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Resumen

El ordenKinetoplastidaestaconformado por un grupo de organismos que se caracterizan por presentar
un ADN extranuclear denominado cinetoplasto. Dentro de éste, los tripanosomatidos constituyen una
familia de protozoos altamente divergentes que incluye varios géneros de interés médico y econémico
por ser patégenos de humanos, plantas e insectos. El gériiidia constituye un grupo de parasitos
monogenéticos encontrados en el tracto digestivo de artropodos e invertebrados. Recientes estudios han
mostrado el caracter conservado de la proteina 11 de membrana de kinetoplastidos (KMP-11) y su
importancia biolégica e inmunolégica en el contexto de su asociaciéon con la membrana de tripanosomatidos.
En este trabajo se amplificaron y secuenciaron los demesllde Crithidia spp Estos genes tienen un

marco de lectura abierto de 279 pb que codifica para una proteina con peso molecular de 11 kDa, la cual
presenta una elevada identidad con su ortéloga de otros tripanosomatidos. Anélisis filogenéticos basados
en la secuencia de nucleétidos sustentan el caracter polifilético del @&itbidia al encontrarse que éste

se encuentra mas estrechamente relacionadd.coangelj T. cruziy T. bruceique conLeishmania.

Palabras clave: cinetoplastoCrithidia spp, proteina KMP-11, ortélogos, tripanosomatidos.

Abstract

Kinetoplastidaorder comprises a group of organisms characterized by the presence of extra-nuclear DNA
known as kinetoplast. Within this highly divergent family of protozoa, the trypanosomatids include many
genera of economical and medical interest since they are pathogenic for humans, plants and insects.
GenusCrithidia is formed by a group of monogenetic parasites found in the digestive tract of arthropods.
Recent studies have shown the conservative character of the kinetoplastid membrane protein-11 (KMP-
11) and its biological and immunological importance in the context of its association with the trypanosomatid
membrane. In this papeGrithidia spp KMP-11 protein genes were sequenced. Thithidia spp. KMP-

11 genes have a 279 bp open reading frame which codes for a protein with a molecular weight of 11 kDa.
This protein shows a high identity with its orthologues in other trypanosomatids. Phylogenetic analyses,
based on the coding nucleotide sequence, support the polyphyletic charaCtéhidfa genus given that

it is more closely related t®. rangeli T. cruziandT. bruceithan toLeishmania

Key Words: Crithidia spp, kinetoplast, KMP-11 protein, orthologue, trypanosomatids
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INTRODUCCION frecuentemente estudiado debido a que
. o ] constituye un excelente modelo bioldgico
Los kinetoplastidos son un grupo bien co-de estudio para los organismos patégenos
nocido de protozoos flagelados pertene-qe sy familia y es facilmente cultivable
cientes al orderinetoplastida los cuales (jingbeil y Englund, 2004; Lukest al,
divergieron hace aproximadamente 8002002).
millones de afios de otros eucariotas
(Fernandezt al, 1993). Estos microorga- Estudios previos de las relaciones evoluti-
nismos son distinguibles de otros protozoosyas dentro de la familidrypanosomatidae
por la presencia de una red de ADNse enfatizaban en caracteristicas morfold-
extranuclear, la cual constituye el ADN gicas o consideraciones respecto al estilo
mitocodrial del parasito, conocido como de vida de los parasitos. Recientemente, la
cinetoplasto (kDNA) (Sinhat al., 2004;  reconstruccién de la evolucién molecular
Klingbeil et al, 2001). Quiza como conse- ha sido aplicada a la relacién existente en-
cuencia del largo tiempo de divergencia, tre los tripanosomatidos. Es asi como, dife-
los kinetopléstidos exhiben Cal’aCterI'SticaSrentes estudios basados en las secuencias
biolégicas raramente vistas en otrosdel ADN ribosomal sugieren que los géne-
eucariotas como: edicion del ARNydns ros Leishmania LeptomonasEndotrypa-
splicing’, variacion antigénica y compar- numy Crithidia son similares entre si y
tamentalizacion de la glicdlisis, entre otros; forman un grupo aparte de bruceiy T.
constituyéndose en importantes modeloscryzi (Fernandezt al, 1993; Brioneset

para el estudio de procesos biologicos baal., 1992; Géme=t al, 1991; Hernandez
sicos (Stevenegt al, 2001; Fernandeet et al, 1990).

al., 1993).

Por otra parte, la proteina de 11 kDa de la
Dentro del orderKinetoplastidase encuen- membrana de los kinetoplastidos (KMP-11)
tran diferentes estilos de vida: organismosse encuentra presente y altamente conser-
de vida libre, parasitismo monogenético,vada en los organismos pertenecientes al
el cual involucra un solo hospedero ordenKinetoplastidaincluyendo distintas
(usualmente invertebrado) y parasitismoespecies déeishmania Trypanosoma
digenético, en el cual el ciclo de vida del Crithidia, Leptomonasy Phytomonas
parasito se alterna entre invertebrado y(Stebecket al, 1995). Esta proteina ha sido
vertebrado o plantas. Es asi como la familiacaracterizada molecularmente €nbrucei
Bodonidae,incluye organismos de vida (Bridge et al 1998; Stebeclet al, 1995),
libre y monogenéticos, mientras que la fa-Leishmania donovani(Jardim et al.,
milia Trypanosomatidaeagrupa organis- 1995a,b)Leishmania infantun{Berberich
mos monogénicos y digenéticos (Maslovet al, 1997a,b) Leishmania panamensis
et al., 2001; Fernandeert al.,, 1993), (Ramirezet al, 1998),T. cruzi (Thomaset
patégenos para el hombre y animalesal., 2000) y méas recientemente &rypa-
(Leishmaniay Trypanosoma)asi como nhosoma rangeli{Diez et al, 2005); orga-
también para plantas (Ftomonay e nismos en los que presenta caracteristicas
insectos Crithidia) (Morris et al, 2001; comunes como: peso molecular de 11 kDa,
Stevenset al, 20001; Ramireet al, 1998; caracter anfipético, estructura secundaria
Tanowitzet al, 1992) caracterizada por la presencia de dos héli-

ces alfa unidas por un segmento enrollado
Crithidia es un parasito monogenético al azar, elevado numero de copias (£x10
encontrado en el intestino de artrépodos2x1C copias por genoma haploide), loca-
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lizacién asociada al citoesqueleto, flagelo, MATERIALES Y METODOS
bols,llllo flagelar y.,membrana celular dgl Parasitos y obtencién del ADN
parasito y expresion en todos los estadios
del ciclo de vida del parasito, especialmen-La cepa del parésit€rithidia spp proce-

te en los estadios desarrollados en el insecdente del municipio de Charala (Santander)
to (Diezet al, 2004). y aislada de un insecto triatomino fue ama-
blemente cedida por el Laboratorio de Pa-
rasitologia del Instituto Nacional de Salud
J'NS)' El ADN del parasito se obtuvo me-
diante extraccion organica con fenol-clo-
roformo-alcohol isoamilico y precipitacion

Hasta el momento la funcion biol6gica de
la proteina KMP-11 se desconoce, pero s
conformaciéon estructural, homologia con
las apolipoproteinas y p05|,blg asociaclon ., e tanol segln lo indicado por Puerta y
en la membrana de los parasitos con otro:b ~
. ruefia (2005).

componentes anfipaticos como el LPG en
Leishmaniay las proteinas acidicas

repetitivas enl. bruceisugieren que ella i PCR
puede interactuar con la bicapa ”pidicapmmerasa ( )

regulando la presion e incrementando las p,ir ge ADN genémico derithidia spp
consistencia de la membrana al permitir lagg 5mpjifics el marco de lectura abierto del
estabilidad de moléculas tales como elgen que codifica para la proteina KMP-11,
LPG. Asimismo la presencia mayoritaria ;sando los oligonucledtidos KMP11F/R
de la proteina en las formas de desarrollqpye; et 51, 2005) disefiados con base en la
parasitarias en el insecto hacen pensar quU€,.encia del gekmp-11deT. cruzi(n°® de
esta proteina puede tener otras funcioneS..esq a GenBank AJ000077). La PCR se
relacionadas con la interaccién} del pard- o4iiz6 en un volumen final de 25 conte-
sito con el huésped vector (Diez al,  niendo: 125 ng de ADN genémico purifi-
2004). Otros hallazgos tales como suc,4, 1 X de buffer (10 mM Tris-HCI pH 9,
homologia con las proteinas asociadas aky v KCl y 0,1% de Triton X-100), 1,5
citoesqueleto (CIP1) deérabidopsis |\ de MgCl, 200 uM de cada dNTP
thalianay sus propiedades fijadoras de (Invitrogen), 20 pmoles de cada oligonu-
calcio sugieren que la proteina KMP-11 cledtido y 1,25 U de Tag DNA polimerasa
puede estar implicada en la movilidad de'(Corpogen). La reaccién de amplificacion
parasito y en la unién a la célula huéspedgg j16y6 3 cabo en un termociclador MJ
Pero quizés una de las caracteristicas Magasaarch PT-100 usando el siguiente per-
importantes de esta proteina es su caractgy. ggoc por 5 minutos y 30 ciclos de 95°C
inmunogénico, inductor de respuesta in-por 30 segundos, 50°C por 1 min., 72°C

mune humoral 'y celu[ar en modelos por 40 seg. y una extension final a 72°C
murinos y humanos (Dieet al, 2005, g, rante 5 min. (Dieet al, 2005). El pro-
Planelleset al, 2001; Thomat al.,  ,ct0 e amplificacion se observé en gel
2000). de agarosa al 1,5% conteniendo Agiml

de bomuro de etidio (Sambrook y Russell,
Teniendo en cuenta el caracter conservad@001).
a nivel evolutivo de esta proteina y su
importancia biolégica e inmunolégica, en Clonacién y ensayo de “Southern blot”
este estudio se realizé la secuenciacion delel genkmp-11 de Crithidia spp
los geneskmp-11de Crithidia spp con la
finalidad de compararlos con sus ort6logosg| producto de amplificacién de aproxima-
en otros tripanosomatidos. damente 280 pares de bases, se extrajo del

Ensayo de reaccién en cadena de la
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gel de agarosa haciendo uso del estuchsecuenciadas por el método de Sanger
comercial “QIAquick Gel Extraction Kit” (Sangeret al, 1977) en un secuenciador au-
(QIAGEN) y se clon6 en el plasmido co- tomatico ABI PRISM® 3100 Genetic
mercial pPGEM-T Easy (Promega), median- Analyzer (Applied Biosystems) usando los
te reaccion con la enzima “T4 DNA oligonucleétidos universales M13F/M13R.
Ligase”, segun recomendaciones de la caséa busqueda de identidad con otras secuen-
comercial. El producto de ligacién fue pos- cias reportadas en la base de datos de
teriormente introducido en bacterias GenBank se realiz6 usando el programa
electrocompetentes JM-109 #eherichia BLAST de NCBI (Altschulet al, 1997) y
coli. Finalmente, las bacterias recombinan-fueron alineadas usando los programas
tes se seleccionaron en medio Luria BertanMULTALIGN (Corpet, 1988) y LALIGN

con 100ug/ml de ampicilina tras realizar (Pearson, 1990). La secuencia deducida de
el test de blancas y azules (Puerta y Uruefiaaminoacidos de la proteina se obtuvo me-
2005). ElI ADN plasmidico de los clones diante andlisis de la secuencia de nucleéti-
recombinantes se extrajo haciendo uso detlos con el programa “Translate tool” del
estuche comercial “WizafdPlus SV Instituto Suizo de Bioinformatica (Appet
Minipreps DNA Purification System” al., 1994) y los analisis adicionales a la se-
(Promega), sometiéndose a digestidon corcuencia de aminoacidos se realizaron con el
la endonucleasa de restriccidEcoR|l  servidor ExXPASy (Gasteiget al, 2003).
(Promega), segun recomendaciones de la

casa comercial. Andlisis filogenético

Los productos de la digestion fueron sepa-EN primer lugar se alinearon las secuencias
rados mediante electroforesis en gel dede nucledtidos obtenidas del gkmp-11
agarosa al 1% vy transferidos a membrana§n Crithidia spp con las secuencias
de nailon (Amersham Pharmacia) usando'€portadas para este mismo gen en el
el método alcalino (Puerta y Uruefia, 2005).GenBank mediante el programa Clustal W.
Los ensayos de hibridacion se realizaronP0steriormente, se realiz6 un analisis
usando la metodologia previamente desfilogenético mediante analisis de maxima
crita (Puerta y Uruefia, 2005). Como sondaParsimonia soportado por Wootstrapde

se utilizé el gen que codifica para la protei- 1000 réplicas.

na KMP-11 deT. rangeli marcado con

biotina mediante la técnica de “Random RESULTADOS

primer” (Diezet al, 2005). Los filtros fue-o Amplificacion y clonacion del genkmp-

ron Iavad.os con 1 X SSC/0,1% SDS a 42°Cq 1 ge Crithidia spp.

por 15 min. y 0,1 X SSC/ 0,1% SDS a 65°C

por 15 min. y posteriormente revelados Con el objetivo de conocer la secuencia de la
mediante reaccién colorimétrica con el con-proteina KMP-11 dérithidia spp se realizo
jugado fosfatasa alcalina- estreptavidina yun ensayo de PCR haciendo uso de los
el sustrato NBT/BCIP (Promega) (Puerta yoligonucledtidos KMP11F/R, disefiados con
Urueiia, 2005). base a la region codificante del danp11

deT. cruzi(Diezet al, 2005; Thomast al,
2000). A partir de ADN gendmico total de
Crithidia spp se amplificé una banda del ta-
La reaccion de secuenciacion se llevé a cabénafio esperado, aproximadamente 300 pb, de
en el Instituto de Parasitologia y Biomedi- acuerdo a lo encontrado en otras especies de
cina “Lépez Neyra”, CSIC (Granada, Espa- kinetoplastidos comd. cruziy T. rangeli

fia). Ambas hebras del ADN clonado fueron(Diezet al, 2005; Thomast al, 2000). Di-

Secuenciacion y analisis bioinformatico
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cho fragmento fue clonado en el plasmidote “Southern bldt utilizando el genkmp-
pGEM®-T Easy, seleccionandose dos colo-11 de T. rangelimarcado con biotina como
nias recombinantes al azar, denominadasonda en los experimentos de hibridacion
clones CK1 y CK3. Luego de digestién con (Diez et al.,, 2005). Los fragmentos de
la endonucleasa de restricci&toRI (cor- aproximadamente 300 pb generados, en
ta a ambos lados del sitio multiple de cada caso, mostraron una fuerte sefial de
clonacion del vector), estos clones, libera-hibridacién, sugiriendo que los mismos co-
ron un inserto del tamafio esperado (figurarresponden al gekmp11 deCrithida spp
1A); los cuales fueron analizados median-(figura 1B).

kb 1 2 3 4 - 6
234 —
BS—
23—
A
300 pb
B.
Inserio

Ficura 1. Identificacion de los genkmsp-11deCrithidia spp (A) Digestién del ADN plasmidico de los
clones CK1 y CK3 con la endonucleasa de restridezoR| El ADN de los clones CK1 y CK3 fue
digerido con la enzimicoR| resuelto en un gel de agarosa al 1%, teflido con bromuro de etidio y
visualizado con luz UV. 1: patrén de peso molecular fagiindlll (Promega), 2: ADN plasmidico del
vector pBS sin digerir, 3: ADN plasmidico del clon CK1 sin digerir, 4: CK1 digerid&coR| 5: ADN
plasmidico del clon CK3 sin digerir, 6: CK3 digerido &moRI (B) Andlisis de Southern bldtdel ADN
plasmidico de los clones CK1 y CK3 hibridado con elkgep-11deT. rangeli EIADN plasmidico fue
digerido y transferido a un soporte solido para ser hibridado conlehgehildeT. rangelimarcado con
biotina. 1: ADN plasmidico del clon CK3 digerido decoR| 2: CK3 sin digerir, 3: ADN plasmidico del
clon CK1 digerido corEcoRl, 4: CK1 sin digerir, 5: ADN plasmidico de pBS sin digerir.
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Geneskmp-11 de Crithidia spp los clones CK1 y CK3 mostré una identi-
dad de 99,6% entre ellos, debido a una di-
El analisis de la secuencia de los clonederencia en el nucledtido (nt) 41 consistente
CK1 (n° de acceso al GenBank DQ194339)en un cambio de una A por G en la secuen-
y CK3 (n° de acceso al GenBank cia del clon CK3 respecto a la secuencia
DQ194340), mostradas en la figura 2A, con-del clon CK1 (figura 2A). Este hecho indi-
firmé que dichos clones contienen un Gni-ca que ambos clones portan secuencias de
co marco de lectura abierto (ORF) de 279dos copias diferentes del g&mp-11de
pb, el cual codifica para una proteina de 92Crithidia spp Interesantemente, dicho
aminodcidos (figura 2B). ). El analisis com- cambio en la secuencia de nucledtidos afec-
parativo de la secuencia de nucleétidos dda a la secuencia de aminoacidos, donde

10 20 L] A0 50 al

CK3 ATGGCCACCACTCTTGAGGAGTTTITCCGCCARACTTEACCGETTGEATGCCGAGTTTGE!

CE1l ATGGCCACCACTCTTGAGGAGTTTTCCGCCARARCTTG ACC&MIIJcH.bLﬁSHETT”Gﬁﬂ

10 20 30 a0% 50 &0
70 &80 90 00 110 120

CK3 ARGAAGATGGAGGAGCAGAACARGARGTTCTTTGCGGACARGCCGGACGARAGCACCCTG

CKl ARGAAGATGGAGGAGCAGARCAAGARGTTCTTTGCGEACARGCCEGACGARAGCACCCTG
70 20 20 100 110 120
130 140 150 160 170 180

CK3 TCTCCTGARRTGAAGGAGCACTACGAGRAGTTCGAGAGGATGATTCAGGAGCACACCGAL

CE1l TCTCCTGARATGRAGGACCACTACCGAGAAGTTCCAGAGGATCATTCAGGAGCACACCEAC
130 140 150 160 170 180
190 200 210 220 230 240
CE3Z ARCTTCARCAAGAAGATCECACGAGCACTCTGAGCACTTTARGTCGAAGTTTGCTGAGCCG

CK1l AAGTTCARCARGARAGATGCACGAGCACTCTGAGCACTTTARGTCGAAGTTTGCTGAGCCG
190 200 210 220 230 240
250 2al 270

CE3 CTCGAGCAACAGAAGAACGCTCAGTTCCCAGGRAARGT AR

CEl CTCGAGCARCRGAAGHMCECTCAGTTCCCAGGARAGTAR
250 260 270

Ficura 2. (A) Alineamiento de las secuencias de nucleétidos dekiggnllde Crithidia

spp Secuencia de nucleétidos de los clones CK1, copia A (DQ194339) y CK3, copia B
(DQ194340), correspondientes a la proteina KMP-1Cuhidia spp En negrilla y con
asterisco se denota la diferencia entre las secuencias y subrayados los codones de inicio y
parada del gen. (B) Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de la proteina
KMP-11 deCrithidia spp Secuencia de aminoacidos de los clones CK1 y CK3,
correspondiente a la proteina KMP-11 @dthidia spp Con asterisco se denota la
diferencia entre las secuenci@s. ? indica los dos posibles sitios de fosforilacién de la casein
cinasa || indica los dos posibles sitios de fosforilaciéon de la proteina cinasa C, en
negrilla se denota el sitio de unién a calcio, subrayado se indican los aminoacidos que
comprenden las dos-hélices teoricas.
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14 20 0 40 50 &0
e [ ] * [ ]
CHE3 MATTLEEFSAKLDRLDAEFAKEMEEQNEEFF ADKFDESTLSFEMEEHYERFERMIQE HTD

CKl MATTLEEFSAKLDQLDAEFAKEMEEQNEKFF ADKPDESTLSPEMEEHYEKFERMIQE HTD
q 20 a0 40 50 &l
1 a0 a0

CKl EFNEFMHEHSEHFESEFAEFPLEQOENA QFPGE

70 50 a0

Ficura 2. (B)

una glutamina (Q) en el clon CK1 se co- Vvarias cepas dé. rangeli de 87,5% cof.
rresponde con una Arginina (Ren la se- cruzi, de 85,5% con varias especied éesh-
cuencia del clon CK3, presentando estagnaniay de 83% coril. brucei

proteinas una identidad de 98,9% (figura

2B). Este cambio de nucledtido afecta a laProteina KMP-11 de Crithidia spp
diana de restricciégel que en dicha po-
sicion se encuentra en el clon CK3, posi-
cion 39, y no en el clon CK1.

La secuencia deducida de aminoacidos de
la proteina KMP-11 d€rithidia spp co-
rresponde a una secuencia de 92 aminoaci-
P . . dos con un peso molecular equivalente a
Analisis adicionales de la secuencia dell kDa y un punto isoeléctrico teérico de
nucleétidos de ambos clones mostraron qU& g (Gasteigeet al, 2005). Un andlisis rea-

el clon CK2 presenta un contenido de GCyi;540 con el programa PROSITE (Hubo
de 49,82% y el CK3 de 50,18%. Asimismo al., 2006) a la secuencia deducida de ami-

ambos clones exhiben una fuerte preferen'noécidos, mostré que dicha proteina posee

cia por determinados codones; por ejem-4 posibles sitios de fosforilacion, dos de

plo, 4/5 residuos de D son codificados porg)io5 dependientes de la proteina cinasa C
GAC, 13/15 residuos de E son codn‘lcadosy los otros dos dependientes de la caseina

por GAG, 5/5 residuos de H son codifica- ¢jnasa 11, Liamativamente, la proteina tam-
dos por CAC, 14/15 residuos de K son Co-pign presenta los motivos de unién a cal-
dificados por AAG y 5/6 residuos de
glutamina (Q) son codificados por GAG (fi-
gura 2).

cio descritos en las proteinas KMP-11 de
tripanosomas (Fuertest al, 2001) (figura
2B). Andlisis tedrico de la estructura secun-
daria realizado con el programa GOR IV
Analisis comparativos de la secuencia de(Garnieret al, 1996) revel6 la presencia de
nucleotidos de los clones CK1 y CK3 con dos a-hélices separadas por una vuelta,
la secuencia de la protel'na KMP-11 de OtrOSguaj alo reportado para otras proteinas
tripanosomatidos, indican que los genes de&<MP-11 (Diezet al, 2005; Thomast al,
Crithidia spp poseen una identidad de 2000; Stebeclet al, 1995). Finalmente, el
96,5% con las secuencias reportadas paranalisis de identidad de la proteina KMP-
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11 deCrithidia spp con respecto a las otras et al, 1995a),T. brucei(Bridgeet al, 1998),

proteina KMP-11 reportadas en la base del. cruzi(Thomaset al, 2000) yT. rangeli

datos de Swiss-prét mostré que dicha pro- (Diezet al, 2005), presentando ademas una
teina presenta una identidad del 95,4% corelevada identidad tanto en su secuencia de
su ortdloga efi. rangeli del 95% con la de nucleétidos como en la secuencia deduci-
T. cruzi del 90% con la d&. bruceiy del da de aminoacidos. En consonancia con
79,6% con la KMP-11 reportada para va-estos resultados, la proteina KMP-11 de

rias especies deeishmania Crithidia spp.comparte las caracteristicas
fisico-quimicas presentadas por las protei-
Andlisis filogenético de la proteina nas KMP-11 de tripanosomas y leishmania
KMP-11 de Crithidia spp con sus como peso molecular de 11 kDa y estructu-
ortélogos de otros tripanosomatidos ra secundaria caracterizada por la presen-

cia de dos hélices alfa separadas por un
Las secuencias de nucleétidos de la proteisegmemo enrollado al azar, asi como tam-
na KMP-11 deCrithidia spp se compara- bién sus motivos de fosforilacién y unién
ron con las secuencias respectivas de otrog calcio (Diezet al, 2005; Thomast al,
tripanosomatidos disponibles en la base de000; Bridgeet al, 1998; Jardimet al,
datos del “GenBank”. El analisis mostr6 1995a). En conjunto, estos hallazgos con-
12 arboles igualmente parsimoniosos, defirman el caracter conservado de esta
151 pasos. Las secuencias @gthidia  proteina a nivel de tripanosomatidos y su-
spp. se agruparon con las secuenciastde gieren un papel relevante de la misma en
rangeli, con unbootstrapde 100% (figu- estos protozoarios.
ra 3).

Teniendo en cuenta que los gehesp-11
DISCUSION se encuentran repetidos en otros protozoos

pertenecientes al ordeKinetoplastida
La presencia de la proteina de membrangJardimet al, 19952, Thomast al, 2000;
de 11 kDa de los kinetoplastidos (KMP- Diez etal., 2005) y el polimorfismo obser-
11) ha sido detectada en algunos miembrogado a nivel de nucledtidos entre los clones
de la familiaTrypanosomatidaecomo  CK1 y CK2, se propone designar las se-
Leishmania Trypanosomaleptomonas  cuencia correspondientes a los clones CK1
Phytomonasy Crithidia (Stebecket al.,  y CK3 como las copias A y B. Polimorfis-
1995). Sin embargo, la caracterizacion demos de restricciéon han sido observados
sus genes solo ha sido realizada en parasitqgualmente entre las copias del gemp-
pertenecientes a los génerbypanosoma 11 de T. rangelj las cuales difieren en su
(Diez et al, 2005; Thomast al, 2000;  patrén de restriccién para las enzimés
Bridge et al, 1998; Stebeckt al, 1995) y | y Xmn | (Diezet al, 2005). La variacién
LeishmanigRamirezet al, 1998; Berberich  entre las secuencias de nucleétidos de las
et al, 1997ab; Jardinet al, 1995a, b). Es copias Ay B deCrithidia spp.también afec-
asi como, en el presente trabajo se reportga la secuencia de aminoéacidos, observan-
la secuencia de nuclettidos para dichadose un cambio conservativo, los cuales
proteina en el génerGrithidia. han sido igualmente encontrados &n

rangeli, en donde una de las cuatro copias
La proteina KMP-11 d€rithidia spp se  presenta 3 modificaciones, mientras que en
encuentra codificada por un marco abiertoT. cruzisélo ocurre deleccién de la lisina
de lectura de 279 pb, igual a lo reportadocarboxilo terminal en una de las cuatro co-
para este mismo gen éndonovani(Jardim  pias y enT. bruceilas copias no exhiben
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Ficura 3. Analisis filogenético d€rithidia spp Se compararon las secuencias de nucleétidos

de la proteina KMP-11 e@rithidia spp.con las secuencias reportadas de este mismo gen
en el GenBank. Se muestra uno de los 12 arboles méas parsimoniosos con sus valores
bootstrap Secuencias GenBankirithidia sppl (DQ194339);Crithidia 2 (DQ194340);

T. rangelil (AY325812),T. rangeli2 (DQ194342; AY147901; DQ194343J; rangeli 3
(DQ194344);T. rangeli4 (DQ194349)T. rangeli5 (DQ194341)T. cruzil (AF167435)T.

cruzi 2 (AJO00077);T. bruceil (XM_822500);T. brucei2 (XM_822499);L. major
(AY490814);L. guyanensigAF026141);L. panamensigU93579);L. infantum1 (X95627);

L. infantum?2 (X95626);L. tropica (AJO0O0078);L. donovani(S77039);L. amazonensis

(AF193432);L. braziliensis(AF142990).
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polimorfismo en su secuencia de aminoa-contrada para la proteina KMP-11 enfre
cidos (Diezet al., 2005; Thomast al., rangeli (parasito digenético) Crithidia
2000; Bridgeet al., 1998). spp. (parasito monogenético), especies que
a pesar de mostrar estilos de vida diferentes
Analisis de comparacién de la secuenciason patégenas para el hospedero inverte-
de aminoéacidos de la proteina KMP-11 brado que parasitan. A pesar de que la abun-
de Crithidia spp y la de otros tripanoso- dancia de la proteina KMP-11 es menor en
matidos, mostré que dicha proteina pre-CI’ithidia fasciculata comparada con la
senta una identidad mayor cuando seexpresion de la misma en los estadios desa-
compara con su ortéloga de varias espefrollados en el vector tanto infectivos como
cies deTrypanosomajue conLeishmania  no infectivos erLeishmaniay en Trypano-
De hecho, andlisis filogenético realizado soma(Stebecket al., 1995), su presencia
con la secuencia de nucleétidos de laen Crithidia kinetoplastido monogenético,
proteina KMP-11 deCrithidia spp.y la  es indicativo de la relevancia de esta pro-
secuencia de dicho gen en otros tripanoteina en el insecto vector.
somatidos reportados en la base de datos
de GenBank, mostré que las secuenciadeniendo en cuenta que al utilizar los genes
de Crithida spp.se agrupan con un clado kmp-11para el andlisis filogenético, se lo-
de secuencias dE rangeli De forma que gré agrupar a los géneros monofiléticos
la comparacion de estas secuencias siti&ipanosomas y leishmanias en clados dife-
a Crithidia spp. proxima aT. rangeli, T.  rentes, distinguiéndose incluso a nivel de
cruziy T. bruceien lugar de deishmania especie en tripanosomas y de origen geo-
como ha sido previamente reportado porgrafico en leishmanias; se hace interesante
analisis usando los genes codificantescontinuar con la caracterizacion de la pro-
para la unidad pequefa ribosomal (SSUteina KMP-11 en otras especies de tripano-
RNA) y para la unidad grande ribosomal somatidos y ampliar su bldsqueda en otros
(LSU RNA) (Stevenset al., 2001; kinetoplastidos.
Fernandezt al, 1993). Por tanto, los re-
sultados obtenidos mediante el analisisSCONCLUSIONES
filogenético de la proteina KMP-11 de
Crithidia spp. sustentan el caracter Se amplificaron y secuenciaron los genes
polifilético del género, lo que coincide codificantes para la proteina KMP-11 de
con estudios previos de Maslov y cola- Crithidia spp, evidenciandose la presen-
boradores (2001) analizando secuenciagia de, al menos, dos copias diferentes en el
de ssRNA y con estudios de minima evo-genoma del parasito.
lucién y maxima parsimonia del 18s RNA
que soportan el caracter polifilético de La comparacion de esta secuencia con la
los génerod.eptomonasBlastocrithidia ~ de otros tripanosométidos sitieCaithidia
Herpetomonasy Crithidia (Hughes y spp.proxima ar. rangelj en lugar de &eish-
Piontkivska, 2003). mania Leptomonasy Endotrypanumcomo
ha sido reportado por los analisis filogenéti-
Por otro lado, teniendo en cuenta la actualcos usando los genes codificantes para la
discusién sobre el origen del parasitismosubunidad pequefia ribosomal, en el caso
en insectos y vertebrados (Hughes yde C. fasciculata.
Piontkivska, 2003; Masloet al, 2001;
Stevenst al, 2001; Fernandezt al, 1993), Los resultados obtenidos sustentan el
vale la pena resaltar la alta identidad en-caracter polifilético del génerGrithidia
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spp., con algunas especies aliadasrgpa-
nosomay otras alLeishmania siendo

Biochemical Parasitology1998, 91,
359-63.

necesario ampliar el muestreo de cepas de

Crithidia y otros kinetoplastidos con este BRIONES, M.R.S., NELSON, K.,
gen para confirmar este resultado. BEVERLEY, S.M., AFFONSO, H.T.,

CAMARGO, E.P. y FLOETER-WIN-
TER, L.M. Leishmania tarentolae
taxonomic relatedness inferred from
phylogenetic analysis of the small sub-
unit ribosomal RNA geneMolecular
and Biochemical Parasitology,992,
53, 121-8.
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