRVVNVLLﬂRNETﬂKRVEYCKRHEFSPNHRDIi

Consemaus - .

521 530 540 550 560 570 580 590 ] 610 620 630 640 650

conoleta aSFIHVNPﬂNﬂVGLHLHLHRDLREKPVLPPNEIVDHFVTﬂﬂLIﬂﬂﬁTEFILEVLREDSSERTSDLﬂTKILEINLKHSHSSVREKIFRCEICTHVDEHLLHPLCERRGLPQRHIEEYVTRQRBDPEIDNLA
Comseneus
conoleta
clonada

Congensus -

781 790 800 810 820 830 8do 850 860 870 880 890 900 910

cu;ulega éKnﬁDLHPLINICDﬂHNFIDDLVRYLIETRNESLIEﬂYVﬂRRSPSKTPRVVﬁﬂLIDENVﬂEﬁFIK5LLL5VﬁTNCPVHELVEVVEﬂRﬁRLRLIETHLENRYHEKKTDEPLHNRLHKLYVLTENRPEKFL}
clonada

CONSENSUS  cnuneceseesscssessssssesssssessssssesssssessssssesssssesssssssssossesssssssssossesssssssssessessssssssssssessssssssssssesnnssssnss

911 920 930 9di 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1
conoleta EHEYYNPLYIGKYCEMRDPHLSYIAYRRGCLSHELTEITSKHGHHKOLARYLYOOKHLELHATYLKGEGIDRDRL YEAYAATALPESEYTEEYSTTYRAFHHAEL TEELVSILDATYYCGRFRKHRFLEN
clonada

COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

1041 1050 1060 1070 1080 1030 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

conoleta LLTHSAYRSRKHKYHEYYSTLENYDAKEVAGHCSSEGHFEAAF TYYDKFEHPYEAARYLHHDHKDIPRGRL YAARCDHPSYHSYLGEALLARDELREATDYL TRAKHHSCYDSYTARAERNHOYGDLIKY
clonada

COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

conoleta LTHYRAESHGEESKIDTILYLTYARTGRLSELEELLKSAHHIOYHTYADKCFHDGLYDSARYLYSISHNFHKLALTLYRLHNLPERYEAROKSAARSTHDEYHLACYEAKENKLANICATPLALAYETLH
clonada

COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

conoleta DIVYRYEDLGLYDDLLAYLKARATHTGAHHGIF TEHGYTLAKYRPEKLLEHYHHYSKKINAHKLIAYCEQYHHHL YL RYL HYNHEDHL ARARK THHHHF GDAHDHEYF KEVACHLGASDYYYSSTSFYLHT
clonada

COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

conoleta SPOLLADLLSSLFKTLDPERYLREYKAYASYHLTHAYLETYONRHAKLINEAL HEFYYEEENF TALRHSYENYNNFDSAEL TAKLEKHELL EFRKIALFLHRRHKSYAYAHTYAKESKLYQEATETARES
clonada

COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1630

conoleta KDISYVEDLLDFFYYOHPECFYTCLYYCYDLLTPALYLEKAHLHKCHDIAHPYLIOSIADYTSRYIRTEKSHSEAHESGKETERRSGOPFHAGHDPLHIOAGPAYSARPSHHOF QOPHGYGHHPOGGHAG
clonada
COMSENSUS iy aarassasressasssstsetsestosssstsetsestosssstsettestosssttsttrestosssttsttreststssttsitestossstistttssiossetistsrsssassntsntses

1691 1699

conoleta GALYGHGYF
clonada
Consensus .
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