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1. RESÚMENES 

 

1.1 Resumen 

 

Los tripanosomátidos son protozoarios flagelados que causan diversas enfermedades 

humanas que se transmiten por diferentes insectos vectores. A este grupo pertenecen los protozoarios 

del género Leishmania, agentes causales de la leishmaniasis, una enfermedad con diversas 

manifestaciones clínicas distribuida mundialmente en 98 países. Además de su importancia médica, 

estos parásitos poseen características de expresión génica únicas, que difieren de otros eucariontes, 

entre las que se encuentran la transcripción policistrónica por la RNA Polimerasa II (RNA Pol II)  y la 

maduración de los mRNAs por trans-splicing, proceso que añade una secuencia de 39 nucleótidos 

(denominada miniexón) al extremo 5’ de todos los mRNAs.  

 

Nuestro grupo de trabajo está interesado en el estudio de la transcripción por la RNA 

Polimerasa III (RNA Pol III) en L. major. La RNA Pol III sintetiza diversas moléculas de RNA no 

codificantes esenciales para la supervivencia celular, como los RNAs de transferencia (tRNAs), el RNA 

ribosomal (rRNA) 5S y los RNA pequeños nucleares (snRNAs). En eucariontes, los tRNAs contienen dos 

elementos promotores internos, las cajas A y B. Una excepción es el tRNA de selenocisteína (tRNA-

Sec), cuya transcripción en vertebrados está dirigida por elementos extragénicos y una caja interna 

B. El tRNA-Sec participa en la incorporación de selenocisteína, el aminoácido número 21, en un grupo 

de proteínas esenciales llamadas selenoproteínas. En este trabajo reportamos el análisis 

transcripcional del tRNA-Sec en L. major. En este organismo, el tRNA-Sec está codificado por un gen 

de copia única insertado en una unidad policistrónica del cromosoma 6, a diferencia de la mayoría 

de los tRNAs, que en L. major están agrupados en las fronteras de las unidades policistrónicas. De 

manera interesante, experimentos de 5´-RACE y RT-PCR mostraron la presencia de transcritos del 

tRNA-Sec que contienen el miniexón en el extremo 5’ y una cola de poliadeninas en el 3’, lo que es 

característico de los mRNAs, pero no de los tRNAs. Estos resultados indicaron que este tRNA es 

transcrito por la RNA Pol II debido a que se encuentra insertado en una unidad policistrónica y, 

posteriormente, es procesado por trans-splicing y poliadenilación. Resultados similares fueron 

reportados en otro tripanosomátido, el parásito Trypanosoma brucei. Sin embargo, ensayos de run-on 

nuclear con inhibidores de las RNA Polimerasas, así como con células irradiadas con luz UV nos 

indicaron que, de manera sorprendente,  la RNA Pol III también está involucrada en la transcripción 

del tRNA-Sec. Así, este es el primer reporte de una molécula de RNA transcrita por dos RNA 

Polimerasas diferentes en tripanosomátidos. Nuestros resultados indican que, contrario a lo que se 

pensaba, la especificidad de las RNA Polimerasas no es absoluta in vivo en Leishmania. 
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1.2 Abstract 

 

 

The trypanosomatids are flagellated protozoan that cause devastating human diseases that 

are transmitted by different insect vectors. This group includes the parasites of the genus Leishmania, 

causative agent of the leishmaniasis, a disease with diverse clinical manifestations that extends to 98 

countries worldwide. In addition to their medical importance, these protozoan parasites show unique 

mechanisms of gene expression, different from those found in higher eukaryotes, such as the RNA 

Polymerase II (RNA Pol II) polycistronic transcription and maturation of mRNAs by trans-splicing, a 

process that attaches a 39-nucleotide miniexon to the 5´ end of all the mRNAs.  

 

 

Our group is interested in the study of the RNA Polymerase III (RNA Pol III) transcription in L. 

major. RNA Pol III synthetizes diverse non-coding RNAs that are essential for cell survival, such as 

transfer RNAs (tRNAs), 5S ribosomal RNA (rRNA) and small nuclear RNAs (snRNAs). In eukaryotes, tRNAs 

have two internal promoter elements which directs their transcription, the A and B boxes. The 

Selenocysteine tRNA (tRNA-Sec) constitutes an exception since its transcription is directed by an 

internal B box and three extragenic sequences in vertebrates. The tRNA-Sec carries selenocysteine, 

the 21st amino acid, to the biosynthesis of selenoproteins. Here we report the transcriptional analysis of 

the tRNA-Sec in the protozoan parasite L. major. In this organism, the tRNA-Sec is encoded by a single 

gene inserted into a RNA Pol II polycistronic unit, in contrast to most tRNAs, which are clustered at the 

boundaries of polycistronic units.  

 

 

Interestingly, 5´-RACE and RT-PCR experiments showed that tRNA-Sec transcripts contain the 

miniexon at the 5´ end and a poly-A tail at the 3´ end, similar to what occurs to mRNAs. Thus, these 

results indicated that this tRNA is transcribed by RNA Pol II as part of a polycistronic unit and then 

processed by trans-splicing and polyadenylation, as it has been previously described in the related 

organism Trypanosoma brucei.  However, nuclear run-on assays with RNA polymerase inhibitors, and 

with cells that were previously UV irradiated, showed that the tRNA-Sec gene in L. major is also 

transcribed by Pol III.  To our knowledge, this is the first report of a gene transcribed by more than one 

RNA polymerase in trypanosomatids, namely RNA Pol II and RNA Pol III. Thus, our results indicate that 

RNA polymerase specificity in Leishmania is not absolute in vivo, as has been recently found in other 

eukaryotes. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Leishmania major es un parásito que pertenece a la familia Trypanosomatidae, la cual 

también incluye a otros parásitos como Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi y otras especies del 

género Leishmania, todos ellos causantes de graves enfermedades humanas. Estos parásitos poseen 

una organización genómica y estructuras celulares similares y todos sufren cambios morfológicos 

durante sus ciclos de vida y son transmitidos a sus hospederos mamíferos por diferentes insectos 

vectores. T.  brucei causa la enfermedad del sueño en África, T. cruzi la enfermedad de Chagas en el 

continente Americano y los parásitos del género Leishmania causan diferentes variantes de la 

leishmaniasis alrededor del mundo. Además de la importancia médica, estos parásitos muestran 

numerosas particularidades metabólicas y estructurales que resultan de alto interés científico (Stuart, 

K. et al., 2008). 

 

 

2.1 Generalidades sobre los parásitos del género Leishmania 

 

Los protozoarios parásitos del género Leishmania causan la leishmaniasis, una enfermedad 

que presenta diferentes manifestaciones clínicas, dependiendo de la especie de Leishmania 

infectante. A la fecha se han reportado alrededor de 20 especies diferentes de Leishmania 

patógenas. El parásito es transmitido al hombre por un insecto vector, la mosca de la arena, del 

género Phlebotomus en el Viejo Mundo o Lutzomyia en el continente Americano. Existen alrededor 

de 30 especies de insectos vectores que pueden diseminar la enfermedad. Las principales 

manifestaciones clínicas de la enfermedad son: leishmaniasis cutánea (LC), leishmaniasis 

mucocutánea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV), según la especie de Leishmania infectante (Tabla 

1). La leishmaniasis visceral es generalmente fatal de no seguir un tratamiento, mientras que las 

formas mucocutánea y cutánea generan lesiones mutilantes de tipo discapacitante que afectan el 

desenvolvimiento social del enfermo (Antinori, S., et al., 2012; Kaye, P. y Scott, P., 2011; 

www.who.int/topics/leishmaniasis/es/).  
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Tabla 1. Principales especies de Leishmania que infectan humanos  

(Padilla-Mejía, N.E., et al., 2013) 

Variante de la leishmaniasis Especie infectante 
Viejo Mundo subgen. Leishmania 

     Leishmaniasis visceral L. donovani, Leishmania infantum 
     Leishmaniasis cutánea L. major, L. tropica, L. aethiopica 

Nuevo Mundo subgen. Leishmania 
     Leishmaniasis visceral L. infantum 
     Leishmaniasis cutánea L. infantum, L. mexicana, L. pifanoi, L. amazonensis 

Nuevo Mundo subgen. Viannia 
     Leishmaniasis cutánea L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana 
     Leishmaniasis mucocutánea L. braziliensis, L. panamensis 
 

 

La leishmaniasis es considerada la novena enfermedad infecciosa más difundida a nivel 

mundial, con presencia en 98 países alrededor del mundo (Alvar, J., et al., 2012) (Figura 1). En 

América Latina, incluido México, se han reportado las tres formas ya mencionadas de la 

enfermedad. Al año, se presentan ~3700 casos de LV (7 casos/año en México), ~67,000 casos de LC 

(811 en México) (Alvar, J. et al., 2012).  

 

 

En México, los casos de LV se han reportado principalmente en el estado de Chiapas (92% de 

los casos nacionales), existiendo también reportes en los estados de Guerrero, Puebla y Morelos 

(Figura 2A). La incidencia estimada de LV en el continente americano es de 4500 a 6800 casos 

anuales. En México, la forma cutánea se ha reportado en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca, 

Chiapas, Nayarit, Yucatán, Quintana Roo, Campeche, Coahuila, Jalisco, Sinaloa y Puebla (Figura 2B).  

Se ha estimado que la incidencia anual de LC en el continente americano es de 187,200 a 307,800. 

Sobre la LMC existen pocos reportes en México, provenientes principalmente de los estados de 

Chiapas y Veracruz, Tabasco y Oaxaca (Figura 2C) (Alvar, J., et al., 2012;  www.indre.salud.gob.mx). 
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Figura 1. Mapas de zonas endémicas de leishmaniasis alrededor del mundo. Casos nuevos al 2012. A) 
Leishmaniasis cutánea; B) leishmaniasis visceral. (Tomado de World Health Organization, Global Health 
Observatory www.who.int/gho/neglected_diseases/leishmaniasis/en/). 
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A) Leishmaniasis Visceral 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) Leishmaniasis Cutánea 
 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

C) Leishmaniasis Mucocutánea 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Incidencia y distribución en México de la Leishmaniasis. A) Visceral, B) Cutánea y C) Mucocutánea. Se 
muestra el número de casos y para A y B la incidencia/10,000 habitantes (Tomado de Alvar, J., et al., 2012). 
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2.2 Ciclo de vida 

 

Los parásitos del género Leishmania son transmitidos por moscas de la arena hembras de los 

géneros Lutzomyia y Phlebotomus, previamente infectadas con estos protozoarios. Durante la ingesta 

de sangre, las moscas regurgitan en el hospedero mamífero (humano u otros reservorios) 

promastigotes metacíclicos, la forma infecciosa del parásito. Los promastigotes metacíclicos son 

fagocitados por diferentes células fagocíticas del ambiente tisular local. Una vez dentro de las 

células, los promastigotes metacíclicos se diferencian a amastigotes, la forma más pequeña y 

redondeada del parásito. Los amastigotes se replican dentro de la célula, rompiéndola y liberándose, 

lo que permite la reinfección de fagocitos locales y expandiendo la invasión a otros tejidos del 

mamífero. Otras moscas de la arena toman macrófagos infectados durante la ingesta de sangre. En 

el intestino de las moscas los amastigotes se transforman a promastigotes procíclicos, una forma no 

infectiva y altamente replicativa del parásito. Estas formas se unen a la pared del intestino medio 

para luego liberarse y migrar al aparato bucal de la mosca, diferenciándose a promastigotes 

metacíclicos no replicativos que son transmitidos por el insecto al mamífero durante otra nueva 

ingesta de sangre (Figura 3) (Kaye, P. y Scott, P., 2011). 

 

 

2.3 Organización genómica 

 

El genoma de los organismos del género Leishmania está organizado en unidades 

policistrónicas, que son grupos de genes codificadores de proteínas sin una función común 

localizados consecutivamente en la misma cadena de DNA. Esta organización tan particular fue  

primeramente observada en el cromosoma 1 de L. major Friedlin, el cual contiene 85 genes 

organizados en dos unidades policistrónicas divergentes. Los primeros 32 genes se encuentran 

agrupados en la cadena inferior, mientras que los 53 genes restantes se encuentran en la cadena 

superior (Myler, P.J., et al., 1999). La publicación de la secuenciación del genoma completo de L. 

major Friendlin reveló que los genes de todos los cromosomas están organizados en unidades 

policistrónicas (Ivens, A.C., et al., 2005).  
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Figura 3: Ciclo de vida de Leishmania spp. Ver texto para detalles (Tomado de Kaye, P. y Scott, P., 2011) 

 

 

Posteriormente, la secuenciación de los genomas de otras especies de Leishmania reveló la 

misma organización genómica, tal es el caso de L. infantum (cepa JPCM5), L. braziliensis (M2904), L. 

mexicana (U1103) y L. donovani (BPK282/0c14) (Peacock, C.S., et al., 2007; Rogers, M.B., et al., 2011; 

Downing, T., et al., 2011). Este tipo de organización genómica es común a otros tripanosomátidos de 

importancia médica, como T. brucei (Berriman, M., et al., 2005) y T. cruzi (El-Sayed, N., et al., 2005). En 

la Tabla 2 se enumeran las principales características de los genomas de diferentes especies de 

Leishmania spp. y Trypanosoma spp. (Padilla-Mejía, N.E., et al., 2013).  

 

 

 

Amastigotes 
Promastigotes 

prociclicos 
Promastigotes 
metacíclicos 

Fagocito 

Fagolisosoma 

Amastigote intracelular 

Proliferación 

Lisis 

Reinvasión 

Picadura de 
la mosca 

Picadura de 
la mosca 

Unión 

Entrada 

Proliferación en el tracto digestivo 
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Tabla 2. Resumen de los principales características de los genomas de Leishmania spp., T. brucei y T. cruzi  

(Tomado de Padilla-Mejía, N.E., et al., 2013). 

 

 L. major L. infantum L. braziliensis L. mexicana L. donovani T. brucei T. cruzi 
Número de cromosomas 
 36 36 35 34 36 11(a) 41 

Tamaño del genoma 
(pb) 
 

32,855,089 32,101,728 31,997,773 32,108,741 32,44,998 26,075,396 60,372,297 

Contenido general de  
G+C   (%) 
 

59.7 59.3 57.8 59.7 NR 46.4 51 

Contenido G+C de los 
genes codificantes (%) 
 

62.5 62.45 60.38 NR NR 50.9 53.4 

Genes codificantes de 
proteínas (predicción) 
 

8,412 8,241 8,357 8,250 NR 9,068 21,133 

Pseudogenes 
 97 41 161 99 13 904 3,590 

Longitud media de las 
regions intergénicas 
(pb)  
 

2,045 2,049 1,976 NR NR 1,279 1,024 

Densidad génica 
(genes/Mb) 
 

252 235 258 NR NR 317 385 

Genes de tRNA  (b) 
 83 77 75 84 76 66 120 (d) 

 

a) Sólo Megacromosomas 
b) Estos números corresponden a lo reportado en GeneDB más una búsqueda personal utilizando tRNAScan-SE 
c) NR: no reportado 
d) Por genoma diploide. 
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Sobre los RNA de transferencia (tRNA), un análisis in silico del genoma de L. major reveló la 

presencia de 83 genes de tRNA distribuidos en 31 loci, en 19 cromosomas diferentes (Padilla-Mejía, 

N.E., et al., 2009). La mayoría de los genes están organizados en grupos de 2-10 genes, los cuales 

pueden también contener otros genes transcritos por la RNA Polimerasa III, tales como el RNA 

ribosomal (rRNA) 5S o RNAs   pequeños nucleares (snRNA). Asimismo, también se identificó un tRNA de 

selenocisteína (tRNA-Sec) en el genoma de L. major (Padilla-Mejía, N.E., et al. 2009). Las 

particularidades de este tRNA se retomaran más adelante. Otras especies de Leishmania también 

poseen una distribución y número de genes de tRNA similar a L. major (Tabla 2), de tal manera que la 

mayoría de los grupos de tRNA son altamente sinténicos entre diferentes especies de Leishmania 

(Tabla 2) (Padilla-Mejía, N.E., et al., 2013). 

 

 

2.4 Expresión génica 

 

Una característica importante de la familia Trypanosomatidae, incluido el género Leishmania, 

es la transcripción policistrónica de los genes transcritos por la RNA Polimerasa II, es decir, la 

transcripción inicia únicamente río arriba del primer gen de cada unidad policistrónica, generándose 

transcritos policistrónicos que contienen varios pre-RNA mensajeros. Este transcrito policistrónico es 

procesado posteriormente para generar RNA mensajeros (mRNA) maduros. El extremo 5’ de cada 

pre-mRNA se procesa por trans-splicing, proceso que consiste en la adición de una secuencia de 39 

nucleótidos al extremo 5’ de cada mRNA. Esta secuencia es conocida como miniexón o RNA spliced-

leader (SL-RNA) (Van der Ploeg, L. H., 1986). Las secuencias requeridas para este procesamiento 

están conservadas y consisten en un dinucleótido AG en el sitio de adición del miniexón así como 

una región rica en pirimidinas localizada río arriba (Benz, C., et al., 2005; Siegel, T.N., et al., 2005). El 

extremo 3’ de los mRNA se genera añadiendo un tracto de adeninas (Figura 4).  

 

 

Todos los genes que son parte de la misma unidad policistrónica se transcriben al mismo nivel, 

como consecuencia de la transcripción policistrónica. Ya que los mRNA maduros de los genes 

adyacentes pueden diferir en sus niveles de expresión, se ha observado que la expresión génica en 

tripanosomátidos es regulada principalmente de manera post-transcripcional, a nivel de 

procesamiento y estabilidad de los mRNA. Las secuencias 3’ no traducidas (3’-UTR) de los mRNA son 

importantes en dicha  regulación post-transcripcional, un ejemplo de esto es la región 3’-UTR del 

mRNA de amastina en L. infantum, la cual tiene una región de 450 pb que es importante para 

incrementar la traducción del mRNA durante el estadio de amastigote (Boucher, N., et al., 2002). 
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Figura 4: Generación y procesamiento de los transcritos policistrónicos por trans-splicing. Ver detalles en el texto 

 

 

 

En tripanosomátidos, no se ha demostrado aún la existencia de secuencias específicas que 

actúen como promotores de la transcripción por la RNA Pol II, sin embargo, un análisis transcripcional 

del cromosoma 1 de L. major mostró que la transcripción inicia en la región de cambio de hebra 

(strand switch región) que se encuentra entre las dos unidades policistrónicas divergentes, de tal 

manera que una sola región parece dirigir la transcripción de todo el cromosoma, a diferencia de 

eucariontes superiores que poseen un promotor por cada gen de proteínas. Una vez iniciada la 

transcripción, esta procede bidireccionalmente hasta la región telomérica. En este trabajo se 

mapearon varios sitios de inicio de la transcripción dentro de una región <100 pb que contiene largos 

segmentos de G/C, sin que se hayan identificado cajas TATA u otro elemento promotor típico de la 

transcripción por la RNA Polimerasa II en eucariontes superiores (Martínez-Calvillo, S., et al., 2003). 
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2.5 Transcripción por la RNA Polimerasa III 

 

 

La transcripción de genes en eucariontes está a cargo de tres RNA Polimerasas (RNA Pol): la 

RNA Pol I sintetiza los RNAs  ribosomales (rRNA) 18S, 28S y 5.8S; RNA Pol II sintetiza los mRNA 

codificantes de proteínas y RNAs no codificadores (ncRNA) como los RNAs pequeños nucleares 

(snRNAs), RNAs pequeños nucleolares (snoRNAs) y microRNA (miRNA). La RNA Pol III transcribe una 

gran variedad de RNAs pequeños no codificantes, entre los que se encuentran el rRNA 5S, los RNA de 

transferencia (tRNA), el snRNA U6 y el RNA 7SL (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002; Paule, M. y White, 

R., 2000). 

 

 

En levadura, la RNA Pol II contiene 12 subunidades, mientras que la RNA Pol I contiene 14 

subunidades y la RNA Pol III posee 17. La presencia de las tres RNA Polimerasas ya ha sido 

demostrada en tripanosomátidos: en T. brucei, mediante cromatografía de intercambio aniónico y 

experimentos de run-on nuclear con los inhibidores de las Polimerasas α-amanitina y O-fenantrolina 

(Grondal, E. J., et al., 1989). En L. major ya se han identificado varias subunidades de las RNA 

Polimerasas mediante purificación por afinidad en tándem y la subsecuente espectrometría de 

masas, así como por análisis in silico realizados con las bases de datos del genoma de este organismo 

(Martínez-Calvillo, S., et al., 2007). 

 

 

2.5.1 Genes transcritos por la RNA Polimerasa III y sus Elementos Promotores 

 

Como se mencionó anteriormente, la RNA Pol III transcribe una gran variedad de ncRNA, 

siendo los más significativos el rRNA 5S, los tRNA, el RNA 7SL. El rRNA 5S es un componente estructural 

ribosomal, los tRNAs descifran los codones de los mRNA y acarrean sus aminoácidos correspondientes 

a la cadena polipeptídica en crecimiento durante la síntesis de proteínas. Por su parte, el RNA 7SL es 

un componente de la partícula de reconocimiento del péptido señal para  retículo endoplásmico y 

el snRNA U6 forma parte del complejo del splicesosoma (Dieci, G., et al. 2007). Otros RNAs transcritos 

por la RNA Pol lII se enlistan en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Algunos RNAs sintetizados por la RNA Polimerasa III (Dieci, G., et al. 2007) 

 

Tipo de RNA Funciones y características Promotores 

RNA H1 Componente de la RNAsa P, una endorribonucleasa 
que procesa el extremo 5' de los pre-tRNA 

En Saccharomyces cerevisiae, el 
promotor es una secuencia tipo 
tRNA (tRNA-like). En vertebrados es 
un promotor con elementos 
PSE/TATA 

RNA MRP Componente de la RNAsa MRP (RNAsa mitocondrial 
de procesamiento de RNA) que procesa cebadores 
de RNA para la replicación del DNA mitocondrial. 
Esta RNasa también participa en nucléolo 
procesando pre-rRNA 

Su promotor posee elementos TATA, 
PSE y DSE 

RNA Vault  
(VA RNA) 

Constituyentes de ribonucleoproteínas (RNP) 
citoplásmicas implicados en resistencia de tumores 
a fármacos, ensamblaje y/o transporte 
macromolecular 

Promotor con elementos internos y 
externos 

RNA Y Componente de la RNP Ro Promotor con elementos DSE, PSE y 
caja TATA 

RNA 7SK Identificado sólo en vertebrados hasta la fecha, son 
represores de la elongación por la RNA Pol II al unirse 
al factor P-TEFb 

Promotor con elementos DSE, PSE y 
caja TATA 

RNA BC1 y 
BC200 

Son específicos de ratón y primates, 
respectivamente, y se expresan ambos en células 
neuronales. Son parte de una RNP citoplasmática 
con una posible función en la traducción de mRNA 
de dendritas. Se ha demostrado que BC1 tiene 
relación con la espermatogénesis 

Promotor con elementos internos y 
externos 

RNAs VA-I y 
VA-II 

Provenientes de adenovirus, inhiben la protein-
cinasa activada por RNA (PKR) que se activa en 
respuesta a infecciones virales, permitiendo la 
traducción de mRNA adenovirales 

Promotor interno con elementos  A y 
B 

SINEs (Short 
interspersed 

repeated DNA 
elements - 
encoded 

RNAs) 

Retrotransposones no autónomos originados por 
genes transcritos por RNA Pol III. Parecen regular la 
expresión génica a nivel post transcripcional, 
modular la traducción de proteínas o apagar su 
expresión (RNA Alu). Existen más de un millón de 
SINEs en el genoma humano, la mayoría inactivos 

Mantienen parcialmente los 
elementos promotores internos (caja 
A y B) 

microRNAs Regulación de la expresión génica. Algunos 
microRNAs son transcritos por RNA Pol II 

Elementos promotores internos, tipo 
tRNA (tRNA-like) 

 

 

Los elementos promotores encargados de dirigir la transcripción de los genes por la RNA Pol III 

se han catalogado en tres tipos: 

 

 

a) Tipo 1: el rRNA 5S es el prototipo de este promotor, constituido por tres elementos internos: una 

caja A, una caja C y un Elemento Intermedio (EI) (Figura 5A). La caja A está localizada entre 

los nucleótidos +50 al +60, el EI entre el +67 al +72 y la caja C del +80 al +90. La caja C es un 
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elemento altamente conservado entre especies. Este promotor fue descrito primeramente en 

Xenopus laevis (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002; Paule, M. y White, R., 2000). 

 

 

b) Tipo 2: se encuentran en los genes de tRNA, y se componen de las cajas A y B, las cuales son 

secuencias altamente conservadas (Figura 5A). La caja A se localiza cerca del sitio de inicio 

de transcripción, de la posición +8 a +19, mientras que la caja B se localiza en la segunda 

mitad del gen, frecuentemente en las posiciones +52 a +62; sin embargo, ésta tiene una 

localización variable debido a que algunos tRNA poseen un intrón que se localiza antes de la 

caja B (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002; Paule, M. y White, R., 2000). 

 

 

c) Tipo 3: El ejemplo más representativo de este tipo de promotor es el de los genes del snRNA U6 

en humano (Figura 5A), formado por elementos extragénicos localizados río arriba del gen. 

Este promotor consta de una caja TATA (localizada aproximadamente en la posición -30), una 

secuencia proximal (proximal sequence element o PSE) que va de -65 a -48 pb respecto al 

nucleótido +1 del  gen. Otro elemento, la secuencia distal (distal sequence element o DSE) 

que se va aproximadamente de -240 a -215 ayuda a maximizar la tasa transcripcional. Este 

tipo de promotor se encuentra también en los genes del RNA 7SK y el RNA H1 (componente 

de la RNAsa P) (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002; Paule, M. y White, R., 2000) 

 

 

Los ejemplos arriba mencionados constituyen los puntos de referencia para cada tipo de 

promotor (Figura 5A), pero se ha observado que hay promotores diferentes que no pueden 

agruparse exclusivamente dentro de alguno de estos tres tipos. Por ejemplo, en los genes del rRNA 5S 

de Saccharomyces cerevisiae sólo se requiere la caja C para activar la transcripción, mientras que 

en Schizosaccharomyces pombe se encuentra una caja TATA río arriba del gen rRNA 5S, la cual es 

esencial para la transcripción (Hamada, M., et al., 2001). En Acanthamoeba castellanii, los elementos 

internos estándar del rRNA 5S son esenciales para la transcripción, pero además se identificó un 

elemento que se localiza exactamente después del sitio de inicio de la transcripción y que es 

también esencial para la expresión del gen (+1 a +22 pb) (Peng, Z. y Bateman, E., 2004). En S. 

cerevisiae, el gen del snRNA U6 posee una caja TATA en la región extragénica 5’, una caja A interna 

y una caja B río abajo del gen, elementos que constituyen un promotor híbrido. Otro ejemplo de esto 

son los tRNA de plantas, levadura y el gusano de la seda, que además de poseer las cajas A y B 
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también cuentan con una caja TATA en el extremo 5’ que contribuye significativamente a la 

eficiencia de la transcripción (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Promotores de la RNA Pol III. A) Constitución de los tres tipos de promotores clásicos de la RNA 
Polimerasa III caracterizados en eucariontes, B) Asociación entre un tRNA y el snRNA U6 en tripanosomátidos, el 
tRNA está localizado río arriba del snRNA y orientado divergentemente. 

 
 

En tripanosomátidos, la RNA Pol III sintetiza todos los snRNA, además del rRNA 5S, el RNA 7SL y 

los tRNAs. Los promotores de los genes de tRNA en estos organismos contienen los elementos 

intragénicos clásicos caracterizados en eucariontes superiores: las cajas A y B (Padilla-Mejía, N.E., et 

al., 2009; Campbell, D.A, et al., 1989). Las secuencias promotoras de los snRNA U6, U3 y el del RNA 7SL  

ya han sido caracterizados en T. brucei (Nakaar, V., et al. 1994). Río arriba de estos genes (~95 pb), 

reside un gen de tRNA orientado en dirección contraria, cuyas cajas A y B son esenciales para la 

expresión de los snRNAs y del RNA 7SL (Figura 5B). El snRNA U6 además requiere de una región 

intragénica situada de +2 - +11 para su transcripción (elemento iniciador, Inr) (Nakaar, V., et al. 1994). 

Cabe mencionar que los snRNA en tripanosomátidos carecen de los elementos promotores que se 

han identificado en vertebrados como los responsables de dirigir su transcripción, tales como la caja 
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TATA, el PSE y el DSE (Figura 5B). Así, las cajas A y B del tRNA poseen un rol dual en tripanosomátidos: 

son elementos promotores clásicos para el propio tRNA y además se requieren para la expresión de 

otros genes transcritos por la RNA Pol III (Palenchar, J. y Bellofatto, V., 2006).  La asociación entre los 

snRNAs y los tRNAs para la expresión génica de los primeros se encuentra difundida entre los 

organismos de la familia Trypanosomatidae, incluyendo especies de los géneros Leishmania, 

Leptomonas y Crithidia. Es importante recalcar que, mientras que en vertebrados los snRNA U1-U5 son 

transcritos por la RNA Pol II, en tripanosomátidos dichos snRNAs son transcritos por la RNA Pol III, 

utilizando como promotores las cajas A y B de las secuencias de tRNA (o tipo tRNA) situados río arriba. 

La transcripción de todos los snRNA por RNA Pol III en tripanosomátidos constituye otra de sus 

particularidades de expresión génica (Palenchar, J. y Bellofatto, V., 2006). 

 

 

El rRNA 5S en tripanosomátidos contiene las cajas A, C y el EI (Hernández-Rivas, R., et al. 1992; 

Lenardo, M.J., et al. 1985), elementos promotores que se han identificado en eucariontes superiores, 

sin embargo, hasta la fecha dichas secuencias no han sido caracterizadas funcionalmente en estos 

organismos. 

 

 

2.5.2 Factores de transcripción asociados a la RNA Polimerasa III 

 

El factor TFIIIB es un factor de transcripción común para todos los promotores de la RNA Pol III. 

En S. cerevisiae, TFIIIB es un complejo proteico constituido por tres polipéptidos: TBP (TATA Binding 

Protein), B’’ (Bdp1 en humanos) y Brf (TFIIB-related factor). En los promotores tipo 2, el factor TFIIIC 

reconoce las cajas A y B, esta unión DNA-proteínas permite posteriormente el reclutamiento del 

factor TFIIIB. Al parecer la caja B es el determinante principal para la unión de dicho factor, aunque 

la caja A es también contactada. A su vez, la unión de TFIIIB al promotor favorece el reclutamiento 

de la RNA Pol III (Figura 6) (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002). 

 

 

 En los promotores tipo 1, las cajas A, C y el elemento intermedio son reconocidos por el factor 

TFIIIA, proteína con nueve dedos de zinc. La caja C es reconocida por tres dedos del extremo N-

terminal, mientras que los dedos 7-9 contactan la caja A. El complejo TFIIIA-DNA dirige a TFIIIC hacia 

el promotor del rRNA 5S. Tras la unión de TFIIIC, la vía de reclutamiento de la polimerasa es similar a la 

16 
 



que ocurre con los promotores tipo 2, con el reclutamiento de TFIIIB y RNA Pol III (Figura 6) (Schramm, 

L. y Hernandez, N., 2002). 

 

 

 En los promotores tipo 3, el PSE es reconocido por el complejo multiproteico SNAPc (snRNA 

activating protein complex, complejo activador de snRNA). Por su parte la caja TATA es reconocida 

por TFIIIB. El DSE posee un octámero en su secuencia, sitio de unión para la proteína OCT1 y una 

secuencia SPH (Sph1 postoctamer homology) que recluta Staf (también conocido como ZNF o SBF). 

Las interacciones DNA-proteína son reforzadas por interacciones proteína-proteína entre SNAPc y TBP. 

La unión de SNAPc y el factor TFIIIB conducen al reclutamiento de la RNA Pol III, probablemente a 

través de contactos proteína-proteína con los factores mencionados (Figura 6). Los promotores tipo 3 

reclutan TFIIIB, sin embargo usan una forma alternativa de la subunidad Brf1, a la que se denomina 

Brf2 (Schramm, L. y Hernandez, N., 2002; Paule, M. y White, R., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Factores de transcripción  relacionados con la RNA Polimerasa III. Se muestran los tres tipos de 
promotores y los factores reclutados en cada uno de ellos (Tomado de Oler, A., et al., 2011). Ver texto para 
detalles.  
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 En tripanosomátidos se han caracterizado pocos factores de transcripción. En T. brucei ya 

existen reportes sobre proteínas nucleares de unión específica a los genes de tRNA, lo cual se 

determinó utilizando ensayos de retardamiento de movilidad electroforética. Además, mediante 

ensayos de footprinting se mostró el posicionamiento de complejos proteicos sobre las cajas A y B 

(Bell, S.D. y Barry, J.D., 1995). Asimismo, en T. brucei se caracterizó posteriormente el factor TRF4 (TBP-

related factor 4), un factor esencial para la transcripción de las tres RNA Pol, el cual es reclutado a los 

genes snRNA U2, U6 y el RNA 7SL, transcritos por la RNA Pol III (Ruan, J.P., et al., 2004). Por otra parte, 

en estos parásitos, se han detectado dos subunidades del factor de transcripción TFIIIB, Brf1 y B’’ 

(Berriman, M., et al., 2005; El-Sayed, N., et al., 2005; Ivens, A.C., et al., 2005; Schimanski, B., et al., 2005). 

Estas proteínas poseen ortólogos presentes en varias especies de los géneros Leishmania y 

Trypanosoma (www.genedb.org y www.tritrypdb.org). Sin embargo, no se han localizado los 

ortólogos de TFIIIA ni TFIIIC. Mediante ensayos ChIP-on-chip se ha observado que el factor TRF4 y el 

factor SNAP50 se unen a grupos de genes que incluyen tRNAs, snRNAs y rRNA 5S en L. major (Thomas, 

S., et al. 2009, www.tritrypsdb.org). 

 

 

2.6 Selenocisteína y Selenoproteínas 

 

Las selenoproteínas son proteínas caracterizadas por poseer el residuo de selenocisteína (Sec), 

un aminoácido ya reconocido como el aminoácido número 21, el cual es un análogo de la cisteína 

con un átomo de selenio reemplazando el grupo tiol (Labunskyy, V.M., et al. 2014). Las características 

nucleofílicas/catalíticas del residuo Sec lo hacen excelente para reacciones de óxido-reducción y se 

encuentra frecuentemente formando parte del centro activo de enzimas redox. En humano, se han 

identificado a la fecha 25 selenoproteínas y 24 en ratón. En este último organismo se ha demostrado 

que son esenciales durante el desarrollo. Además de su actividad catalítica en reacciones de óxido-

reducción, las selenoproteínas están involucradas en otras funciones como defensa contra el estrés 

antioxidante, transporte de selenio, biosíntesis de fosfolípidos y algunas de ellas se han relacionado a 

desórdenes cardiacos, endócrinos y neurológicos en humanos (Reeves, M.A. y Hoffmann, P.R. 2009). 

En la Tabla 4 se enlistan las selenoproteínas caracterizadas hasta el momento en mamíferos. 
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Tabla 4. Selenoproteínas caracterizadas en mamíferos 
 

Selenoproteínas  Características estructurales y funcionales 
Tiorredoxina reductasas 
(TrxR) 
 
Tres TrxR  en mamíferos: 
 
TrxR1 (citosólica/nuclear) 
TrxR2 (mitocondrial, también 
llamada TrxR3) 
Tiorredoxina-glutatión reductasa 
(testícular) 

TrxR posee dominios de unión a FAD y NADPH. El C-terminal posee una 
secuencia conservada G-C-U-G-OH.  
Las TrxR catalizan la reducción de la tiorredoxina, que a su vez regula el 
estatus redox celular. Estas selenoproteínas participan en síntesis de 
ácidos nucleicos, reducción de peróxidos, regulación de apoptosis, etc. 
La actividad disminuida de TrxR está relacionada con desordenes en la 
proliferación celular (carcinogénesis y enfermedades inmunológicas). 
TrxR1 es esencial para la embriogénesis y TrxR2 para la hematopoyesis y el 
desarrollo y función correctos del corazón a, b. 

Glutatión peroxidasas 
(GPx) 
 
Cinco Gpx en humano: 
 
GPx1 (citosólica) 
GPx2 (gastrointestinal) 
GPx3 (plasma, extracelular) 
GPx4 (se encuentra en testículos) 
GPx6 (específica de embrión y 
epitelio olfatorio) 
 

Principales componentes de las defensas humanas antioxidantes, actúan 
como mecanismos de defensa celulares. Las GPx reducen hidroperóxidos 
usando glutatión como cofactor. Las GPx poseen una triada catalítica 
conservada U-Q-W. 
GPx1 actúa como antioxidante, pues ratones knock-out GPx1 son más 
susceptibles al daño oxidativo. Ratones doble knock-out GPx1/GPx2 
desarrollaron progresivamente cáncer intestinal. Un alelo de GPx2 
insertado de nuevo confirió protección anticancerígena, por lo que GPx2 
podría servir como barrera contra hidroperóxidos intestinales. 
GPx3 es un eficiente antioxidante, importante para la protección 
cardiovascular. 
GPx4 reduce fosfolípidos e hidroperóxidos de colesterol; funciona en 
embriogénesis y es componente estructural de la capsula mitocondrial 
del espermatozoide maduro a 

Iodotironina desiodinasas  
(DIO) 
 
DIO1 
DIO2 
DIO3 

DIO1 y DIO3 se localizan en membrana plasmática y DIO2 en la 
membrana de retículo endoplásmico a 
Están involucradas en la activación e inactivación de la hormona 
tiroidea. DIO1 y DIO2  catalizan la conversión de la prohormona T4 
(tiroxina) a la hormona activa 3,5,3’-triyodotironina (T3). 
DIO3 es la principal ruta de inactivación que termina la acción de T3 y 
previene la activación de la prohormona T4 (18), revirtiendo T4 en T3 y 
posteriormente T3 a 3, 3-diyodotironina. DIO1 y DIO2 también pueden 
modificar T3 en 3,3-diyodotironina 

Sep15 y Sel M Debido a su homología con enzimas disulfuro-isomerasas, se piensa que 
estas dos selenoproteínas funcionan como oxidorreductasas tiol-disulfuro. 
Sep15 y Sel M poseen motivos C-X-U y C-X-X-U, respectivamente y se 
localizan en retículo endoplásmico. Ambas proteínas se han asociado al 
control de calidad del plegamiento proteico en dicho organelo b . 
Ratones knock-out de SelM exhiben incremento de peso, una masa 
elevada del tejido adiposo, por lo que se ha sugerido que SelM juega un 
papel importante en la regulación del peso corporal y el metabolismo 
energéticof 

Selenoproteína H 
(SELH) 

Posee un motivo C-X-X-U. En D. melanogaster es esencial para la 
viabilidad y defensa antioxidante. Se localiza en núcleo y podría ser una 
proteína de unión a DNA que responde a cambios redox, regulando la 
expresión de genes involucrados en la síntesis de novo de glutatión y en 
la respuesta destoxificante al estatus redox. Se expresa muy activamente  
en etapas tempranas del desarrollo embrionario b,c  

Selenoproteína I 
(SEL I, hEPT1) 

Proteína tipo etanolamina-fosfotransferasas que actúan durante la 
biosíntesis de fosfolípidos.  Se han encontrado 7 hélices transmembranales 
pero no hay evidencia experimental sobre su localización celular b. 

Selenoproteína K 
(SelK) 

Se localiza en membrana de retículo endoplásmico y posiblemente en 
membrana plasmática. Su sobreexpresión en cardiomiocitos murinos 
disminuye los niveles de ROS, sin embargo, en D. melanogaster SelK se 
localiza en citoplasma y no posee actividad antioxidante, por lo que su 
función permanece desconocidab.  
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Selenoproteína N 
(SelN,SEPN1, SepN) 
 
Se conocen dos isoformas: 
SelN-1 (transcrito del gen 
completo) y SelN-2 (transcrito sin 
el exón 3) 

 
 
Proteína transmembranal de retículo endoplásmico. Está relacionada a 
ciertos desordenes musculares conocidos como miopatías relacionadas 
con SEPN-1 (clínicamente caracterizados por fuerza muscular axial, 
escoliosis, debilidad en el cuello y grados variables de espina rígida). Ya 
que se expresa en tejido fetal y células en proliferación podría participar 
en la formación muscular temprana. SelN podría regular el canal de 
Ca2+/receptor de rianodina(RyR) en retículo endoplásmico, que al 
activarse aumenta el Ca2+ libre b 

Selenoproteína O 
(SelO) 

Contiene un motivo C-X-X-U. Ha sido localizada en mitocondria y 
expresada en células humanas HEK 293T y diversos tejidos de ratón. Se ha 
demostrado que SelO interacciona con una proteína blanco de manera 
redox, que dicha interacción es reversible y que depende de la 
presencia de peróxido de hidrógeno, lo cual es una propiedad típica de 
una oxido-reducción tiol-dependiente d  

Selenoproteína P 
(SelP) 

Contiene 8-10 residuos Sec en mamíferos, 16-18 en peces y anfibios y 28 
en erizos de mar. 
SelP contiene del 40-50% del selenio circulante en plasma, atribuyendo su 
función principal al transporte del mismo. Los ratones knock-out para SelP 
muestran problemas neurológicos y esterilidad. Otras funciones atribuidas 
son: quelante de metales pesados y mitigante del estrés oxidativo en 
cáncer b. 

Selenoproteína S 
(SEPS1, SELS, SELENOS, VIMP, Tanis) 

Proteína transmembranal localizada en retículo endoplásmico y 
membranas plasmáticas. Podría participar en la remoción de proteínas 
mal plegadas del lumen del retículo endoplásmico;  en la protección 
celular contra el daño oxidativo; en la apoptosis inducida por el estrés de 
RE y parece favorecer la producción de citocinas inflamatorias. Se ha 
asociado a enfermedades cardiacas, apoplejía, preeclampsia, artritis 
reumatoide, etc. b 

Selenoproteína T 
(SelT) 

Localizada en retículo endoplásmico, junto con SelH, SelV y SelW, posee 
un motivo C-X-X-U. 
Posiblemente involucrada en fenómenos relacionados con el estrés, un 
estudio reciente la ha vinculado con la movilización celular de calcio. En 
rata, SelT se expresa en la mayoría de los tejidos a través del desarrollo 
embrionario y en individuos adultos b, c 

Selenoproteína V 
(SelV) 

Posee un motivo C-X-X-U. Parece estar restringida a testículo y, por su 
estructura, podría tener una función redox. SelV se expresa en rata 
durante las etapas de espermatogénesis tardía, la pubertad  y los 
periodos reproductivos e. Su función exacta es desconocida 

Selenoproteína W 
(SEPW, SELW) 

Contiene un motivo C-X-X-U. Aunque su función exacta es aún 
desconocida, se le atribuye un papel antioxidante (por su capacidad de 
unión al glutatión y la protección celular contra H2O2) y posiblemente 
intervenga en la defensa celular contra el cadmio. Por su alta expresión 
en mioblastos proliferantes, SelW podría funcionar en el crecimiento y 
diferenciación musculares, protegiendo dichas células del estrés 
oxidativo b, c 

Selenoproteína R   
 
SelR, MsrB1 (metionin-R-sulfóxido 
reductasa)  
 
 

Cataliza la reducción de los residuos metionina (Met) oxidados (sulfóxidos 
de metionina) por ROS, dicha oxidación ocurre bajo estrés oxidativo y 
puede conducir a daño proteico. MsrB1 actúa sobre el epímero R del 
sulfóxido de Met y se encuentra en vertebrados.  
Ratones knock-out de SelR aumentan su susceptibilidad al daño oxidativo 
en proteínas, especialmente en hígado y riñón. Otras funciones incluyen 
protección contra la neurodegeneración y el daño oxidativo durante el 
envejecimiento a,b  

SPS2 
Selenofosfato sintetasa 2 

Esta selenoproteína está involucrada en la vía de síntesis de Sec sobre su 
tRNA correspondiente a,b 

a) Lu, J. y Holmgren, A., 2009.    b) Reeves, M.A. y Hoffmann, P.R. 2009.  
c) Dikiy, A. et al., 2007.    d) Han, S.J, et al., 2014 
e) Varlamova, E.G., et al., 2011  f) Pitts, M.W., et al., 2013. 
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La maquinaria de síntesis de selenoproteínas contiene varios aspectos inusuales: a) el 

aminoácido Sec se sintetiza sobre su tRNA específico (tRNA-Sec) a partir del residuo de serina, b) el 

tRNA-Sec es el tRNA más largo conocido y posee particularidades estructurales que difieren de los 

tRNA canónicos, c) el tRNA-Sec posee elementos promotores que difieren de los tRNA clásicos, d) la 

incorporación de Sec a las proteínas se lleva a cabo en respuesta a un codón UGA, cuya función 

normal es como un codón de paro, e) la presencia del elemento SECIS (Selenocysteine Insertion 

Sequence) en la región 3’-UTR de los mRNA, el cual es esencial para la traducción, f) la existencia del 

eEFSec, un factor de traducción especializado en la síntesis de selenoproteínas (Labunskyy, V.M., et 

al. 2014). A continuación se describen las moléculas participantes más relevantes en la incorporación 

de Sec a las selenoproteínas. Las características del tRNA-Sec se discuten más adelante en la sección 

2.9. 

 
 

2.7 Elementos esenciales para la inserción de Sec en las selenoproteínas 

 

2.7.1 Elemento SECIS (Selenocysteine Insertion Sequence) 

 

El elemento SECIS es una estructura de tallo-asa que se localiza en la región 3’-UTR de los 

mRNA de las selenoproteínas. Los elementos SECIS están altamente conservados a nivel de estructura 

secundaria (aunque no a nivel de secuencia), la cual consiste en un asa apical y dos hélices 

separadas por un asa interna (Figura 7A). En la hélice II, junto al asa interna se encuentra un 

dinucleótido AG:GA conservado, esencial para el funcionamiento del SECIS y su interacción con la 

proteína SBP2 (descrita más adelante). En algunos elementos SECIS el asa apical forma un minitallo-

asa adicional, el cual es utilizado para clasificar a los elementos SECIS en dos tipos: aquellos cuya asa 

apical carece del minitallo (Tipo 1) y aquellos que sí lo poseen (Tipo 2) (Figura 7A). En el asa apical se 

encuentra el trinucleótido RAA, también requerido para la incorporación de Sec a las 

selenoproteínas (Walczak, R., et al., 1998).  El elemento SECIS posee un motivo de RNA conocido 

como “kink-turn”, que es un sitio importante para la interacción y reconocimiento entre RNA y 

proteínas. En el caso de SECIS, este motivo podría ser un puente molecular entre el ribosoma y la 

maquinaria de síntesis de selenoproteínas, favoreciendo la unión del eEFSec al ribosoma o el 

acomodo del tRNA-Sec (Allmang, C. y Krol, A., 2006b). 

 

 

Los elementos SECIS son particulares para cada mRNA en cada especie, es decir, homólogos 

de la misma selenoproteína en diferentes organismos pueden poseer diferentes elementos SECIS. Por 

ejemplo, el mRNA de la selenoproteína SelM en mamíferos posee un RNA SECIS tipo 2, mientras que el 
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mRNA de SelM en el pez cebra posee un elemento tipo 1 (Allmang, C. y Krol, A., 2006b). El elemento 

SECIS interacciona con diversas proteínas incluyendo eEFSec, SBP2 y L30 para regular la adición de 

selenocisteína a las selenoproteínas (Labunskyy, V.M., et al. 2014). 

 
 

2.7.2 eEFSec 

 
 eEFSec es un factor de elongación de la traducción especializado en la síntesis de 

selenoproteínas y su función es posicionar al tRNA-Sec en el sitio A ribosomal para la incorporación de 

Sec a las proteínas nacientes (Figura 7B). Su dominio N-terminal tiene alta similitud con el factor de 

elongación canónico EF1A y, al igual que éste, posee actividad de GTPasa. A diferencia de EF1A, 

eEFSec posee alta afinidad por el tRNA-Sec aminoacilado, pero no se une a otros tRNAs. Por ensayos 

de co-inmunoprecipitación se ha demostrado que eEFSec, a través de su extremo C-terminal,  

interactúa con la proteína SBP2, requiriéndose al tRNA-Sec para la formación de este complejo 

(Allmang, C. 2009 y 2006a). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Maquinaria de inserción de selenocisteína. A) Estructura secundaria del elemento SECIS. Se muestran los 
dos tipos de elementos SECIS identificados,  B) Maquinaria esencial para la inserción de Sec en las 
selenoproteínas. El elemento SECIS se localiza en la región 3’ no traducida (3’-UTR) del mRNA. Sec se inserta en 
respuesta al codón UGA. Se muestran los factores requeridos para la incorporación de Sec: tRNA-Sec, el factor 
eEFSec, y las proteínas SBP2 y L30 (Tomado de Labunskyy, V.M., et al., 2014). E, sitio de salida; P, sitio peptidil; A, 
sitio aminoacil. 
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2.7.3 Proteína SBP2 (SECIS binding protein 2) 

 

SBP2 posee tres dominios: el dominio N-terminal, cuya función a la fecha se desconoce, un 

dominio de incorporación a Sec, y un dominio C-terminal de unión a RNA (conocido como RBD). El 

RBD pertenece a una familia de proteínas de unión a RNAs con motivos kink-turn (como el rRNA 28S y 

el elemento SECIS). A través de este dominio, se ha detectado una interacción con el ribosoma, 

específicamente con la subunidad 60S a través del rRNA 28S. La función de SBP2 es la unión al 

elemento SECIS y estimular la incorporación de Sec a las selenoproteínas al reclutar al complejo 

eEFSec/tRNA-Sec al ribosoma, a través de su dominio de unión a eEFSec (Figura 7B).  Aunque SBP2 

puede unirse al rRNA 28S y al elemento SECIS, no puede hacerlo al mismo tiempo, por lo que se ha 

propuesto un modelo competitivo en el que SBP2 se une sólo a uno de ellos en un momento 

determinado (Labunskyy, V.M., et al., 2014).  

 

 

SBP2  es también parte de los mecanismos de regulación de la síntesis de selenoproteínas, 

pues se une al elemento SECIS de los mRNA de selenoproteínas de manera diferencial, lo cual 

repercute en una traducción diferencial de las mismas (Allmang, C., et al., 2009). 

 

 

2.7.4 Proteína ribosomal L30 

 

La proteína ribosomal L30 es un componente de la subunidad mayor ribosomal (60S), e 

interacciona con el elemento SECIS (Figura 7B). L30  compite con SBP2 por dicho elemento, es decir, 

el elemento SECIS puede unirse a L30 o a SBP2 pero no a las dos al mismo tiempo.  Se ha observado 

que las sales de magnesio (las cuales inducen la conformación kink-turn en SECIS) favorecen la 

estabilidad del complejo L30/SECIS y disminuyen la de SBP2/SECIS, lo que sugiere que estas proteínas 

tienen diferentes especificidades de unión a SECIS (Gonzalez-Flores, J., et al., 2013).  L30 interactúa 

con SECIS con mucha mayor afinidad cuando está asociada a los ribosomas, en comparación con 

la proteína L30 libre, lo cual sugiere que L30 adopta una conformación más favorable para la unión a 

SECIS cuando está formando parte del ribosoma. Se ha sugerido que L30 desplaza transitoriamente a 

SBP2 para llevar al elemento SECIS a la proximidad del sitio A del ribosoma (Allmang, C., et al., 2009). 
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2.8 Modelos de inserción de Selenocisteína a las Selenoproteínas 

 

Se ha propuesto un par de modelos para explicar la inserción de Sec en respuesta al codón 

UGA. En el primer modelo, la proteína SBP2 está unida permanentemente a un grupo de ribosomas 

que participarán en la biosíntesis de selenoproteínas. Estos ribosomas se posicionan sobre el codón 

UGA al tiempo que el elemento SECIS se repliega hacia el ribosoma, lo que provoca la separación de 

SBP2 del ribosoma y su unión al elemento SECIS. Estos movimientos favorecen un cambio 

conformacional en el sitio A del ribosoma, permitiendo la entrada del complejo eEFSec/tRNA-Sec. 

Posteriormente, la proteína ribosomal L30 desplaza a SBP2 del elemento SECIS, lo que permite el 

regreso de SBP2 al ribosoma (Figura 8) (Allmang, C. y Krol, A., 2006a; Kossinova, O., et al., 2013).  

. 

En el segundo modelo, SBP2 se une directamente al elemento SECIS, lo cual sirve como 

plataforma para reclutar al complejo eEFSec/tRNA-Sec, el cual ingresa al sitio A del ribosoma. 

Posteriormente, la proteína L30 desplaza a SBP2 del SECIS, causando cambios conformacionales en 

este último elemento que inducen la liberación del complejo eEFSec/tRNA-Sec/GTP del ribosoma 

(Figura 8).  La función de la proteína L30 aún no está del todo clara, pero podría funcionar como un 

puente entre el ribosoma y el elemento SECIS, o bien,  L30 podría desplazar a SBP2 y permanecer 

unida al elemento SECIS. Este último movimiento favorecería la liberación del tRNA-Sec y la hidrólisis 

de GTP (Allmang, C. y Krol, A., 2006a; Kossinova, O., et al. 2013).  

 

 Recientemente se ha observado que, en reticulocitos de conejo, el elemento SECIS ya se 

encuentra asociado a SBP2 antes de la formación del complejo de inicio de la traducción 48S, 

evidencia que apoyaría el segundo modelo (Kossinova, O., et al., 2013). Asimismo, se observó que 

SBP2 permanece unida al ribosoma tras el acomodo del tRNA-Sec al sitio A ribosomal y se disocia 

durante el paso de transpeptidación; y finalmente, que el elemento SECIS contacta a la subunidad 

ribosomal 60S después del acomodo del tRNA en el sitio A. Se propone que la incorporación del 

residuo Sec en la cadena polipeptídica está gobernada por rearreglos conformacionales tanto en el 

SECIS como en el rRNA 28S (Kossinova, O., et al., 2013). 
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Figura 8. Modelos de inserción de selenocisteína a las selenoproteínas. En el primer modelo (A), SBP2 está unida a 
ribosomas y posteriormente se une al elemento SECIS (pero no a ambos). En el segundo modelo (B) SBP2 se une 
directamente al elemento SECIS desde el inicio. Ver texto para detalles (Tomada de Allmang, C. y Krol, A., 
2006a). 
 

 

2.9 tRNA de Selenocisteína 

 

El tRNA-Sec es el encargado de transportar el residuo Sec hasta el ribosoma durante la síntesis 

de proteínas. Este tRNA difiere en algunos aspectos respecto a los tRNA convencionales: a nivel de 

secuencia, el tRNA-Sec es más largo (88-100 nucleótidos) que los tRNA clásicos (73-83 nucleótidos), 

pues posee los brazos D, T y variable más extensos (Figura 9). Asimismo, el brazo variable es más largo 

que en el resto de los tRNA. Como resultado, el tRNA-Sec posee una estructura secundaria 

denominada 9/4, ya que el brazo aceptor tiene 9 nt y el brazo T tiene 4 nt. En contraste, los tRNA 

convencionales tienen una estructura 7/5. El brazo D del tRNA-Sec está compuesto por un tallo de 6 

nt y un asa de 4 nt, mientras que otros tRNA, el tallo tiene 4 nt y el asa 8 nt.  El tRNA-Sec posee el 

anticodón UCA, complementario al codón UGA, que codifica para selenocisteína (Figura 9) (Hatfield, 

D. y Gladishev, V., 2002). Otra característica inusual del tRNA-Sec es que su transcripción comienza en 
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el primer nucleótido de su secuencia codificante (Lee, B.J., et al., 1987) mientras que en los tRNA 

canónicos, ésta empieza varios nucleótidos río arriba, generando una secuencia 5’ que 

posteriormente será procesada y eliminada (Orioli, A., et al., 2012). En la mayoría de los eucariontes 

en los que se ha identificado el tRNA-Sec se encuentra una sola copia del gen, excepto en el pez 

cebra, organismos que posee dos copias  (Labunskyy, V.M., et al., 2014). 

 

 

Los tRNA poseen diversas modificaciones post-transcripcionales a lo largo de su estructura, las 

cuales ya han sido ampliamente estudiadas en una gran variedad de organismos.  En eucariontes, un 

tRNA convencional tiene entre 7 y 17 nucleótidos modificados (Phizicky, E.M. y Alfonzo, J.D., 2010). Por 

su parte, el tRNA-Sec contiene sólo 4 bases modificadas: una 1-metiladenosina en la posición 58 

(m1A58), una pseudouridina en la posición 55 (ψ55), una N6-isopenteniladenosina en posición 37 

(i6A37) y una 5-metilcarboximetiluridina (mcm5U) en posición 34 (Figura 9) (Itoh, Y., et al., 2009; Kim, 

L.K., et al., 2000). Este número bajo de modificaciones post-transcripcionales en comparación con los 

tRNA convencionales es otra característica atípica del tRNA-Sec (Allmang, C. y Krol, A., 2006a).  

 

En células humanas y de ratón, se han detectado una isoforma del tRNA-Sec que posee un 

grupo 2’-O-metil unido a la ribosa de la mcm5U en la posición 34 (5-metilcarboximetiluridina-2’-O-

metilribosa, mcm5Um). De manera interesante, la formación de mcm5Um está en función de la 

ingesta de selenio en ratas (Diamond, A.M., et al., 1993). Asimismo, se ha demostrado que esta 

metilación de la ribosa en la mcm5U influye en la estabilidad de las estructuras secundaria y terciaria 

del tRNA-Sec. Además, aunque las formas metilada y no metilada de la mcm5U coexisten en la 

célula, sus niveles intracelulares varían entre diferentes tejidos y líneas celulares (Hatfield, D. y 

Gladishev, V., 2002; Kim, L.K., et al., 2000). De hecho, ya se ha demostrado que estas isoformas 

modulan la expresión de diferentes selenoproteínas (Carlson, B.A., et al., 2005). Aquellas 

selenoproteínas relacionadas con el estrés celular, como la glutatión peroxidasa (GPx) 1 y 3, SelR, SelT 

y SelW se sintetizan por el tRNA-Sec que posee mcm5Um. Por su parte, la presencia de mcm5U 

favorece la expresión de selenoproteínas cuyas funciones son esenciales para la supervivencia 

celular, por ejemplo, la tiorredoxina reductasa (TrxR) 1 y 3. Sin embargo, existen selenoproteínas, 

como GPx4 y SelP, que parecen ser sintetizadas por ambas isoformas del tRNA-Sec (Carlson, B.A., et 

al., 2007 y 2005). 
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Figura 9. Particularidades estructurales del tRNA-Sec. Comparación de estructura secundaria de un tRNA 
convencional y el tRNA-Sec. A, brazo del aminoácido; D, brazo D; AC, brazo del anticodón; T, brazo T. 7/5 y 9/4 
indican el número de pares de bases que van del brazo del aminoácido al brazo T. El brazo V en el tRNA clásico 
(línea punteada) es de longitud variable (3-4 nt), mientras que en el tRNA-Sec siempre es largo (~ 7 nt). En el 
tRNA-Sec se señalan las modificaciones post-transcripcionales posibles(Tomado de Allmang, C. y Krol, A., 2006).  
 

 

2.10 Transcripción y regiones promotoras del tRNA-Sec 

 

 

En Xenopus laevis se observó que el tRNA-Sec es transcrito por la RNA Pol III, lo cual se 

determinó mediante ensayos de transcripción en presencia de α-amanitina (Park, J.M., et al., 1996; 

Lee, B.J., et al., 1989). Asimismo, en células HeLa (células humanas de adenocarcinoma de cérvix) se 

ha comprobado mediante ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina, la presencia de la RNA 

Polimerasa III y el factor Brf2 en el locus del tRNA-Sec (Faresse, N.J., et al., 2012).  

 

 

La región promotora del tRNA-Sec posee elementos intragénicos y extragénicos, por lo que es 

considerado como un promotor híbrido entre los promotores tipo 2 (que poseen sólo elementos 

intragénicos) y los tipo 3 (que poseen únicamente elementos extragénicos) (Figura 10). Así, río arriba 

del gen de tRNA-Sec se localizan 3 elementos: un Elemento Proximal (PSE, Proximal Sequence 

Element), una caja TATA y un Elemento Activador (AE, Activator Element). Dentro de la secuencia 

codificante, la caja B parece ser la única que participa en la transcripción (Hatfield, D. y Gladishev, 

V., 2002). 

 

tRNA clásico tRNA-Sec 
eucarionte 
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Por experimentos de transcripción in vitro e in vivo realizados en X. laevis se demostró que las 

cajas A y B por sí mismas no activan la transcripción y que son los elementos PSE y TATA los que más 

contribuyen a esta actividad, pues al mutar una de estas secuencias la transcripción disminuye 

considerablemente y si son eliminadas, la transcripción se abate por completo. El elemento PSE se 

encontró en la posición -72 a -48 y la caja TATA de -32 a -25 (Figura 10).  Asimismo, se observó que la 

caja B tiene un papel activo en la transcripción del tRNA-Sec, pues la sustituciones en la secuencia 

conlleva a una reducción de ~5 veces en el nivel de transcripción,  resultado que sugiere que la caja 

B coopera con los elementos PSE y TATA para maximizar la transcripción. La eliminación completa de 

la caja B resulta en la obtención de transcritos de diferentes tamaños.  La caja  B  del  tRNA-Sec  de X. 

laevis si tiene una secuencia consenso (Carbon, P. y Krol, A. 1991; Lee, B.J., et al., 1989).  

 

 

Como se ha mencionado anteriormente, la caja A es uno de los elementos promotores 

intragénicos que dirigen la transcripción en los tRNA clásicos. En el tRNA-Sec de X. laevis se encontró 

que la secuencia de la caja A está modificada respecto a la secuencia consenso (altamente 

conservada) por la inserción de dos nucleótidos. Mediante ensayos de mutagénesis y transcripción in 

vitro, se observó que la eliminación completa de la caja A no altera el nivel de transcripción, el cual 

permanece similar a la tasa de transcripción con las construcciones que poseen la secuencia silvestre 

del tRNA-Sec (Lee, B. J., et al., 1989). 

 

 

El elemento AE fue mapeado por mutagénesis y transcripción in vivo en X. laevis y fue 

localizado de -209 a -195 respecto al sitio de inicio de la transcripción. En el modelo del snRNA U6, el 

elemento equivalente es el DSE (Figura 10) el cual funciona como un elemento activador que posee 

convencionalmente una secuencia octamérica ATGCAAAT. Sin embargo, una característica del AE 

es la ausencia de dicho octámero, lo que lo hace diferente a los DSE clásicos. Este elemento AE 

contiene un motivo conocido como SPH (SphI Postoctamer Homology) con la secuencia GCATGC, la 

cual también se encuentra típicamente en los DSE de los snRNA. Al introducir mutaciones en el AE la 

transcripción disminuye considerablemente, aunque no se abate del todo, por lo que se ha 

considerado que el AE sirve para maximizar la expresión del tRNA-Sec (Myslinski, E., et al., 1991).  

 

 

En ratón, este elemento sí se ha encontrado como un DSE clásico, el cual posee el motivo SPH 

y el octámero. Por estudios de transfección en células NIH 3T3 (fibroblastos embrionarios de ratón) se 

observó que la expresión del tRNA-Sec disminuía hasta en un 38% al mutar o eliminar la secuencia del 
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DSE (Kelly, V.P., et al., 2005). Por otra parte, en dicho estudio se reportó también que  la introducción 

de un fragmento de 3.2 kb entre los elementos DSE y PSE en células madre embrionarias es letal en 

organismos homocigotos debido a la perdida de la transcripción del tRNA-Sec. En individuos 

heterocigotos, los niveles del  tRNA-Sec disminuyeron diferencialmente en varios tejidos: su expresión 

en células de riñón bajo 50% respecto a los ratones silvestres, mientras que en células de corazón no 

hubo disminución. Estas observaciones sugirieron que el DSE regula la transcripción del tRNA-Sec de 

manera tejido-específica y que su actividad es vital para la producción de dicho tRNA durante la 

embriogénesis de ratón (Kelly, V.P., et al., 2005). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Particularidades del promotor del tRNA-Sec. Elementos promotores de tRNA-Sec (elementos 
intragénicos y extragénicos) caracterizados en vertebrados en comparación con los tRNA canónicos (elementos 
intragénicos) y el snRNA U6 (elementos extragénicos). 
 

 

2.11 Selenoproteínas en Tripanosomátidos 

 

 

A la fecha ya se reportó la presencia de selenoproteínas y su maquinaria de biosíntesis en 

tripanosomátidos (Cassago, A., et al., 2006; Lobanov, A., et al., 2006). El gen de tRNA-Sec en estos 

organismos se identificó originalmente por búsquedas en bases de datos, y posteriormente se 

confirmó su expresión por ensayos de RT-PCR en T. brucei, lo que fue el primer indicio de que la 

maquinaria de biosíntesis de selenoproteínas está activa en estos parásitos (Lobanov, A., et al., 2006). 

En T. brucei, el tRNA-Sec se expresa en parásitos procíclicos y sanguíneos, lo cual sugiere que este 

tRNA está activo durante todo el ciclo de vida (Cassago, A., et al., 2006). En varias especies de 
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Leishmania, incluyendo L. major, existe una copia génica del tRNA-Sec en el cromosoma 6, mientras 

que T. brucei y T. cruzi poseen 2 copias en los cromosomas 9 y 33, respectivamente (Padilla-Mejía, 

N.E., et al, 2009). Esto es similar a otros eucariontes, que poseen generalmente 1 copia de este tRNA 

en su genoma.  

 

 

De las selenoproteínas identificadas en vertebrados (Tabla 4),  los ortólogos de SelK y SelT se 

identificaron en tripanosomátidos. En los genomas de varias especies de Leishmania y Trypanosoma 

se identificó una selenoproteína de probable localización mitocondrial, SelTryp. Por experimentos de 

incorporación in vivo de 75Se a proteínas,  se observaron tres diferentes proteínas con selenio 

incorporado en T. cruzi, presumiblemente SelK, SelT y SelTryp (Lobanov, A., et al., 2006). Según 

predicciones computacionales, en esas tres selenoproteínas los residuos Sec se localizan dentro de 

motivos redox. También mediante herramientas bioinformáticas, se identificaron las selenoproteínas 

LmSel1 y LinSel1, en L. major y L. infantum, respectivamente, cuya expresión se comprobó por RT-PCR 

(Cassago, A., et al., 2006), así como SelX, selenoproteína putativa exclusiva de T. brucei (Lobanov, A., 

et al., 2006). En los mRNA de estas selenoproteínas se han identificado los elementos SECIS 

respectivos, los cuales poseen características similares a las reportadas en otros eucariontes: una 

estructura en tallo-asa, la presencia del dinucleótido AG:GA y un par AA en el asa apical (Figura 7A) 

(Cassago, A., et al., 2006; Lobanov, A., et al., 2006). 

 

 

Otros componentes de la maquinaria de síntesis de selenoproteínas han sido identificados en 

estos parásitos: SPS, PSTK, SerRS (proteínas involucradas en la síntesis de Sec sobre el tRNA-Sec), 

Secp43 (proteína involucrada en la traducción de las selenoproteínas) y el factor de elongación 

específico eEFSec (Cassago, A. et al., 2006; Lobanov, A., et al., 2006). La participación de eEFSec 

como factor activo en la síntesis de selenoproteínas en tripanosomátidos se demostró por ensayos de 

RNA de interferencia (RNAi) en T. brucei: al activar el sistema de RNAi para eEFSec, las 

selenoproteínas SelK, SelT y SelTryp dejaron de expresarse gradualmente. Este efecto fue también 

observado al inducir el sistema de RNAi de SPS2 (Aeby, E., et al., 2009). Mediante experimentos de 

RNAi también se demostró que SerRS es esencial para el crecimiento normal de T. brucei. Esta enzima 

posee un dominio específico de tripanosomátidos que no se encuentra en SerRS de otros eucariontes 

(Geslain, R., et al., 2006). En L. major, la proteína SPS ya ha sido clonada y caracterizada. Se 

comprobó que ésta se expresa a lo largo de todo el ciclo de vida y que participa en la biosíntesis de 

Sec a partir de fosfatos inorgánicos y de selenio, al igual que en otros eucariontes (Sculaccio, S.A., et 

al., 2008).  
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3. ANTECEDENTES 

 

La transcripción en parásitos tripanosomátidos muestra variaciones respecto a lo que ocurre 

en la mayoría de los eucariontes superiores. Entre estos procesos atípicos se encuentran la 

transcripción policistrónica; la carencia de promotores clásicos de la RNA Pol II y la función de genes 

de tRNA como promotores de los snRNA, entre otros (Martínez-Calvillo, S., et al. 2010). 

 

 

En un trabajo previo publicado por nuestro grupo de trabajo (Padilla-Mejía, N.E., et al., 2009) 

se reportó que existe una copia única del gen del tRNA-Sec en el cromosoma 6 de L. major y que 

este gen se localiza dentro de una unidad policistrónica, flanqueado por los genes de proteínas 

LmjF.06.0210 y LmjF.06.0200 (Figura 11A), cuyos productos están identificados como proteínas 

hipotéticas en GeneDB.  El análisis in silico de las secuencias promotoras del tRNA-Sec, las cajas 

típicas de los tRNA A y B,  reveló que la caja A contiene una base extra en comparación a la 

secuencia consenso de tripanosomátidos (Figura 11B y C) (Padilla-Mejía, N.E., et al., 2009). En otros 

eucariontes se ha reportado la inserción de dos bases respecto a la secuencia consenso de 

vertebrados (Lee, B. J., et al., 1989). Por su parte, la caja B, la cual no muestra variaciones respecto a 

la secuencia consenso en otros eucariontes, en L. major sí difiere en la primera y última posición de la 

secuencia (Figura 11D y E). Ya que ambas cajas promotoras poseen cambios respecto a la 

secuencia consenso típica de los tRNA, se consideró que secuencias externas al gen podrían 

participar en dirigir su transcripción (Padilla-Mejía, N.E., et al., 2009), tal y como ocurre para los snRNAs 

o el RNA 7SL en tripanosomátidos. En T. brucei, ha sido reportado que el tRNA-Sec es transcrito por la 

RNA Polimerasa II (Aeby, E., et al., 2010). En dicho trabajo se reportó que el tRNA-Sec sufre la adición 

del miniexón (o RNA Spliced-Leader, SL-RNA) en la región 5’, lo cual se determinó a partir de 

bibliotecas de cDNA poliadenilados. Esto sugirió que el tRNA-Sec es transcrito como parte de un 

precursor policistrónico y que, posteriormente, es procesado por trans-splicing y poliadenilación, tal 

como ocurre con los mRNA. 

 

 

Nuestro laboratorio está interesado en el estudio de los mecanismos de transcripción por la 

RNA Pol III en L. major. A la fecha no se sabe cuál es la RNA Pol que transcribe el tRNA-Sec en este 

organismo, ¿este tRNA es transcrito por la RNA Pol II como en T. brucei?, ¿o es transcrito por la RNA Pol 

III como ocurre con los tRNA-Sec en eucariontes superiores?, ¿existen mecanismos de transcripción 

atípicos relacionados con el tRNA-Sec en L. major?  Estos cuestionamientos constituyen las principales 

preguntas del presente trabajo.   
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Figura 11. Particularidades del gen de tRNA-Sec en L. major. A) Localización genómica del tRNA-Sec, se ubica en 
el cromosoma 6 de L. major, entre dos genes codificadores de proteínas: LmjF.06.0210 y LmjF.06.0200; B) 
Secuencia consenso de la caja A de los tRNA en L. major; C) Secuencia de la caja A del tRNA-Sec, se señala 
con una flecha la base extra respecto a la secuencia consenso; D) Secuencia consenso de la caja B de los tRNA 
en L. major; E) Secuencia de la caja B del tRNA-Sec, las bases que varían respecto a la secuencia consenso se 
señalan con una barra superpuesta ( Padilla-Mejía, N.E., et al., 2009). En B y D, la altura de la base indica que tan 
conservado está esa base, cuando dos bases ocupan una misma posición, su altura representa la frecuencia 
dentro de esa posición (Crooks, G.E., et al. 2004). 
  

A 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo General 

 

Identificar cuál es la RNA Polimerasa que transcribe el gen de tRNA de selenocisteína en L. major 

 

 

4.2 Objetivos Particulares 

 

 

• Conocer el contexto genómico del tRNA-Sec y determinar si este gen se encuentra 

conservado entre especies de Leishmania y Trypanosoma. 

 

• Identificar los transcritos del tRNA-Sec y determinar sus sitios de procesamiento en L. major  y           

T. cruzi.  

 

• Evaluar si el gen de tRNA-Sec de L. major es transcrito como parte de un policistrón. 

 

• Evaluar si la tasa transcripcional del tRNA-Sec de L. major es similar a la de genes transcritos 

por la RNA Pol II o a la de los transcritos por la RNA Pol III. 

 
• Evaluar si el gen de tRNA-Sec de L. major posee su propia región promotora 

 
• Determinar si la transcripción del gen de tRNA-Sec es sensible a la α-amanitina y a la 

tagetitoxina 

 

• Determinar si la RNA Polimerasa II o la RNA Polimerasa III sintetizan el tRNA-Sec en L. major 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1. Análisis in silico 

 

Los análisis bioinformáticos se realizaron utilizando las bases de datos de los genomas de las 

especies de Leishmania (L. major, L. donovani, L. infantum, L. braziliensis, L. mexicana y L. tarentolae) y 

Trypanosoma (T. cruzi, T. brucei, T. vivax y T. congolense) disponibles en línea en los sitios de 

www.genedb.org y www.tritrypdb.org (versión 8.1). Las comparaciones de secuencias se llevaron a 

cabo con el programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 

 

 

5.2. Cultivos de L. major y T. cruzi 

 

Los promastigotes de L. major MHOM/IL/81/Friedlin (LSB-132.1) se crecieron a 26°C en medio 

BM (medio M199 pH 7.2 suplementado con suero fetal bovino 10%, infusión de cerebro - corazón 

0.25x, Hepes 40 mM, hemina 0.01 mg/ml, biotina 0.0002 %, penicilina 100 IU/ml / estreptomicina 100 

µg/ml y L-glutamina 1x). Los cultivos se recuperaban en fase media logarítmica.  

 

Epimastigotes de T. cruzi CL Brener se mantuvieron a 28°C en medio LIT (liver infusion-tryptose) 

suplementado con suero fetal bovino 10%, penicilina 50 IU/ml / estreptomicina 50 µg/ml y hemina  

0.025 mg/ml (Florencio-Martínez, L.E., et al., 2010) 

 

 

5.3. Análisis 5´-RACE (5´ Rapid Amplification of cDNA Ends)  

 

 Para el ensayo 5’-RACE se utilizó un kit de Life Technologies (18374-058) con 5  µg de RNA total 

de L. major o T. cruzi. Las secuencias de los oligonucleótidos empleados se enlistan en la Tabla 5. 
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El cDNA fue amplificado utilizando los oligonucleótidos tRNA-SECgsp1 (L. major) y Tb-tRNASec-

GSP1 (T. cruzi). Posteriormente, el cDNA proveniente de los genes de L. major se sometió a una 

amplificación por PCR, utilizando los oligonucleótidos tRNA-SECgsp2 y el Abridged Anchor Primer 

(AAP). Para el gen de tRNA-Sec de T. cruzi, se realizaron dos amplificaciones por PCR. La primera 

amplificación se realizó con los oligonucleótidos ME23 y Tb-tRNASec-GSP1, mientras que la segunda 

se realizó utilizando el producto de la primer PCR como molde y utilizando los oligonucleótidos Tc-

tRNASec-GSP2 y ME23.  

 

Para el gen de tRNA-Asp de L. major, el cDNA se sintetizó con el oligonucleótido Lm24Asp-

GSP1 y las amplificaciones por PCR se realizaron con el Lm24Asp-GSP2 y el AAP.  Para el gen tRNA-Pro 

de L. major, el cDNA se sintetizó con el oligonucleótido Lmc24-ProGSP1 y las amplificaciones por PCR 

se realizaron con los oligonucleótidos Lmc24-ProGSP2 y el AAP. 

 

En todos los casos los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM-T Easy (Promega) y se 

secuenciaron. 

 

 

5.4. Mapeo de los sitios de poliadenilación y los sitios de adición del miniexón  

 

Se realizaron ensayos de RT-PCR para mapear los sitios de poliadenilación para los tRNA-Sec 

de L. major y  T. cruzi, así como del gen LmjF.06.0210 de L. major, utilizando un cDNA preparado con el 

oligonucleótido Nested(dT) (Tabla 5). Para el gen de tRNA-Sec de L. major y T. cruzi se realizó primero 

una PCR con los oligonucleótidos Lm-Sec1 y B1. La segunda PCR se realizó con los oligonucleótidos 

Lm-Sec2  y B2.  Para el gen LmjF.06.0210, la primer PCR se realizó con los oligonucleótidos 

Lmj06.0210PA1 y B1, y la segunda PCR con los oligonucleótidos Lmj06.0210PA2 y B2.  

 

El sitio de adición del miniexón para el gen LmjF.06.0200 de L. major se localizó también por RT-

PCR. El cDNA se sintetizó con el oligonucleótido Lmj06.0200.ME1. Para la reacción de PCR se utilizaron 

los oligonucleótidos Lmj06.0200.ME2 y Miniexón.  En todos los casos los productos de PCR se clonaron 

en el vector pGEM-T Easy  (Promega) y se secuenciaron.  
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     Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en los ensayos de 5’-, 3’ – RACE y Northern blot 

Nombre del oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 

AAP  

(Abridged Anchor Primer) 
5’-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG 

B1 5´-CCTCTGAAGGTTCACGGAT 

B2 5’-CACGGATCCACATCTAGAT 

Lm24Asp-GSP1 5´-CCGGCCGGGAATTGAAC 

Lm24Asp-GSP2 5´-GGGTCACCCGCGTGACAGGC 

Lmc24-ProGSP1 5´-GGGCCGCTAGGGGAATTGAA 

Lmc24-ProGSP2 5´-TGACCTCCCGCACCCGAAG 

Lm-Sec1 5´-AGCCGCGATGAGCTCAGCT 

Lm-Sec2 5´-TGGGTGCGGGCTTCAAA 

Lmj06.0200.ME1 5´- AGAGCGACACCCGTGACTTC 

Lmj06.0200ME2 5´- ACGGAACCCAGAACGCAGGA 

Lmj06.0210PA1 5´- AGCCGACTCATACTGCGGCT 

Lmj06.0210PA2 5´- CTCATGCACTTTAAGCTGTA 

Miniexón 5´-AACGCTATATAAGTATCAGTT 

ME23 5´-CGCTATTATTGATACAGTTTCTG 

Nested dT 5´CCTCTGAAGGTTCACGGATCCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 

Tb-tRNASec-GSP1 5´-CACCACAAAGGCCGA 

Tc-tRNASec-GSP2 5’-AACGGCTGCGAGTCCAAC 

tRNA-SECgsp1 5´-TGGCACGCCACGAAG 

tRNA-SECgsp2 5´-ATCGAACGGCTGTGAGAGCA 

TRNA-Lysc03-GSP1 5’-GCGCACTCCGTGGGG 

 

V  = G, C, A 

N  = A, C G, T 

I   = Inosina 
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5.5. Ensayo de Northern-blot 

 

El RNA total se aisló utilizando el reactivo TRI (Sigma), bajo las instrucciones del fabricante. 

Después, 12 μg de RNA se corrieron en un gel de poliacrilamida 10%/urea 8 M en TBE 1x a 120 V.  Tras 

la electroforesis, los ácidos nucleicos se transfirieron a membranas Hybond N+ (Amersham) utilizando 

el sistema Trans-Blot Semy Dry System (Biorad) a 25V por 1 hora. Tras la transferencia se fijó el RNA con 

luz UV en el equipo Stratalinker. 

 

 

Para el tRNA-Sec: las membranas se hibridaron con fragmentos de DNA marcados con [α-
32P]dCTP con el kit High Prime DNA Labeling (Roche). La sonda correspondió a un fragmento de 190 

pb proveniente del vector pRACE225, el cual incluye la secuencia genómica del tRNA-Sec de 88 pb 

más 86 pb de la región 5’.  El fragmento que contiene el tRNA-Sec se liberó del vector pGEM-T Easy 

utilizando la enzima de restricción EcoR I, y la banda correspondiente  se purificó por el kit NucleoSpin 

Gel Extraction (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la reacción de 

marcaje se utilizaron 100 ng de DNA, el cual se desnaturalizó calentándolo a ebullición por 10 minutos 

(min) y se enfrío rápidamente en hielo. Se centrifugó la muestra y se agregaron 4 μl de mezcla de 

High Prime 5x (que contiene 4U de Polimerasa Klenow y Buffer de reacción 5x),  1 μl de dATP, 1 μl de 

dGTP, 1 μl de  dTTP (0.5 mM) y 5 μl  [α-32P]dATP (3000 Ci/mmol, 10 μCi/μl). El volumen total de la 

reacción fue de 20 μl. La reacción se incubó a 37°C, 10 min y se detuvo agregando 2 μl de EDTA 0.2 

M (pH 8.0) y calentando a 65°C por 10 min. La sonda se purificó con las columnas de sefadex G-50 

(GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

 

Para el tRNA-Lys: como sonda se utilizó el oligonucleótido TRNA-Lysc03-GSP1 (Tabla 5), el cual 

se marcó en su extremo 5’ con [γ-32P]dATP con la enzima T4 cinasa. Para la reacción de marcaje se 

utilizaron 50 pmoles del oligonucleótido mencionado, buffer de cinasa 1x, 5 μl de [γ-32P]dATP (3000 

Ci/mmol, 10 μCi/μl), 20 U de T4 cinasa (Promega). La reacción se incubó a 37°C por 10 min y se 

detuvo agregando 2 μl de EDTA 0.5 M. Se recuperó la fase acuosa y la sonda se purificó utilizando 

columnas de sefadex G-50 (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Las hibridaciones se realizaron en solución SSPE 6x (Na2HPO4 60 mM, NaCl 0.9 M y EDTA 6 mM), 

solución Denhardt 5x  y SDS 1%  a 42°C por 18 horas con 5 x 106 cpm de la sonda ya mencionada. Los 

lavados se llevaron a cabo en SSPE 2x/SDS 0.5% a 55°C.   Las imágenes se revelaron en un equipo Fuji-

Phosphoimager FLA 5000.  Composición de la solución Denhardt 50x: Ficoll 1%, Polivinilpirrolidona 

(PVP) 1%, Albúmina Sérica Bovina (BSA)1%. 

 

 

5.6. Clonación de fragmentos en pGEM-T Easy  

 

Varios fragmentos de DNA del cromosoma 6 de L. major se amplificaron por PCR y se clonaron 

en el vector pGEM-T Easy (Promega) (Apéndice II). La secuencia de cada oligonucleótido empleado 

se encuentra en la Tabla 6.  El gen LmjF.06.0370 se amplificó con los oligonucleótidos Lm06-0370-5’ y 

Lm06-0370-3’; el gen LmjF.06.0360 con los oligonucleótidos Lm06-0360-5’ y  Lm06-0360-3’. El gen 

LmjF.06.0350 se amplificó con los oligonucleótidos Lm06-0350-5’ y  Lm06-0350-3’; y el gen LmjF.06.0340 

con Lm06-0340-5’ y Lm06-0340-3’.  El gen LmjF.06.0260 fue amplificado con los oligonucleótidos Lm06-

0260-5’ y Lm06-0260-3’ y el gen LmjF.06.0210 con los oligonucleótidos Lm06-0210-5’ y Lm06-0210-3’. El 

gen LmjF.06.0200 fue amplificado con Lm06-0200-5’ y Lm06-0200-3’; y el gen LmjF.06.0110 con Lm06-

0110-5’ y Lm06-0110-3’. El gen de tRNA-Sec  fue amplificado con los oligonucleótidos Lm-TRNASEC524-

5’ y Lm-TRNASEC524-3’ y el gen de tRNA-Asp con los Lm24-TRNAASP-5’ y Lm24-TRNAASP-3’. El tRNA-

Phe fue amplificado con los oligonucleótidos Lm09-TRNAPHE-5’ y Lm09-TRNAPHE-3’; el gen de tRNA-

Pro con Lm24-TRNAPRO-5’ y Lm24-TRNAPRO-3’. El gen de tRNA-Tyr fue amplificado con los 

oligonucleótidos Lm36-TRNATYR-5’ y Lm36-TRNATYR-3’; y el gen de rRNA 5S con Lm15-rRNA5S-5’ y 

Lm15-rRNA5S-3’. El gen de rRNA 18S fue amplificado con los oligonucleótidos Lm-rRNA18S-5’ y Lm-

rRNA18S-3’.   

 

 

Una vez amplificados y purificados los fragmentos, estos se ligaron en el vector pGEM-T Easy 

utilizando T4 DNA Ligasa (Promega). En la reacción de ligación se agregaron 6 μl de buffer 2x,, 50 ng 

de pGEM-T Easy (1 μl), los productos amplificados de cada gen mencionado en el párrafo anterior, y 

1 μl de T4 Ligasa (3 Unidades Weiss/ μl). El volumen final de las reacciones fue de 12 μl, ajustando las 

relaciones inserto:vector a cada caso. Las reacciones de ligación se incubaron de 12-16 horas a 4°C. 

Posteriormente, las construcciones fueron utilizadas para transformar células competentes Escherichia 

coli JM109. 
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         Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados para la clonación de genes en el vector pGEM-T Easy 

Nombre del oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 

Lm06-0370-5’ 5´- GAAGCGATGGACTGTTCTGG 

Lm06-0370-3’ 5´-CGGTCCTTGCTGCGAATATC 

Lm06-0360-5’ 5´-CTCCTCTTCTGGACATTTGCT 

Lm06-0360-3’ 5´- TTCCCTCCACTTGCAACATAG 

Lm06-0350-5’ 5´-CGGTTCAACGGTAGTCTCTTC 

Lm06-0350-3’ 5´-TAGAGGAACCAGAACGGGTAG 

Lm06-0340-5’ 5´- CCTCGCATACACCCTTTCGG 

Lm06-0340-3’ 5´- CGCGAATGTACACCACACGG 

Lm06-0260-5’ 5´- CCTGCTTGCTGTCGATGGTG 

Lm06-0260-3’ 5´-TCGCCTCATCCTCCTCTTGC 

Lm06-0210-5’ 5´- GCCGGAGACATTTGCGTAC 

Lm06-0210-3’ 5´- CTATGGCGACGGGATCATC 

Lm06-0200-5’ 5´- CCATCCCATGACAAGAGC 

Lm06-0200-3’ 5´-TGTAGTCGCTGTACTCGC 

Lm06-0110-5’ 5´-TTCACTACCGCGATAGGGTTG 

Lm06-0110-3’ 5´- CCATATCCAGATCCTGCATCC 

Lm-TRNASEC524-5’ 5´-CCGGCTGCCTTCATCAACTC 

Lm-TRNASEC524-3’ 5´-GCGCATACGTTTCGGAGTCC 

Lm24-TRNAASP-5’ 5´-GAATGCGCTGCTGAGTCTCT 

Lm24-TRNAASP-3’ 5´-GCGGTATGCGTGTTGGTGTA 

Lm09-TRNAPHE-5’ 5´-TTCATCCGCGCAAAGAGG 

Lm09-TRNAPHE-3’ 5´-GGCCTTCCACGTATTTCG 

Lm24-TRNAPRO-5’ 5´-GCGATCTCGTGGCTCTGGAG 

Lm24-TRNAPRO-3’ 5´- ACAGCTCATCCAACGGGCGC 

Lm36-TRNATYR-5’ 5´-AGTGCCGAGAAGTTCGACG 

Lm36-TRNATYR-3’ 5´-TCGTCTCCGTTCCTGTTGC 

Lm15-rRNA5S-5’ 5´-GAAAGCATCTCTGTGGGTTCGA 

Lm15-rRNA5S-3’ 5´-CCCGGGGTCCTGCAAATG 
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Lm-rRNA18S-5’ 5´-CGGCCTCTAGGAATGAAGG 

Lm-rRNA18S-3’ 5´-CCCCTGAGACTGTAACCTC 

 

 

5.7. Transformación de células competentes E. coli JM109 

 

Las células competentes E. coli JM109 fueron transformadas con el DNA de plásmido de las 

construcciones mencionadas en la sección anterior. Las reacciones de ligación se colocaron en 

tubos de polipropileno y se agregaron 200 μl de E. coli JM109 competentes caseras (o 50 μl de células 

competentes de alta eficiencia). Se incubó en hielo por 30 min y se dio un choque térmico a 42°C e 

inmediatamente se regresó el tubo a hielo por 2 min más. Se añadieron 900 μl de medio SOC a los 

tubos y se incubaron por 1.5 horas a 37°C en agitación (200 rpm). Al término de la incubación se 

transfirió el medio a un tubo de 1.5 ml estéril y se centrifugó 1 min a 11,000 rpm, se retiró el medio y se 

resuspendió la pastilla de bacterias en 100 μl de medio SOC, los cuales se plaquearon en cajas Petri 

con LB agar suplementado con ampicilina, IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranosido) y X-gal (5-

bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido). Las cajas Petri se incubaron de 16-18 horas a 37°C y se 

observó el crecimiento de colonias azules y blancas. 

 

 

Composición del medio SOC: triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 

mM. Esterilizar por autoclave y posteriormente agregar MgCl2 10 mM y glucosa 20 mM. Composición 

del medio LB agar - ampicilina: triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%, agar 

bacteriológico 1.5%. Esterilizar por autoclave, dejar enfriar a ~50°C y agregar ampicilina a 

concentración final de 100 μg/ml. Verter en cajas Petri y dejar solidificar. Para medio suplementado 

con IPTG y X-gal, agregar  al medio solidificado 100 μl de IPTG 100 mM y 20 μl de X-gal 50 mg/ml y 

esparcirlos sobre la superficie.  

 

 

5.8. Obtención de DNA de plásmido  

 

Las colonias que hayan incorporado el vector pGEM-T Easy adquirirán la resistencia a 

ampicilina. Este vector también permite el desarrollo de colonias azules y blancas, según se haya 

insertado el fragmento de interés o no. El vector pGEM-T Easy codifica para la enzima β-
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galactosidasa, la cual hidroliza el compuesto X-gal para producir un pigmento azul, por lo que las 

colonias con plásmido no recombinante aparecerán de color azul. El sitio de clonación múltiple del 

vector se localiza dentro de la secuencia de β-galactosidasa, por lo que si se inserta un fragmento de 

DNA en este sitio no se produce una enzima funcional y por lo tanto, la colonia bacteriana 

aparecerá de color blanco (www.sigmaaldrich.com).  

 

 

Así, una vez transformadas las células competentes E. coli JM109 con el DNA de las 

construcciones de interés, se seleccionaron las colonias blancas (que potencialmente habían 

incorporado el vector ligado al inserto de interés) y se aisló el DNA de plásmido mediante el kit 

NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para identificar 

clonas que se ligaron con los insertos se realizaron digestiones con enzimas de restricción. 

Posteriormente, la identidad de cada inserto fue confirmada secuenciándolos con los 

oligonucleótidos T7 y/o SP6. 

 

 

5.9. Clonación en los vectores M13mp18 y M13mp19 

 

Los vectores M13mp18 y M13mp19 (Apéndice III) fueron donados amablemente por el Dr. 

Roberto Hernández Fernández (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). Varios genes fueron 

clonados en los vectores M13mp18 y mp19 para generar DNA de cadena sencilla (ssDNA): tRNA-Sec, 

tRNA-Tyr, tRNA-Pro, rRNA 5S, LmjF.06.0200, LmjF.06.0210, rRNA 18S y α-tubulina. Para esto, los insertos 

fueron liberados de sus respectivas construcciones en pGEM-T Easy por enzimas de restricción y 

clonados en los mismos sitios en la forma replicativa de los vectores M13. Las secuencias del tRNA-Sec 

y de α-tubulina fueron clonadas en los sitios Sal I y Sph I de los vectores M13. El resto de las secuencias 

mencionadas fueron clonadas en los sitios Sac I y Sph I. 

 

 

Una vez liberados y purificados, los fragmentos se ligaron en los vectores M13mp18 y M13mp19 

utilizando una T4 DNA Ligasa (Promega). En la reacción de ligación se utilizaron de 150 – 300 ng del 

vector linearizado, 1 μl de Buffer 10x, los productos amplificados de cada gen mencionado en el 

párrafo anterior, y 1 μl de T4 Ligasa (3 Unidades Weiss/ μl). El volumen final de las reacciones fue de 10 

μl, ajustando las relaciones inserto:vector a cada caso. Las reacciones de ligación se incubaron de 

12-16 horas a 4°C. Posteriormente, las construcciones fueron utilizadas para transformar células 

competentes E. coli JM109. 
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5.10. Transformación de E. coli JM109 con construcciones M13mp18 y M13mp19 

 

 

Los métodos para la transformación de células competentes con los vectores M13, así como 

la generación de ssDNA fueron amablemente proporcionados por la Dra. Rosaura Hernández Rivas 

(Departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV). 

 

 

Se colocaron 5 ml de medio LB en un tubo de vidrio estéril y se inocularon con células E. coli 

JM109 previamente crecidas en placas de agar LB. Se incubó a 37°C toda la noche (Tubo 1). Al 

siguiente día, se colocaron 150 ng de la construcción en un tubo estéril (Tubo 2) previamente 

enfriado en hielo y se añadieron 50 µl de células competentes E. coli JM109 (Promega). Se incubaron 

los tubos en hielo por 30 min. Mientras transcurrió este tiempo, se prepararon tubos con 3 ml de top 

agar (LB, suplementado con MgCl2 5 mM) y se mantuvieron en baño maría a 52°C.  

 

 

Una vez terminada la incubación de 30 min de las células competentes con la construcción 

(Tubo 2), se dio un choque térmico en baño maría a 42°C por 45 seg y rápidamente se transfirió a 

hielo por 2 min. A este tubo se agregaron: 3 ml de top agar, 200 µl del cultivo de toda la noche (Tubo 

1), 24 μl de X-gal (50 mg/ml) y 34 μl de IPTG (100 mM). Esta mezcla se vortexeó rápidamente y se 

vertió en placas de agar YT 2x previamente calentadas a 37°C. Se dejaron reposar por 15 min para 

que el top agar solidificara y se incubaron toda la noche a 37°C. Se debe observar el crecimiento de 

placas líticas incoloras si la ligación inserto – M13 ha sido exitosa, un vector vacío M13 desarrollaría 

una placa color azul (Sambrook, J. y Russell, D., 2001). 

 

 

Composición del top agar LB: triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%, agar 

bacteriológico 0.6%. El medio se esterilizó por autoclave. Composición del medio YT 2x: triptona 1.6%, 

extracto de levadura 1%, NaCl 0.5%. Para YT 2x agregar agar bacteriológico al 1.5%. El medio se 

esterilizó por autoclave y se suplementó con MgCl2  a concentración final de 5 mM. 
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5.11. Inducción del DNA de cadena sencilla (ssDNA) 

 

Para la producción de ssDNA, se colocó LB (5 ml) en un tubo de vidrio estéril y se inoculó con 

células E. coli JM109 previamente crecidas en placas de agar LB. Se incubó a 37°C toda la noche. Al 

día siguiente, se tomaron 100 µl de cultivo y se colocaron en 5 ml de medio YT 2x (diluir 1:50) fresco 

suplementado con MgCl2 5 mM (Tubo 1). Este tubo se incubó 2 horas a 37°C con agitación vigorosa 

(250 – 275 rpm). Mientras transcurrió este tiempo, se tomó 1 ml de medio YT 2x fresco y se colocó en 

tubos de 1.5 ml, se tomó una placa lítica incolora y colocó en este medio. Los tubos de 1.5 ml se 

incubaron a temperatura ambiente para difundir el fago.  Por otra parte, se preparó un matraz con 8 

ml de medio YT 2x (suplementado con MgCl2 a concentración final 5 mM) por cada placa que se 

quería difundir. Se agregó 1 ml del cultivo de 2 horas (Tubo 1) más 1 ml de medio que contiene la 

placa lítica difundiéndose. Se incubó 5 horas a 37°C con agitación 200 - 220 rpm (Sambrook, J. y 

Russell, D., 2001). Transcurrida la incubación, se centrifugó el medio a 5000 rpm, 15 min a 4°C. Se 

recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo y se extrajo el ssDNA utilizando columnas QIAprep Spin 

M13 (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

 

5.12. Preparación de filtros para ensayos de run-on nuclear 

 

Los filtros se prepararon utilizando el aparato Bio-Dot (Biorad) y membranas de nylon Hybond 

N+ (GE Healthcare). La membrana y tres hojas de papel Whatman se prehumedecieron en agua 

destilada. Se ensambla el aparato Bio-Dot colocando las hojas de papel Whatman y sobre ellas la 

membrana de nylon. Una vez ensamblado el aparato Bio-Dot, éste se conectó al vacío. Los pozos 

donde se colocaron las muestras de DNA se hidrataron con 500 μl de agua destilada. Se aplicó el 

DNA desnaturalizado (ver abajo la preparación de las muestras) en un volumen de 200 μl. La muestra 

se filtró utilizando vacío suave. Una vez filtrada la muestra, los pozos se enjuagan con 500 μl de NaOH 

0.4 M (para DNA de plásmido) o con 500 μl de NaOH 10 mM / EDTA 1 mM (para ssDNA) y se aplicó 

nuevamente vacío para pasar la solución a través del filtro. Posteriormente, se desensambló el 

aparato Bio-Dot y se enjuagaron los filtros en solución SSC 2x por 10 min. Se dejaron secar al aire y se 

realizó un cross-linking con luz UV utilizando un aparato Stratalinker (Stratagene). Para tal propósito,  el 

aparato se programó en el modo Autocrosslink, procedimiento durante el cual se aplicó a los filtros 

una energía de 120 mJoules/cm2  para fijar el DNA.   

 

 

43 
 



Para los filtros con DNA de doble cadena, se utilizaron 2 μg de DNA, se colocaron en un tubo 

de 1.5 ml y se agregaron NaOH y EDTA a concentraciones finales de 0.4 M y 10 mM, respectivamente. 

La muestra se calentó a 100°C por 10 minutos y se pasó rápidamente a hielo por 5 min. Tras este 

tiempo, el DNA se aplicó al aparato Bio-Dot ensamblado con las membranas de nylon. 

 

 

Para los filtros con ssDNA, se utilizaron 2 μg de DNA, se colocaron en un tubo de 1.5 ml y se 

agregaron NaOH y EDTA a concentraciones finales de 10 mM y 1 mM, respectivamente. La muestra 

se calentó a 55°C por 5 min y se pasó rápidamente a hielo por 2 min. Tras este tiempo, el DNA se 

aplicó al aparato Bio-Dot ensamblado con las membranas de nylon. 

 

 

Composición de la solución SSC 20x: NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M. Se ajustó a pH de 7.0 y 

se esterilizó por autoclave. 

 

 

5.13. Ensayos de run-on nuclear 

 

Para el aislamiento de núcleos de los ensayos de run-on nuclear se utilizaron 2.5 x 108 células, 

las cuales se lavaron dos veces en PBS-G (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.5 mM 

más glucosa 2%) y se resuspendieron en 4 mL de buffer de lisis (Tris-HCl pH 7.5 10 mM, CaCl2 3mM, 

MgCl2 2mM) pre-enfriado en hielo y se agregó NP-40 a una concentración final de 0.5%. Las células 

se transfirieron a un homogenizador Dounce y se rompieron manualmente. Una alícuota de estas 

células se verificó al microscopio para constatar la ruptura de las células y la liberación de los 

núcleos. A continuación, los núcleos se colectaron por centrifugación (1,400 g) y se lavaron una vez 

más con buffer de lisis. Los núcleos se resuspendieron en 100 µl de mezcla de run-on (run-on mix): Tris-

HCl (pH 7.5) 100 mM, glicerol 25%, espermina 0.15 mM, espermidina 0.5 mM, DTT 2 mM, RNasin 40U 

(Promega), MgCl2 2 mM, MnCl2 4 mM, NaCl 50 mM, KCl 50 mM, rATP 2 mM, rGTP 2 mM, rUTP 2 mM, 

rCTP 10µM y 250 µCi de [α-32P]-CTP (3000 Ci/mmol, Amersham).   

 

 

Los núcleos resuspendidos en la mezcla de run-on se incubaron por 6 min a 26°C para permitir 

la elongación de los transcritos nacientes. Tras esta incubación se agregaron 10 U de DNAsa I y se 

continuó la incubación por 5 min a 37°C, y posteriormente se detuvo la reacción con la adición de 

100 µl de buffer de paro (Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, EDTA 10 mM, SDS 1% y proteinasa K 100 µg/ml), 
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incubando 15 min a 37°C. Posteriormente, el RNA se obtuvo mediante una extracción con 200 µl de 

fenol:cloroformo:isoamílico, una vez extraída la fase acuosa, se agregaron 100 µl de Tris 10 mM a la 

fase orgánica, recuperándose la segunda fase acuosa. Para separar los nucleótidos radiactivos 

libres, se utilizaron columnas de sefadex G-50 (GE Healthcare).  

 

 

El RNA naciente marcado se hibridó con filtros (Amersham) que contenían puntos (dots) con 2 

µg de DNA de plásmido (clonado en pGEM-T Easy) o de DNA de cadena sencilla (clonado en 

vectores M13). Las hibridaciones se realizaron durante 48 horas a 50°C en solución de hibridación 

(formamida 50%, SSC 5x, SDS 0.2%, solución Denhardt 4x y DNA de esperma de salmón 100 µg/ml). Los 

lavados se llevaron a cabo en SSC 0.1x y SDS 0.1% a 65°C. Las membranas se expusieron en Imaging 

Plates y se escanearon en un equipo Fuji FLA-3000.  

 

 

Las densitometrías de todos los ensayos de run-on se realizaron utilizando el programa Multi-

Gauge 3.0 (Fujifilm). El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando Microsoft Excel y para la 

realización de la prueba de ANOVA de una vía se utilizó el programa Sigma Stat incluido en el 

programa SigmaPlot (12.0). 

 

 

5.14. Ensayos de run-on nuclear con luz UV 

 

Para los ensayos en presencia de luz UV, los promastigotes se colocaron en una caja Petri (en 

un volumen de 15 ml) y se irradiaron con luz UV, en agitación, en un aparato Stratalinker UV cross-

linker (Stratagene). Las dosis de luz UV utilizadas fueron 1.25, 2.5 y 5.0 kJ/m2. Tras la irradiación, las 

células se incubaron por una hora y media a 28°C para permitir la elongación por las RNA 

Polimerasas reclutadas o posicionadas antes de la irradiación. El resto del ensayo de run-on nuclear 

se realizó tal como se describe en el apartado anterior. La hibridación se realizó utilizando los filtros 

con DNA plasmídico fijado como se describió previamente. 
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5.15. Ensayos de run-on nuclear con inhibidores de la RNA Polimerasa 

 

La elongación del RNA naciente en la presencia de inhibidores de la transcripción se realizó 

incubando los núcleos (tras la lisis de células) por 15 min en 100 µl de Buffer de Lisis con diferentes 

concentraciones de α-amanitina (Roche Molecular Biochemicals) o tagetitoxina (Epicentre). Los 

núcleos se centrifugaron a 4000 rpm por 10 min y se resuspendieron en mezcla de run-on más α-

amanitina (100, 200 y 400 µg/ml) o tagetitoxina (160 µM). A continuación se permitió la elongación de 

RNA naciente incubando la reacción por 6 min a 26°C. El resto del ensayo de run-on nuclear se 

realizó como se describió en la sección 5.13. Para el run-on con α-amanitina, se utilizaron membranas 

con DNA de cadena sencilla (ssDNA). 
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6. RESULTADOS  

 

 

6.1. Localización genómica del gen de tRNA-Sec en L. major y otros tripanosomátidos 

 

La mayoría de los genes de tRNA en L. major están agrupados junto con otros genes de tRNA 

u otro tipo de genes transcritos por la RNA Pol III (Ivens, A.C., et al., 2005; Padilla-Mejía, N.E., et al., 

2009). Estos agrupamientos se localizan frecuentemente en los límites de las unidades policistrónicas, 

las cuales son transcritas por la RNA Pol II.  El gen de tRNA-Sec se encuentra insertado en la unidad 

policistrónica más larga del cromosoma 6 de L. major (Figura 12A) sin la compañía de otros tRNA 

(Padilla-Mejía, N.E., et al., 2009). 

 

 

Se analizó el contexto genómico de los genes de tRNA-Sec en varias especies de Leishmania: 

L. infantum (strain JPCM5), L. braziliensis (M2904), L. mexicana (U1103), L. donovani (BPK282/0cl4) y L. 

tarentolae (Parrot-TarII) (Peacock, C., et al., 2007; Rogers, M.B., et al., 2011; Downing, T., et al., 2011). 

Se encontró que en todas estas especies de Leishmania el tRNA-Sec es un gen de copia única que 

está dentro de la misma unidad policistrónica en el cromosoma 6 (Figura 12A). Así, el locus de tRNA-

Sec es sinténico entre especies de Leishmania. 

 

 

En T. brucei existen dos copias del tRNA-Sec localizadas en el cromosoma 9 (Padilla-Mejía, 

N.E., et al., 2009).  El análisis de las bases de datos de los genomas de T. cruzi (CL Brener)(El-Sayed, 

N.M., et al., 2005), T. vivax (Y486) y T. congolense (IL3000), mostró que la presencia de dos genes de 

tRNA-Sec está conservada en este género (Figura 12B). Aunque el  locus del tRNA-Sec es sinténico en 

estas especies, el gen de una Ser/Thr proteín - cinasa (gen C en la Figura 12B) está duplicado en T. 

cruzi.  
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Figura 12. Sintenia del locus del tRNA-Sec en Tripanosomátidos. Pie de figura en página siguiente 
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Figura 12. Sintenia del locus del tRNA-Sec en Tripanosomátidos. Se muestra el contexto genómico del tRNA-Sec 
en los genomas de L. major (Lmaj), L. donovani (Ldon), L. infantum (Linf), L. braziliensis (Lbra), L. mexicana (Lmex) 
y L. tarentolae (panel A); y para T. cruzi (Tcru), T. brucei (Tbru), T. vivax (Tviv) y T. congolense (Tcon) (panel B). Los 
genes ortólogos se unen mediante barras grises. Se muestra una ampliación en la escala de los tRNA-Sec 
respectivos en L. major y T. cruzi, indicando los sitios de adición del miniexón (AG) y el de poliadenilación (PA). En 
T. cruzi, la secuencia codificante del tRNA-Sec así como de sus regiones flanqueantes son idénticas. Se muestra 
la localización de los AG y de PA de sólo uno de los genes del esquema. En L. major, se indican la posición de PA 
para el gen A, y el sitio AG para el gen B. Los genes A corresponden al LmjF.06.0210 (Lmaj), LdBPK_060210.1 
(Ldon), LinJ.06.0210 (Linf), LbrM.06.0190 (Lbra), LmxM.06.0210 (Lmex) y LtaP06.0180 (Ltar), todos ortólogos. Los 
genes B corresponden a LmjF.06.0200, LdBPK_06200.1, LinJ.06.0200, LbrM.06.0180, LmxM.06.0200 y  LtaP06.0170. Los 
genes C corresponden a TcCLB.506467.50 y TcCLB.506467.40 (Tcru), Tb927.9.2350 (Tbru), TvY486_0900740 (Tviv) 
and TcIL3000_0_10490 (Tcon). Los genes D corresponden a TcCLB.506467.29, Tb927.9.2320 y TvY486_0900730. El 
gen E corresponde a Tb927.9.2390 y TcIL3000_0_10500. El gen F corresponde a TcIL3000_0_10480 y el gen G a 
TvY486_0900750. 
 

 

6.2. En L. major, algunos precursores del tRNA-Sec contienen el miniexón y una cola de 

poliadeninas 

 

 La presencia de cajas A y B atípicas en el gen de tRNA-Sec en L. major, así como su 

localización dentro de una unidad policistrónica, nos sugirió que los mecanismos que regulan la 

transcripción de este gen podrían ser diferentes a los que regulan otros genes de tRNA. Para analizar 

esta posibilidad, se procedió a mapear los sitios de inicio de transcripción del gen de tRNA-Sec 

mediante experimentos de 5’-RACE. De las amplificaciones de estos ensayos se obtuvieron tres 

bandas de DNA de 300, 225 y 150 pares de bases (pb) aproximadamente (Figura 13A), las cuales 

fueron clonadas en el vector pGEM-T Easy (Promega) y secuenciadas.  

 

 

El análisis de varias de las clonas de la banda más grande (~300 pb) evidenció la presencia 

del miniexón en el extremo 5’, a 150 pb río arriba de la secuencia del tRNA-Sec (Figura 13C). Este 

resultado fue inesperado ya que la adición del miniexón se creía exclusivo de los mRNA, lo cual nos 

sugirió que el gen de tRNA-Sec podría ser transcrito por la RNA Pol II, tal y como ha sido demostrado 

en T. brucei (Aeby, E., et al., 2010). 

 

 

El análisis de la secuencia de las clonas de la banda de ~225 pb mostró transcritos sin el 

miniexón conteniendo 68 y 86 pb río arriba del gen de tRNA-Sec. Finalmente, las clonas de la banda 

de ~150 pb contenían secuencias que se extendían 5 y 9 pb hacia el extremo 5’ del gen del tRNA-

Sec, así como transcritos que iniciaban en el nucleótido +1 del gen (Figura 13C). Ya se ha descrito 

que los transcritos primarios de los tRNA clásicos, transcritos por la RNA Pol III,  inician entre 5-12 

nucleótidos río arriba del gen (Orioli, A., et al., 2012), aunque también se ha reportado que en 
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Xenopus, el tRNA-Sec, a diferencia de los tRNA canónicos, comienza su transcripción en el primer 

nucleótido del gen (Lee, B.J., et al., 1987). Así, de manera interesante, estos últimos transcritos podrían 

ser sintetizados por la RNA Polimerasa III. Sin embargo, también existe la posibilidad de que los 

transcritos que comienzan en el nucleótido +1 correspondan a tRNAs maduros a los que ya se les ha 

eliminado toda secuencia de su extremo 5’, independientemente de la RNA Polimerasa involucrada 

en su transcripción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Resultados del 5´ y 3’-RACE del tRNA-Sec en L. major. (A) Gel de agarosa al 1.5% donde se muestran 
los productos finales del experimento de 5’-RACE del gen de tRNA-Sec (carril 1). M, marcador de 1 kb 
(Invitrogen). (B) Gel de agarosa al 2% donde se muestran los productos finales del experimento de 3’-RACE del 
gen de tRNA-Sec (carril 1). M, marcador de 100 pb. (C) Secuencia del tRNA-Sec y sus secuencias flanqueantes. 
Con sombra gris se identifica la secuencia codificadora del tRNA-Sec, río arriba (150 pb) se encuentra el 
dinucléotido AG (en negritas), sitio de adición de miniexón. También se señalan los extremos 5’ de los productos 
más pequeños del 5’-RACE, así como los sitios de poliadenilación río abajo del tRNA-Sec (nucleótidos en 
negritas). El número de clonas de cada uno de los productos del 5’ y 3’-RACE se marca con una flecha. La 
región rica en pirimidinas localizada río arriba del tRNA-Sec se muestra subrayada.  
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Como se ha mencionado, las secuencias requeridas para el trans-splicing constan de un 

dinucléotido AG que constituye el sitio de adición de miniexón así como una región rica en 

pirimidinas localizada río arriba (Benz, C., et al., 2005; Siegel, T.N., et al., 2005). En el caso del tRNA-Sec, 

se localizó el dinucléotido AG así como un tracto de pirimidinas río arriba (Figura 13C), por lo que el 

trans-splicing del tRNA-Sec cumple con las señales canónicas caracterizadas en tripanosomátidos. 

 

 

Ya que se observó que los transcritos del tRNA-Sec poseían la secuencia del miniexón, nos 

preguntamos si también estaban poliadenilados en el extremo 3’. Para determinar esto, se realizó un 

ensayo de 3’-RACE. Las bandas resultantes, de ~130 y ~180 pb se clonaron igualmente en pGEM-T 

Easy para ser secuenciadas (Figura 13B). El análisis del secuencia de ambas bandas demostró que el 

tRNA-Sec efectivamente poseen una cola de poliadeninas en el extremo 3’ (Figura 13C). Se 

encontraron clonas con diferentes sitios de poliadenilación: de 22 a 67 bases río abajo del transcrito 

de tRNA-Sec (Figura 13C). Así, estos resultados muestran que los precursores del tRNA-Sec en L. major 

contienen el miniexón en el extremo 5’ y un tracto de poliadeninas en el extremo 3’. Estos datos 

sugieren que el tRNA-Sec es transcrito por la RNA Pol II como parte de un policistrón y procesado por 

trans-splicing y poliadenilación. Posteriormente, este transcrito necesitaría ser adicionalmente 

procesado para generar un tRNA maduro. 

 

 

6.3. El tRNA-Sec en T. cruzi  sufre trans-splicing y poliadenilación 

 

Los resultados anteriores sugieren fuertemente la participación de la RNA Pol II en la síntesis del 

tRNA-Sec en L. major, de manera similar a lo que se reportó para T. brucei (Aeby, E., et al., 2010), por 

lo que este fenómeno podría representar una característica general de la expresión génica en 

tripanosomátidos. Así, se quiso determinar si en T. cruzi, el tRNA-Sec también se somete a los procesos 

de adición del miniexón y poliadenilación.  

 

 

Para esto, se realizaron ensayos de 5’ y 3’-RACE, por los cuales se demostró la presencia del 

miniexón 95 bases río arriba del tRNA-Sec, así como la presencia del tracto de poliadeninas a 36-39 

bases río abajo del tRNA-Sec (Figura 12B y 14). Así, la participación de RNA Pol II en la transcripción 

del gen de tRNA-Sec parece una característica de la expresión génica en tripanosomátidos.  
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De manera similar a lo previamente reportado para T. brucei (Aeby, E., et al., 2010) y a 

nuestros hallazgos en L. major, para el tRNA-Sec de T. cruzi se encontraron los elementos canónicos 

requeridos para el trans-splicing: un dinucleótido AG como sitio de adición del miniexón y una región 

de polipirimidinas río arriba (Figura 14). Cabe mencionar que las secuencias codificantes de las dos 

copias del tRNA-Sec en T. cruzi son idénticas, al igual que las regiones intergénicas 5’ y 3’ (Figura 12B), 

por lo que en los resultados del 5’ y 3’ – RACE es imposible distinguir de cuál de las dos copias del 

tRNA-Sec se trata. 

 

 

Figura 14. Resultados de los ensayos 5’ y 3’ RACE en T. cruzi. Secuencia del tRNA-Sec y sus regiones flanqueantes. 
Las secuencias correspondientes al tRNA-Sec se marcan en sombreado gris. Las cajas A y B intragénicas se 
muestran en negritas y subrayadas. El sitio aceptor de miniexón (AG, río arriba del tRNA-Sec) y las regiones de 
poliadenilación (río abajo del tRNA-Sec) se muestran en negritas.   El número de clonas de cada uno de los 
productos del se marca con una flecha. La región rica en pirimidinas localizada río arriba del tRNA-Sec se 
muestra subrayada. 
 

 

6.4. El tRNA-Sec de L. major está presente en transcritos de diferentes tamaños  

 

 Para demostrar la presencia de los diferentes transcritos que contienen el tRNA-Sec se realizó 

un ensayo de Northern blot. Para este experimento, RNA total de L. major se hibridó con una sonda 

que contiene el tRNA-Sec. Se identificaron 4 bandas de diferentes tamaños: 80, 400, 600 y 1000 bases 

(Figura 15A). La banda de ~80 nucleótidos corresponde al tRNA-Sec maduro (el gen es de 88 pb), 

mientras que la banda de ~400 nucleótidos podría corresponder al transcrito que posee el miniexón y 

la cola de poliadenilación. Las bandas más grandes representarían RNAs precursores antes de ser 

procesados.  

 

 

 Se realizó otro experimento de Northern blot, hibridando esta vez RNA total con una sonda 

que correspondía a la secuencia del tRNA de lisina (tRNA-Lys), y se observó únicamente una banda 
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con un tamaño correspondiente a un tRNA maduro (Figura 15B). Esto nos indicó que la presencia de 

precursores largos de tRNA no es una característica general de los transcritos de dichos RNAs en L. 

major.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. El tRNA-Sec de L. major está presente en transcritos de diferentes tamaños. (A) Ensayo de Northern blot 
del tRNA-Sec. Se observan 4 bandas de diferentes tamaños: ~80, 400, 600 y 1000 bases. (B) Ensayo de Northern 
blot del tRNA-Lys. Se observa una única banda de ~73 bases.  
 

 

6.5. En L. major, el trans-splicing y la poliadenilación del tRNA-Sec ocurren en las señales 

genómicas canónicas para estos mecanismos 

 

 Como se mencionó anteriormente, se localizó un dinucleótido AG como  sitio de adición del 

miniexón del tRNA-Sec de L. major (Figura 13C). Para estudiar si existían otras señales de 

procesamiento canónicas en el transcrito policistrónico, se realizaron experimentos de RT-PCR para 

identificar el sitio de poliadenilación del gen LmjF.06.0210, localizado río arriba del tRNA-Sec, así como 

el sitio de adición del miniexón del gen LmjF.06.0200, localizado río abajo (Figura 12A).   

 

 

El tracto de poliadeninas del mRNA del gen LmjF.06.0210 se encontró a 383 bases río abajo del 

codón de paro. Por otra parte, el sitio de adición de miniexón del mRNA del gen LmjF.06.0200 se 

localizó 203 bases río arriba del codón de inicio (Figura 12A). Asimismo, también se localizaron 

regiones ricas de pirimidinas en las regiones intergénicas, las cuales se requieren para el trans-splicing 
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del gen río abajo así como para la poliadenilación del gen río arriba. Una de estas regiones ricas en 

pirimidinas se localizó entre el sitio de poliadenilación del LmjF.06.0210 y el sitio de adición del 

miniexón del tRNA-Sec, así como entre la región de poliadenilación del tRNA-Sec y el sitio de adición 

del miniexón del LmjF.06.0200. Asimismo, 35 pares de bases río arriba del dinucleótido AG se localizó 

un tracto de polipirimidinas (11 citosinas consecutivas) (Figura 13C). Tanto el dinucleótido AG como el 

tracto de polipirimidinas constituyen las señales canónicas del trans-splicing en tripanosomátidos. Por 

lo tanto, nuestros resultados indican que las señales canónicas regulan el procesamiento del 

transcrito policistrónico del tRNA-Sec en L. major. 

 

 

6.6. Otros genes de tRNA no poseen el miniexón en su extremo 5’  

 

Como se mencionó antes, el tRNA-Sec está situado dentro de una unidad policistrónica de 

genes codificantes de proteínas. Sin embargo, este no es el único gen de tRNA que está insertado en 

grupos de genes transcritos por RNA Pol II, pues el gen de tRNA-Asp (LmjF.24.TRNAASP.01) y el tRNA-

Pro (LmjF.24.TRNAPRO.01) se localizan dentro de dos diferentes unidades policistrónicas en el 

cromosoma 24, como genes únicos de la RNA Pol III (Padilla-Mejía, N.E., et al., 2009).  

 

 

Nosotros nos preguntamos si estos tRNA también son transcritos por la RNA Pol II y sufren la 

adición del miniexón en su extremo 5’. Para determinar esto se realizaron ensayos de 5’-RACE. Se 

secuenciaron aproximadamente dos decenas de clonas de ambos tRNA sin que se encontrara el 

miniexón río arriba de estos tRNA. La mayoría de las clonas comenzaron en el extremo 5’ del tRNA 

maduro. De manera interesante, varias de ellas comenzaron 4-5 bases río arriba del gen de tRNA, 

posiciones que podrían corresponder a sitios de inicio de la transcripción de la RNA Pol III.  

 

 

Así estos resultados sugieren que los tRNA-Asp y tRNA-Pro residentes en el cromosoma 24 no 

son transcritos por la RNA Pol II, por lo que la localización dentro de una unidad policistrónica de 

genes codificadores de proteínas no parece ser el único requisito para que un tRNA sea transcrito 

como parte del policistrón por la RNA Pol II. 
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6.7. Clonación de fragmentos en pGEM-T Easy para ensayos de run-on nuclear 

 

Para seguir con el análisis de la transcripción del gen de tRNA-Sec en L. major, se decidió 

realizar ensayos de run-on nuclear. Para realizar los ensayos de run-on se utilizaron diversas secuencias 

de DNA de genes transcritos por las tres RNA Polimerasas: los genes codificadores de proteínas del 

cromosoma 6 (Figura 18A) transcritos por la RNA Pol II, diversos tRNA y el rRNA 5S (transcritos por la 

RNA Pol III), así como el rRNA 18S (transcrito por la RNA Pol I). Los fragmentos de interés para estos 

ensayos fueron amplificados por PCR a partir de DNA genómico de L. major, y posteriormente 

clonados en el vector pGEM-T Easy mediante los procedimientos descritos en la sección de 

Materiales y Métodos. Para comprobar que, efectivamente, las construcciones contenían los insertos 

del tamaño apropiado, éstos se liberaron mediante enzimas de restricción y se visualizaron en geles 

de agarosa.  

 

 

En la Figura 16 se muestran los geles de agarosa de las digestiones realizadas a las 

construcciones. En la mayoría de los casos las construcciones fueron digeridas con la enzima EcoR I, 

ya que pGEM-T Easy posee dos sitios EcoR I que flanquean el sitio de inserción del fragmento en el 

vector (Apéndice II).  Para la construcción que contiene el fragmento 0350 se realizó una digestión 

doble Sph I / Sac I, debido a que este inserto posee un sitio EcoR I dentro de su secuencia. La 

identidad de todas las clonas se verificó por análisis con enzimas de restricción y mediante 

secuenciación. 

 

6.8. Clonación de fragmentos en M13mp18 y M13mp19 para la generación de ssDNA para los 

ensayos de  run-on nuclear 

 

A partir de las construcciones en pGEM-T Easy, algunos de los fragmentos se subclonaron en 

los vectores M13mp18 y M13mp19 para la generación ssDNA, entre ellos tRNA-Sec, tRNA-Tyr, tRNA-

Pro, rRNA 5S, LmjF.06.0200, LmjF.06.0210, rRNA 18S y α-tubulina. Como se mencionó anteriormente, las 

secuencias del tRNA-Sec y de α-tubulina fueron clonadas en los sitios Sal I y Sph I de los vectores M13 

(Apéndice III). El resto de las secuencias mencionadas fueron clonadas en los sitios Sac I y Sph I. Para 

comprobar la inserción de los fragmentos en los vectores M13, se realizaron reacciones de digestión 

con diferentes enzimas de restricción y/o PCR y los resultados se visualizaron en geles de agarosa. Las 

clonas positivas se mandaron secuenciar para verificar la identidad de los insertos. Como ejemplo de 

estas subclonaciones se muestran los resultados de la inserción del tRNA-Sec en los vectores 

M13mp18 (M18-Sec) y M13mp19 (M19-Sec) (Figura 17).  
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Figura 16. Clonación de fragmentos en pGEM-T Easy. Geles de agarosa al 2%, donde se muestran las reacciones 
de digestión de las construcciones pGEM-T Easy con los insertos de interés para los ensayos de run-on nuclear.  
M, marcador de 1 kb (Invitrogen), los tamaños de las bandas del marcador se muestran del lado izquierdo, en el 
caso del tRNA-Pro, el marcador corresponde al de 50 pb (Fermentas). En la parte superior se identifica el inserto 
correspondiente: tRNA-Phe (Phe), tRNA-Tyr (Tyr), tRNA-Asp (Asp), tRNA-Sec (Sec), tRNA-Pro (Pro), rRNA 5S (5S), 
rRNA 18S (18S), las secuencias de los genes codificadores de  proteínas LmjF.06.0200 (0200), LmjF.06.0210 (0210), 
LmjF.06.0110 (0110), LmjF.06.0260 (0260), LmjF.06.0340 (0340), LmjF.06.0360 (0360), LmjF.06.0370 (0370), LmjF.06.0350 
(0350). El tamaño de cada inserto se indica en la parte inferior de cada carril. Es importante mencionar que, tras 
la digestión los insertos acarrean  al menos 20 pb de la secuencia del vector. Con una flecha se indica la 
posición de pGEM-T Easy (3015 pb).  
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Figura 17. Subclonación del tRNA-Sec en los vectores M13. Geles de agarosa al 1.2%, donde se muestran las 
reacciones de digestión de las construcciones M18-Sec y M19-Sec, así como PCR realizados a partir de las 
mismas para verificar la inserción de tRNA-Sec.  M1, marcador de 1 kb (Invitrogen), los tamaños de las bandas 
del marcador se muestran del lado izquierdo, M2, marcador 1kb Plus (Invitrogen). Carril 1) M18-Sec, 2) M19-Sec, 
digestiones dobles con las enzimas Sph I / Sac I, que liberan el inserto tRNA-Sec (524 pb), la banda de ~ 7000 pb 
corresponde a los vectores M13. Carriles 3) M18-Sec y 6) M19-Sec no digeridos, 4) M18-Sec y 7) M19-Sec digeridos 
con la enzima Nco I; 5) M18-Sec y 8) M19-Sec digeridos con la enzima Spe I. Las digestiones con Nco I y Spe I 
linearizarían la construcción sólo si el inserto está presente, pues los vectores no poseen estos sitios. En los carriles 
4, 5, 7 y 8 se aprecia la construcción linearizada (7778 pb). La presencia del tRNA-Sec también se verificó por 
PCR, amplificando dicho fragmento a partir del 9) M18-Sec y 10) M19-Sec. Se aprecia la banda de 524 pb. La 
presencia del resto de los insertos en los vectores M13 se comprobó  mediante estrategias similares: análisis por 
enzimas de restricción y amplificación por PCR. 
 

 

6.9. Ensayo de run-on nuclear,  análisis del locus del tRNA-Sec 

 

Para seguir con el análisis de la transcripción del gen de tRNA-Sec se realizaron ensayos de 

run-on nuclear. Además de este gen, también se analizaron varios genes codificadores de proteínas 

(transcritos por la RNA Pol II) de la misma unidad policistrónica que el tRNA-Sec: LmjF.06.0360, 

LmjF.06.0350, LmjF.06.0340, LmjF.06.0260, LmjF.06.0210, LmjF.06.0200 and LmjF.06.0110. También se 

incluyó el primer gen de la unidad policistrónica adyacente: LmjF.06.0370 (Figura 18A).  

 

 

Se incluyeron también varios genes transcritos por la RNA Pol III: tRNA-Asp 

(LmjF.24.TRNAASP.01), tRNA-Phe (LmjF.09.TRNAPHE.01), tRNA-Pro (LmjF.24.TRNAPRO.01), tRNA-Tyr 

57 
 



(LmjF.36.TRNATYR.01) y el rRNA 5S (LmjF.15.5SrRNA.01). El rRNA 18S (LmjF.27.rRNA.01) se incluyó como 

gen representante de la transcripción por RNA Pol I. Para este ensayo, los núcleos se aislaron y se 

incubaron en presencia de [α-32P]-CTP, de tal manera que el nucleótido radiactivo se incorporó en 

los transcritos nacientes. Posteriormente, el RNA naciente marcado radiactivamente se purificó y se 

hibridó con los genes de interés fijados previamente en membranas de nylon. Como se muestra en la 

Figura 18B, la  intensidad de la señal obtenida por el tRNA-Sec es mayor en comparación con los 

genes codificadores de proteínas de la misma unidad policistrónica, siendo similar a la señal 

observada con otros tRNA y el rRNA 5S, que son genes transcritos por la RNA Pol III. 

 

 

El run-on nuclear se repitió 5 veces, obteniendo resultados muy similares (Figura 18C). Se 

cuantificaron por densitometría las señales del tRNA-Sec y la de los genes codificadores de proteínas 

que lo flanquean, LmjF.06.0210 y LmjF.06.0200, los cuales forman parte de la misma unidad 

policistrónica. Para graficar estos datos la señal de LmjF.06.0210 se consideró como el 100%. En 

promedio, la señal del tRNA-Sec fue ~3.5 veces más alta que la señal obtenida con los otros dos 

genes (Figura 18D), y una prueba estadística de ANOVA de una vía (F2=13.7, p<0.0001) nos indicó 

que el comportamiento transcripcional del tRNA-Sec es diferente al de los genes flanqueantes de 

proteínas, por lo que este ensayo de run-on nuclear nos sugirió que el tRNA-Sec tiene un aporte 

transcripcional adicional además del de la RNA Pol II, muy probablemente, por la RNA Pol III. 
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Figura 18. Ensayo de run-on nuclear del locus del gen tRNA-Sec. (A) Mapa genómico de la unidad policistrónica 
donde reside el tRNA-Sec en el cromosoma 6 de L. major. Los genes mostrados en el mapa fueron utilizados para 
el ensayo de run-on nuclear: LmjF.06.0370 (0370), LmjF.06.0360 (0360), LmjF.06.0350 (0350), LmjF.06.0340 (0340), 
LmjF.06.0260 (0260), LmjF.06.0210 (0210), LmjF.06.0200 (0200) y LmjF.06.0110 (0110). (B) Ensayo de run-on nuclear, 
en el que el RNA naciente marcado de L. major fue hibridado con DNA de doble cadena (2 µg) clonado en 
pGEM-T Easy. Además de los genes señalados en el panel en A, también se analizaron varios genes transcritos 
por RNA Pol III (tRNA-Asp, tRNA-Phe, tRNA-Pro, tRNA-Tyr y rRNA 5S) así como el gen rRNA 18S, transcrito por RNA 
Pol I. Como control se incluyó el vector pGEM-T Easy vacío (pG). (C) Señal de hibridación del LmjF.06.0210, tRNA-
Sec y LmjF.06.0200 proveniente de cinco experimentos independientes. (D) Promedio de los porcentajes de 
transcripción de la figura C obtenidos mediante densitometría. La señal del LmjF.06.0210 se consideró como 
100%.  Se realizó una ANOVA de una vía (F2=13.7, p<0.0001; comparaciones múltiples por el método de Holm-
Sidak nos indicaron que los valores son significativamente diferentes entre el tRNA-Sec y LmjF.06.0200 (t=4.46, 
P=0.002) y entre el tRNA-Sec y LmjF.06.0210 (t=4.60 y P=0.002).  
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6.10. Ensayos de run-on con células irradiadas con luz UV 

 

Anteriormente se había determinado que el gen del tRNAt-Sec de L. major posee secuencias 

promotoras internas similares a las encontradas en los tRNA-Sec de otras especies (Figura 10, Padilla-

Mejía, N.E., et al., 2009), las cuales dirigen la transcripción por la RNA Pol III. La transcripción dirigida 

por esta polimerasa comienza muy cerca del sitio de inicio de la transcripción, por lo que se quiso 

evaluar si la transcripción del tRNA-Sec inicia cerca de su secuencia codificante. Para este propósito, 

se realizó un ensayo de run-on nuclear con parásitos irradiados con luz UV. En este ensayo, la 

irradiación de células con luz UV detiene la elongación del RNA durante la transcripción al producir 

dímeros de pirimidinas en el DNA. La inactivación por la radiación UV de la transcripción de un gen 

está en función de a) la distancia entre dicha secuencia y su región promotora y b) la dosis de luz UV, 

pues la irradiación de células con dosis crecientes de luz UV resulta en una disminución progresiva de 

los transcritos nacientes. En tripanosomátidos, la irradiación con dosis bajas con luz UV inhibe el 

procesamiento de RNA, causando una acumulación de transcritos de las secuencias que están 

situadas adyacentes o muy cerca de sus regiones promotoras (Martínez-Calvillo, S., et al., 2003 y 

2004). 

 

 

Para este experimento, se utilizaron los mismos fragmentos de DNA que para el ensayo de run-

on nuclear anterior (Figura 18 A y B), las señales de hibridación fueron cuantificadas por densitometría 

y se graficó la disminución de la señal de hibridación de cada gen respecto a la dosis de luz UV, para 

lo cual se consideraron los valores de la membrana control (sin luz UV) como 100%.  Este experimento 

fue realizado por duplicado, obteniendo resultados reproducibles. El duplicado de este experimento 

se muestra en el Apéndice IV. 

 

 

Tal y como se esperaba, la señal de los genes transcritos por la RNA Pol II, así como la del rRNA 

18S se redujo considerablemente a medida que se incrementó la dosis de luz UV. Por otra parte, la 

señal de los genes transcritos por la RNA Pol III se observó más resistente a las irradiaciones crecientes 

con luz UV. El patrón de reducción en la intensidad de la señal del tRNA-Sec fue similar a la de otros 

tRNA y al rRNA 5S y difirió del de los genes codificantes de proteínas localizados en la misma unidad 

policistrónica (Figura 19A). Por ejemplo, a la dosis de luz UV de 2.5 kJ/m2, la señal de hibridación del 

LmjF.06.0210 y LmjF.06.0200 se redujo en un 54% y 66%, respectivamente (en base a la membrana 

control). Por su parte, la señal del tRNA-Sec mostró una reducción del 15% a la misma dosis, similar a 

los genes transcritos por la RNA Pol III, cuyas disminuciones en la señal van del 10%-34% (Figura 19B). 

 

60 
 



Este resultado sugiere que la secuencia promotora que dirige la transcripción del tRNA-Sec se 

localiza cerca o dentro de la secuencia codificante. 

 

 
Figura 19.  Ensayo de run-on nuclear con células irradiadas con luz UV.  (A) Ensayo de run-on nuclear utilizando 
núcleos aislados de promastigotes irradiados con dosis crecientes de luz UV (1.25, 2.5 y 5 kJ/m2). Los genes 
analizados son los mismos que en la Figura 16 (B) Resultados del panel A cuantificados por densitometría. Las 
señales de cada gen obtenidas en la membrana sin luz UV se consideraron como 100%, las cuales se grafican en 
función de la dosis de luz UV. Los valores de la gráfica corresponden al promedio de dos experimentos 
independientes. 
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6.11. Ensayos de run-on nuclear con α-amanitina 

 

La transcripción por las RNA Pol que existen en eucariontes puede ser inhibida al exponer a la 

célula a diferentes drogas, entre ellas la α-amanitina, la cual actúa como un inhibidor selectivo pues 

las tres RNA Pol (I, II y III) poseen diferentes sensibilidades a dicho compuesto. Típicamente, la RNA 

Pol I es insensible a la α-amanitina, la RNA Pol II es altamente sensible y la RNA Pol III muestra una 

sensibilidad intermedia entre las dos primeras, es decir, bajas concentraciones de la droga inhiben la 

transcripción por la RNA Pol II, pero tienen poco efecto en la transcripción de RNA Pol III  (Nguyen, 

V.T.,  et al., 1996). En T. brucei la RNA Pol I es resistente a 1 mg/ml de α-amanitina, la RNA Pol II tiene 

una ID50 = 2-10 μg/ml, y la RNA Pol III muestra un nivel intermedio de resistencia entre las dos primeras 

con ID50 = 150 μg/ml (Campbell, D.A., et al., 2003). Esta diferencia en la sensibilidad de las RNA Pol a 

la α-amanitina es aprovechada para estudiar la transcripción de los genes por las diferentes 

polimerasas (Nguyen, V.T.,  et al., 1996).   

 

 

Para evaluar si la inhibición de la transcripción de la RNA Polimerasa II disminuye la 

transcripción del tRNA-Sec, se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de α-amanitina en la 

transcripción del tRNA-Sec. Dicho efecto se determinó mediante un ensayo de run-on nuclear.  Ya 

que en tripanosomátidos existe cierto nivel de transcripción inespecífica de la cadena no 

codificante, para el ensayo de run-on nuclear se utilizó DNA de cadena sencilla clonado y producido 

en los vectores M13. Similar al experimento de run-on de la sección anterior, las señales de 

hibridación fueron cuantificadas por densitometría y se graficaron en función de la dosis de α-

amanitina. Los valores de la membrana control (sin droga) se consideraron el 100%.  Este experimento 

fue realizado por duplicado, obteniendo resultados reproducibles. El duplicado de este experimento 

se muestra en el Apéndice V. 

 

 

 La concentración más baja de α-amanitina (100 µg/ml) redujo la transcripción mediada por 

la RNA Pol II de LmjF.06.0210 en un 63% y de LmjF.06.0200 en un 65% respecto al control (sin α-

amanitina) (Figura 20 A y B). Sin embargo, la señal de hibridación del tRNA-Sec se redujo sólo en un 

25%. La transcripción de los genes transcritos por la RNA Pol III, tRNA-Tyr, tRNA-Pro y rRNA 5S, se redujo 

en un 31, 27 y 28%, respectivamente. 

 

 

En general, la curva de inhibición del tRNA-Sec  indica que la transcripción de este gen es 

más resistente a la α-amanitina que los genes flanqueantes codificantes de proteínas (LmjF.06.0210 y 
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LmjF.06.0200) y que posee una sensibilidad similar a la de otros genes transcritos por la RNA Pol III. 

Estos resultados aportan evidencia adicional de que la RNA Pol III participa en la transcripción del 

tRNA-Sec en L. major.  Como se esperaba, la señal de hibridación de todos los genes se vio 

altamente reducida con la concentración más alta de α-amanitina (400 μg/ml), con excepción del 

rRNA 18S (transcrito por la RNA Pol I) (Figura 20 A y B). Similar a lo que ya ha sido reportado en L. 

major (Martínez-Calvillo, S., et al., 2004), el gen de α-tubulina, con 12 copias en el cromosoma 13, es 

más resistente a la α−amanitina en comparación con genes codificantes de proteínas de copia 

única.  

 

 

Asimismo, con este experimento se detectó una fuerte señal de la transcripción antisentido 

(Figura 20A), lo cual fue consistente con lo que ya se ha reportado previamente para los genes 

transcritos por la RNA Pol II y III (Martínez-Calvillo, S., et al., 2004 y 2003).  

 

 

6.12. Ensayos de run-on nuclear con tagetitoxina 

 

La tagetitoxina es un inhibidor selectivo de la RNA Pol III, el cual no posee efecto sobre las 

otras dos RNA Pol. Estos efectos han sido previamente observados en diversos eucariontes incluyendo 

vertebrados, insectos, levaduras (Steinberg, T.H., et al., 1990) y tripanosomátidos (Günzl, A., et al., 

1997; Fantoni, A., et al., 1994). 

 

 

Para confirmar si la RNA Pol III está involucrada en la transcripción del tRNA-Sec, se realizaron 

experimentos de run-on nuclear con tagetitoxina. La señal de hibridación del tRNA-Sec se redujo en 

un 70% (Figura 21). Esta reducción es de nuevo similar a la reducción de la señal de otros genes 

transcritos por la RNA Pol III: los tRNA de prolina y aspartato así como el rRNA  5S, los cuales se 

redujeron en un 66, 76 y 85%, respectivamente. Los genes transcritos por la RNA Pol II, LmjF.06.0200 y 

LmjF.06.0210, redujeron su señal con la tagetitoxina en un 31 y 17%. Este experimento fue realizado por 

duplicado, obteniendo resultados reproducibles. La repetición del mismo se muestra en el Apéndice 

VI. Estos resultados nos aportan una evidencia experimental adicional de que la RNA Pol III está 

involucrada en la transcripción del tRNA-Sec en L. major.   
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Figura 20. Sensibilidad de la transcripción del tRNA-Sec a la α-amanitina. (A) Experimento de run-on nuclear. Se 
permitió la elongación de los transcritos nacientes en presencia de diferentes dosis de α-amanitina (0, 100, 200 y 
400 µg/ml) y se hibridaron con membranas en las que se fijó previamente DNA de cadena sencilla clonado en 
los vectores M13. Se incluyeron los DNAs correspondientes a: tRNA-Sec, LmjF.06.0210 y LmjF.06.0200. Los genes 
usados como control fueron: tRNA-Tyr, tRNA-Pro, rRNA 5S (transcritos por la RNA Pol III); α-tubulina (RNA Pol II); 
rRNA 18S (Pol I). Se incluyó también el vector M13mp18 vacío sin inserto (M13).  S: DNA complementario a la 
cadena sentido, A: DNA complementario a la cadena antisentido. B) Cuantificación por densitometría de las 
señales de hibridación con la cadena sentido. Las señales de cada gen obtenidas en la membrana sin α-
amanitina se consideraron como 100%. Este porcentaje se grafica contra la dosis del inhibidor. Todos las señales 
están normalizadas respecto a la del RNAr 18S. Los valores de la gráfica corresponden al promedio de dos 
experimentos independientes. 
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Figura 21. Efecto de la tagetitoxina en la transcripción del tRNA-Sec. (A) Experimento de run-on nuclear. Se 
permitió la elongación de los transcritos nacientes en presencia de Tagetitoxina (160 µM)  y se hibridaron con 
membranas en las que se fijaron 2 μg de DNA clonado en pGEM-T Easy. Se incluyeron los DNAs correspondientes 
al tRNA-Sec, LmjF.06.0210 y LmjF.06.0200, además de varios genes transcritos por RNA Pol III (tRNA-Pro, tRNA-Asp y 
rRNA 5S) y por la RNA Pol I (rRNA 18S). Se incluyó también el vector pGEM-T Easy sin inserto (pG) como control.  
(B) Resultados del panel A cuantificados por densitometría. Las señales de cada gen obtenidas en la membrana 
control sin tagetitoxina se consideraron como 100%, las barras más oscuras muestran la reducción de la 
transcripción para cada gen. Todas las señales están normalizadas  con la señal del rRNA 18S. Los valores 
mostrados corresponden al promedio de dos experimentos independientes. 
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6.13. Una caja tipo A y una caja B se localizan río arriba del tRNA-Sec en L. major 

 

 

En tripanosomátidos, ciertos genes transcritos por la RNA Pol III (los snRNA o el RNA 7SL) utilizan 

como secuencias promotoras las cajas A y B intragénicas de un tRNA o tRNA-like situado río arriba 

(Palenchar, J. y Bellofatto, V., 2006). Se realizó una búsqueda informática para determinar si existían 

secuencias similares río arriba del tRNA-Sec de L. major. De manera interesante, se localizó una caja B 

clásica y una secuencia tipo caja A (A-like) río arriba del tRNA-Sec (Figura 22C).  

 

 

La caja B clásica (GGTTCGATTCC) se localizó de -44 a -34 respecto a la secuencia codificante 

del tRNA-Sec, mientras que la caja tipo A (TGGCTGCAACGG) se localizó de -85 a -74. Estas cajas son 

similares a las que se encuentran río arriba de los snRNA. Estos hallazgos constituyen un indicio más de 

la participación de la RNA Pol III en la transcripción del tRNA-Sec. Cabe mencionar que secuencias 

similares no fueron localizadas río arriba del tRNA-Sec en T. cruzi (Figura 14) ni en T. brucei. 

 

 

 

Figura 22. Una caja B y una caja tipo A se localizaron río arriba del tRNA-Sec de L. major.  Secuencia del tRNA-
Sec y sus secuencias flanqueantes. Con sombra gris se identifica la secuencia codificadora del tRNA-Sec, río 
arriba se encontraron una caja B (B) y una caja tipo A (A-like), las cuales se muestran en negritas y subrayadas. 
También se señalan las cajas internas A y B, subrayadas y en negritas.  
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7. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo hemos analizado la transcripción del gen de tRNA-Sec en L. major. En 

eucariontes superiores, como Xenopus, ratón y humano, este gen es transcrito por la RNA Pol III, 

aunque las secuencias promotoras que dirigen su transcripción son inusuales en comparación con el 

resto de los tRNA (Kelly, V.P., et al., 2005; Carbon, P. y Krol, A., 1991; Myslinski, E., et al., 1991; Lee, B.J., 

et al., 1989). En L. major, este gen también posee características atípicas en sus elementos 

promotores y nuestros resultados indican que tanto la RNA Pol II como la RNA Pol III están 

involucradas en su síntesis.  

 

 

Nosotros hemos encontrado que el tRNA-Sec de L. major, localizado dentro de una unidad 

policistrónica del cromosoma 6 (Figura 11A, 18A), es transcrito junto con los genes codificadores de 

proteínas de ese policistrón y procesado mediante la adición del miniexón en su extremo 5’ y de una 

cola de poliadeninas en el extremo 3’, a semejanza de los mRNA en estos parásitos. Asimismo, 

identificamos las señales de procesamiento de dicho transcrito relacionadas con el trans-splicing, las 

cuales consisten típicamente en un dinucléotido AG en el sitio aceptor del miniexón precedido por 

un tracto de polipirimidinas (Figura 13C). Estos datos nos sugieren que la RNA Pol II está involucrada 

en la transcripción del tRNA-Sec, tal y como ya se reportó en T. brucei (Aeby, E., et al., 2010). También 

demostramos que el tRNA-Sec en T. cruzi sufre la adición del miniexón en el extremo 5’ y la 

poliadenilación en 3’, por lo que el involucramiento de la RNA Pol II en la transcripción del tRNA-Sec 

parece ser una característica de la expresión génica en tripanosomátidos. 

 

 

Durante mucho tiempo se creyó que en tripanosomátidos la adición del miniexón por trans-

splicing y la poliadenilación eran fenómenos exclusivos del procesamiento de los pre-mRNA. Sin 

embargo, recientemente se ha encontrado que otros tipos de RNA no codificantes sufren este tipo 

de modificaciones en estos organismos. Por ejemplo, en T. cruzi,  organismo en el que se ha 

demostrado que el precursor del rRNA 18S y su región 5’-ETS (5’-External Transcribed Spacer) forman 

un transcrito que sufre la adición del miniexón en la región 5’ y la poliadenilación en la 3’ (Mayer, 

M.G., et al., 2012). Esto ocurre antes de que el rRNA 18S sea separado de la secuencia 5’-ETS para 

generar un rRNA maduro. El trans-splicing de este precursor ribosomal también se observó en T. 

brucei, L. amazonensis y Crithidia fasciculata (Mayer, M.G., et al., 2012).  Otro ejemplo de RNAs 

procesados por trans-splicing y poliadenilación, lo constituyen un tipo de ncRNA estadio-específicos 

en amastigotes de L. infantum (Dumas, C., et al., 2006). Estos ncRNAs largos de entre 300 y 600 

nucleótidos sufren la adición del miniexón en 5’ y la poliadenilación en 3’, aunque no se sabe si sufren 
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procesamientos adicionales. Estos ncRNAs largos se encontraron formando parte de un complejo 

ribonucleoproteico en el citosol de los parásitos, sin embargo, se desconoce su función. Estos 

hallazgos indican que el fenómeno de trans-splicing y la poliadenilación son modificaciones que 

cubren un rango amplio de RNAs en tripanosomátidos y que no es exclusivo de los mensajeros 

codificadores de proteínas. Aún no se sabe si estos procesamientos son importantes para la 

estabilidad y/o el transporte de RNAs no codificantes tal como lo son para los mRNA. En el alga 

Chlamydomonas reinhardtii (Komine, Y., et al., 2000) y en la bacteria E. coli (Mohanty, B.K., et al., 

2012) se ha reportado la existencia de tRNAs poliadenilados en su extremo 3’, modificación que 

afecta la estabilidad del transcrito. Tomando en cuenta estos hallazgos, se requerirían más 

investigaciones para determinar si el miniexón y la tracto de poliadeninas regulan la estabilidad del 

tRNA-Sec en tripanosomátidos, o si en L. major existe una estabilidad diferencial entre el tRNA-Sec 

poliadenilado y con miniexón y el tRNA-Sec que carece de estas modificaciones.  

 

 

Por otra parte, dado que el tRNA-Sec se encuentra localizado dentro de una unidad 

policistrónica, nos preguntamos si la localización genómica de este tRNA determinaba su 

transcripción por la RNA Pol II. Para responder esto, se seleccionaron dos tRNA, el tRNA de asparto 

(tRNA-Asp, LmjF.24.TRNAASP.01) y el de prolina (tRNA-Pro, LmjF.24.TRNAPRO.01)  que, de manera 

similar al tRNA-Sec, se encuentran ubicados dentro de sus unidades policistrónicas respectivas en el 

cromosoma 24 de L. major y se investigó si poseían el miniexón y si estaban poliadenilados. Se 

encontró que los transcritos del tRNA-Asp y el tRNA-Pro no sufren ni la adición del miniexón ni la 

poliadenilación, lo que sugiere que la ubicación genómica del tRNA-Sec dentro de una unidad 

policistrónica no es el único requisito para que éste sea transcrito por la RNA Pol II. A la fecha, no se 

ha reportado otro tRNA en tripanosomátidos que sufra modificaciones similares a las descritas aquí 

para el tRNA-Sec, sin embargo, esta posibilidad no puede descartarse. 

 

 

Los tRNA canónicos son transcritos por la RNA Pol III y sus transcritos iniciales comienzan entre 5 

-12 nucleótidos río arriba del gen (Orioli, A., et al. 2012). Como ya se ha mencionado, se identificaron 

transcritos del tRNA-Sec que comenzaban 5-9 nucleótidos río arriba del gen, así como varios que 

comenzaban en el nucleótido +1 (Figura 13C), por lo que pensamos que éstos pudieran 

corresponder a transcritos sintetizados por la RNA Pol III. Para investigar si la RNA Pol III tenía alguna 

participación en la transcripción del tRNA-Sec se realizaron ensayos de run-on nuclear. Si todos los 

transcritos del tRNA-Sec eran sintetizados por la RNA Pol II, el nivel de transcripción de este tRNA sería 

similar al nivel de sus genes flanqueantes de proteínas (LmjF.06.0200 y LmjF.06.0210), mientras que, de 

haber un aporte transcripcional por la RNA Pol III a la síntesis del tRNA-Sec sería posible identificar un 
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nivel mayor de transcritos del tRNA-Sec reflejado en una señal de hibridación más alta en 

comparación con los genes de proteínas de la misma unidad policistrónica. El primer ensayo de run-

on nuclear (Figura 18) nos sugirió que el tRNA-Sec poseía un aporte transcripcional extra en 

comparación con los genes de proteínas flanqueantes, muy posiblemente por la RNA Pol III. Además, 

en este ensayo, la señal de hibridación del tRNA-Sec fue muy similar a la de otros genes transcritos 

por la RNA Pol III (por ejemplo, otros tRNAs y el rRNA 5S) (Figura 18).  

 

 

Como se ha comentado, la transcripción dirigida por la RNA Pol III comienza muy cerca del 

sitio de inicio de transcripción y, en genes con regiones promotoras internas, cerca de las mismas. Por 

otra parte, la irradiación con dosis bajas de luz UV causa una acumulación de transcritos de los 

genes que poseen promotores internos como los tRNA (Martínez-Calvillo, S., et al., 2004), por lo que se 

decidió realizar ensayos de run-on con células irradiadas con luz UV para evaluar si la transcripción 

del tRNA-Sec comienza cerca de su región codificante, de ser así, esto aportaría otro indicio de la 

participación de la RNA Pol III en la transcripción de dicho gen.  De manera interesante, la señal del 

tRNA-Sec se mantiene alta ante las dosis crecientes de luz UV, tal cual ocurre con otros genes de 

tRNA y el rRNA 5S, lo que indica que la región promotora y el sitio de inicio de la transcripción del 

tRNA-Sec se encuentran cerca de su región codificante, una característica de las secuencias 

transcritas por la RNA Pol III. En contraste, la señal de los genes de proteínas flanqueantes disminuyen 

considerablemente con las dosis crecientes de luz UV, tal y como se esperaba para regiones alejadas 

de su sitio de inicio de la transcripción (Figura 19A). 

 

 

Para obtener más evidencia de la participación de la RNA Pol III en la transcripción del tRNA-

Sec se realizaron ensayos de run-on con inhibidores específicos de la transcripción por las RNA 

Polimerasas: α-amanitina y tagetitoxina. La RNA Pol II es altamente sensible a la α-amanitina, mientras 

que la RNA Pol III muestra una sensibilidad intermedia. Así, en los ensayos de run-on con α-amanitina 

la señal de la transcripción de un gen transcrito por la RNA Pol III es más resistente a la droga que los 

genes transcritos por la RNA Pol II (Martínez-Calvillo, S., et al., 2004 y 2003). Los ensayos de run-on con 

α-amanitina nos mostraron que, a las concentraciones de 100 y 200 μg/ml, la transcripción del tRNA-

Sec fue más resistente a la droga que con los genes flanqueantes (LmjF.06.0200 y LmjF.06.0210), los 

cuales son transcritos por la RNA Pol II. La resistencia del tRNA-Sec a esta droga fue muy similar a la de 

otros tRNA y a la del rRNA 5S. Esto representó una evidencia más de que en L. major, el tRNA-Sec es 

transcrito por la RNA Pol III. La resistencia de la transcripción del tRNA-Sec a la α-amanitina fue 

reportada originalmente en Xenopus (Lee, B.J., et al., 1989). Sin embargo, en T. brucei el tRNA-Sec es 
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una secuencia altamente sensible a dicha droga, incluso más que el SL-RNA, indicando que en dicho 

organismo, la RNA Pol II dirige la transcripción del tRNA-Sec (Aeby, E., et al., 2010). 

 

 

Los resultados de los ensayos de run-on con tagetitoxina son congruentes con los resultados 

encontrados en los ensayos de α-amanitina. Cabe recordar que la tagetitoxina es un inhibidor 

específico de la RNA Pol III sin efecto sobre las otras dos RNA polimerasas (Steinberg, T.H., et al., 1990). 

Así, en los ensayos de run-on con tagetitoxina la señal de la transcripción de un gen transcrito por la 

RNA Pol III disminuye ante la presencia de la droga, mientras que los genes transcritos por la RNA Pol II 

no ven afectada su transcripción. Los resultados de los run-on con esta droga nos mostraron que la 

transcripción del tRNA-Sec  fue más sensible a esta droga que sus genes flanqueantes de proteínas, 

los cuales se vieron menos afectados por la tagetitoxina. La sensibilidad del tRNA-Sec a esta droga 

fue muy similar a la de otros tRNA y a la del rRNA 5S, indicando que el tRNA-Sec es transcrito por la 

RNA Pol III. Como se esperaba para un gen transcrito por la RNA Pol I, el rRNA 18S fue resistente a la 

tagetitoxina. La sensibilidad de los tRNAs y el rRNA 5S ante la tagetitoxina ya ha sido ampliamente 

estudiada en tripanosomátidos (Martínez-Calvillo, S., et al., 2004; Crenshaw-Williams, K. y Bellofatto, V., 

1999; Fantoni, A., et al., 1994). 

 

 

En eucariontes superiores, el tRNA-Sec posee un promotor hibrido pues las secuencias 

encargadas de dirigir la transcripción consisten en un elemento intragénico (caja B típica de los 

tRNA) y tres elementos extragénicos (típicos de los snRNA) (Hatfield, D. y Gladishev, V., 2002). En 

tripanosomátidos, los snRNA utilizan como secuencias promotoras las cajas A y B intragénicas de un 

tRNA o tRNA-like situado río arriba (Palenchar, J. y Bellofatto, V., 2006). Un análisis más profundo de las 

secuencias flanqueantes del tRNA-Sec nos indicó la existencia de una secuencia tipo caja A y de 

una caja B clásica río arriba del tRNA-Sec (Figura 22), hallazgos que sugerirían que secuencias tipo 

tRNA (tRNA-like) podrían estar involucradas en la transcripción del tRNA-Sec por la RNA Pol III, tal y 

como ocurre con los snRNAs y el RNA 7SL en estos organismos, aspecto que sería interesante abordar 

experimentalmente. Estas cajas no se localizaron en las secuencias flanqueantes del tRNA-Sec en T. 

brucei (Aeby, E., et al., 2010), organismo en el que el tRNA-Sec es transcrito sólo por la RNA Pol II.  En T. 

cruzi tampoco localizamos ninguna caja A o B río arriba del tRNA-Sec. Es posible que la ausencia de 

la caja tipo A y la caja B extragénicas situadas río arriba del tRNA-Sec de T. brucei explique por qué 

este tRNA no es transcrito por la RNA Pol III en este organismo.  
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Como se ha mencionado, la mayoría de los genes de tRNA en tripanosomátidos están 

agrupados junto con otros genes transcritos por la RNA Pol III, principalmente otros tRNA (Padilla-

Mejía, N.E., et al. 2009). En el género Leishmania el locus del tRNA-Sec es completamente sinténico 

entre varias especies (Figura 12A), incluyendo las regiones intergénicas entre el tRNA-Sec y sus genes 

flanqueantes, por lo que es probable que la transcripción del tRNA-Sec ocurra también por ambas 

RNA Polimerasas en otras especies de Leishmania. En las bases de datos del genoma de 

cinetoplástidos (TriTrypDB, www.tritrypdb.org) se encuentran disponibles los datos de microarreglos 

hibridados con DNA proveniente de ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP-on-chip) 

para la proteína TBP (TATA-Binding Protein), subunidad del factor de la transcripción TFIIIB (parte de la 

maquinaria de la RNA Pol III) (Oler, A., et al., 2011). Estos datos muestran que en el locus del tRNA-Sec 

en L. major hay un pico de enriquecimiento de TBP que no está presente en el resto de los genes 

codificadores de proteínas en la misma unidad policistrónica, lo cual nuevamente sugiere la 

presencia de la RNA Pol III en el tRNA-Sec. La unión de TBP también se observó en los loci de otros 

genes de tRNA. 

 

 

El presente trabajo contribuye a ampliar el conocimiento sobre la transcripción del tRNA-Sec 

en tripanosomátidos.  Como ya se ha mencionado, un trabajo previo con T. brucei demostró la 

participación de la RNA Pol II en la transcripción del tRNA-Sec (Aeby, E., et al., 2010). Estos autores 

observan la adición de miniexón al extremo 5’ del tRNA-Sec y la poliadenilación del 3’ y demuestran 

que el tRNA-Sec forma parte de un policistrón.  Nuestros hallazgos indican que estos procesamientos 

ocurren también para el tRNA-Sec en L. major, indicándonos la participación de la RNA Pol II en su 

transcripción. En T. brucei se observó que la transcripción del tRNA-Sec es sensible a bajas 

concentraciones de α-amanitina y que la reducción de la actividad transcripcional de la RNA Pol II 

mediante RNAi disminuye la presencia del transcrito de tRNA-Sec, lo que no ocurre al bloquear la 

actividad de la RNA Pol III por RNAi, evidencias que sugieren que la RNA Pol II es la única encargada 

de la transcripción del tRNA-Sec en dicho organismo (Aeby, E., et al., 2010). Las evidencias 

presentadas en este trabajo muestran que, a diferencia de lo que ocurre en T. brucei, la RNA Pol III sí 

participa en la transcripción del tRNA-Sec en L. major. Así, en este organismo, ambas RNA Pol, II y III, 

transcriben el tRNA-Sec.   

 

 

Varias preguntas surgen a partir de nuestros resultados; por ejemplo, si en L. major el tRNA-Sec 

que posee el miniexón y el tracto de poliadeninas, ¿es procesado para generar un transcrito maduro 

o no?; ¿cuál es la RNA Pol que transcribe el tRNA-Sec en T. cruzi?, ¿es transcrito por la RNA Pol II como 

en T. brucei? ¿o por ambas RNA Pol, II y III, como en L. major?; o si en L. major, ¿las cajas extragénicas 
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situadas río arriba del tRNA-Sec son funcionales y, efectivamente, dirigen la transcripción por la RNA 

Pol III?. También sería interesante evaluar cuánto del tRNA-Sec celular es transcrito por la RNA Pol II y 

cuánto por la RNA Pol III.  

 

 

El presente trabajo representa el primer reporte de un gen transcrito por dos RNA Pol en L. 

major y otros tripanosomátidos. De hecho, hay muy pocos reportes que indiquen la participación de 

más de una RNA Pol en la síntesis de algún RNA en otros organismos. Por ejemplo, se ha reportado 

que el gen del RNA H1 (componente de la RNAsa P), típicamente un gen transcrito por la RNA Pol III, 

puede ser transcrito tanto por la RNA Pol II como por la RNA Pol III en células de humano (Faresse, 

N.J., et al., 2012). Esto fue demostrado por ensayos de ChIP-seq, mediante los cuales se observó la 

presencia de la maquinaria de ambas polimerasas, de la RNA Pol III (Brf2 y una subunidad de la 

polimerasa) y de la RNA Pol II (el factor de transcripción GTF2B y una subunidad de la polimerasa) en 

el locus del tRNA-Sec. El transcrito de la RNA H1 termina en los residuos de T localizados río abajo del 

gen, como ocurre con otros genes de RNA Pol III, sin embargo, también se identificó una caja 3’, 

secuencia relacionada con la terminación de la transcripción en genes de snRNA, los cuales son 

transcritos por la RNA Pol II en vertebrados. Un segundo ejemplo se encuentra en levadura, 

organismo en el que la RNA Pol II transcribe dos secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del 

rRNA 35S. Esta transcripción se superpone con la de la RNA Pol I, la cual transcribe el precursor del 

rRNA 35S. Además, la inhibición de la transcripción de la RNA Pol II disminuye la del rRNA 5S, transcrito 

por la RNA Pol III (Mayan, M., 2013). Por otra parte, en Arabidopsis se ha reportado que la RNA Pol II 

coordina el reclutamiento de otras polimerasas necesarias para la biogenésis de siRNAs reguladores 

de la expresión génica (Zheng, B., et al., 2009). Los ejemplos anteriores indican que la interacción 

entre las diferentes RNA Pol es más compleja de lo que se creía anteriormente. De hecho, en años 

recientes, se han realizado varios trabajos en células de humano que muestran la presencia de la 

RNA Pol II en loci de genes transcritos por la RNA Pol III, lo cual sugiere que la RNA Pol II podría 

influenciar la expresión de los genes de RNA Pol III (Oler, A., et al., 2011; Raha, D., et al., 2010; 

Listerman, I., et al., 2007). Estos hallazgos sugieren que, las RNA Pol, más que actuar de manera 

individual, parecen estar coordinadas para regular la expresión génica y es posible que este tipo de 

coordinación exista también en L. major y en otros tripanosomátidos.  
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8. CONCLUSIONES 

 

• El locus del tRNA-Sec es sinténico entre las diferentes especies de Leishmania y parcialmente 

sinténico entre las diferentes especies de Trypanosoma. 

 

• En las secuencias río arriba del gen del tRNA-Sec en L. major fueron identificadas una caja B 

canónica y una secuencia similar a una caja A, las cuales podrían participar en el reclutamiento 

de la RNA Pol III. 

 

• En L. major y T. cruzi, el tRNA-Sec sufre la adición del miniexón en su extremo 5’ y la 

poliadenilación de su extremo 3’. Estos hallazgos sugieren que la RNA Pol II participa en la 

transcripción del tRNA-Sec en estos organismos. 

 
• En L. major, existen transcritos del tRNA-Sec que comienzan 5-9 bases río arriba del gen o en el 

primer nucleótido del mismo. Estos transcritos podrían ser sintetizados por la RNA Pol III. 

 

• En L. major, el tRNA-Sec está presente en transcritos de diferente peso molecular, lo que sugiere 

que este tRNA se transcribe como parte de la unidad policistrónica más grande del cromosoma 

6 de este organismo.  Esto nuevamente sugiere la participación de la RNA Pol II en la 

transcripción del tRNA-Sec. 

 
• En L. major, el tRNA-Sec se transcribe aproximadamente 3.5 veces más que los genes de 

proteínas que lo flanquean. Dicha transcripción adicional comienza en una región promotora 

localizada muy cerca o dentro de su secuencia codificante, tal y como ocurre con los genes 

transcritos por la RNA Pol III.  

 

• La transcripción del tRNA-Sec es resistente a la α-amanitina y sensible a la tagetitoxina en una 

manera similar a la de otros tRNA y el rRNA 5S. Estas evidencias sugieren fuertemente que la RNA 

Pol III está involucrada también en la transcripción del gen de tRNA-Sec.  

 

• Dos RNA Polimerasas, RNA Pol II y RNA Pol III, son capaces de transcribir el tRNA-Sec en L. major. 
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Eukaryotic tRNAs, transcribed by RNA polymerase III (Pol III), contain boxes A and B as internal promoter elements. One ex-
ception is the selenocysteine (Sec) tRNA (tRNA-Sec), whose transcription is directed by an internal box B and three extragenic
sequences in vertebrates. Here we report on the transcriptional analysis of the tRNA-Sec gene in the protozoan parasite Leishma-
nia major. This organism has unusual mechanisms of gene expression, including Pol II polycistronic transcription and matura-
tion of mRNAs by trans splicing, a process that attaches a 39-nucleotide miniexon to the 5= end of all the mRNAs. In L. major,
tRNA-Sec is encoded by a single gene inserted into a Pol II polycistronic unit, in contrast to most tRNAs, which are clustered at
the boundaries of polycistronic units. 5= rapid amplification of cDNA ends and reverse transcription-PCR experiments showed
that some tRNA-Sec transcripts contain the miniexon at the 5= end and a poly(A) tail at the 3= end, indicating that the tRNA-Sec
gene is polycistronically transcribed by Pol II and processed by trans splicing and polyadenylation, as was recently reported for
the tRNA-Sec genes in the related parasite Trypanosoma brucei. However, nuclear run-on assays with RNA polymerase inhibi-
tors and with cells that were previously UV irradiated showed that the tRNA-Sec gene in L. major is also transcribed by Pol III.
Thus, our results indicate that RNA polymerase specificity in Leishmania is not absolute in vivo, as has recently been found in
other eukaryotes.

Eukaryotic cells use three different RNA polymerases (desig-
nated Pol I, Pol II, and Pol III) to transcribe their nuclear

genome. Each of the three RNA polymerases transcribes specific
classes of genes. Pol I synthesizes the large rRNA precursor, while
Pol II produces mRNAs, most snRNAs, and snoRNAs (1, 2). Pol
III synthesizes tRNAs, 5S rRNA, U6 snRNA, and several other
small RNA molecules (3).

Leishmania and other trypanosomatids, such as Trypanosoma
cruzi and Trypanosoma brucei, possess the three typical RNA poly-
merases (4, 5). However, these protozoan parasites present un-
usual mechanisms of gene expression, including Pol II polycis-
tronic transcription (6, 7). The genomes of these organisms are
organized into large polycistronic gene clusters (PGCs), i.e., 10s to
100s of protein-coding genes arranged sequentially on the same
strand of DNA. Most chromosomes contain at least two PGCs,
which can be either divergently transcribed (toward the telo-
meres) or convergently transcribed (away from the telomeres).
Pol II transcription of an entire PGC initiates at a single region
located upstream of the first gene of the cluster (8–10), and mature
nuclear mRNAs are generated from primary transcripts by trans
splicing and polyadenylation (11). trans Splicing is a process that
adjoins a capped 39-nucleotide miniexon or spliced leader (SL) to
the 5= termini of all the mRNAs (12, 13). The most conserved
sequences needed for this process are an AG dinucleotide at the 3=
splice site and an upstream pyrimidine-rich region (14–17). The
trans splicing and polyadenylation of contiguous genes are linked,
as the selection of a splice site for a gene influences the choice of a
polyadenylation site for the upstream gene (18).

Pol III transcription in trypanosomatids is also atypical, as this
enzyme transcribes all snRNA genes (not only U6 snRNA) in these
organisms (19). In Leishmania major, most tRNA genes are orga-

nized into clusters of 2 to 10 genes that may contain other Pol
III-transcribed genes, and the majority of the clusters are located
at the boundaries of PGCs (20, 21). However, some tRNA genes
are single genes that are not part of a cluster, and some of them are
located inside PGCs. One such gene is the selenocysteine (Sec)
tRNA (tRNA-Sec) gene, which is embedded into a large cluster of
protein-coding genes on chromosome 6.

Selenocysteine, the 21st amino acid, is present in a group of
proteins known as selenoproteins in bacteria, archaea, and eu-
karya (22). The presence of selenoproteins and all the machinery
required for its synthesis has been demonstrated in L. major and
other trypanosomatids (23, 24). Sec insertion is directed by a UGA
codon, which is usually a stop codon, assisted by a specific struc-
tural signal located in the 3= untranslated region of the mRNA
(25). A special tRNA species, tRNA-Sec, inserts Sec into nascent
selenoproteins. Like other eukaryotic tRNA genes, tRNA-Sec is
transcribed by Pol III in vertebrates. One of the typical character-
istics of most tRNA genes is that their promoter sequences are
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internal and consist of two conserved elements: boxes A and B
(26). Nevertheless, in Xenopus laevis and other vertebrates, tran-
scription of tRNA-Sec genes is directed by an internal box B and
three extragenic domains: a TATA box, a proximal sequence ele-
ment, and an activator element (27, 28).

The consensus sequences of trypanosomatid tRNA promoter
elements were determined by analyzing the sequences of all tRNA
genes in L. major, T. brucei, and T. cruzi and comparing them to
the sequences of boxes A and B from Saccharomyces cerevisiae (21,
29). Analysis of the promoter sequences from tRNA-Sec genes in
trypanosomatids indicated that box A contains an additional A
residue between bases 2 and 3 (TGAGCTCAGCTGG, in which the
additional A residue is underlined) compared with the consensus
sequence (TGGCTCAGCTGG) (21). A similar insertion was pre-
viously reported in tRNA-Sec genes from other organisms (30).
Regarding box B, tRNA-Sec genes from trypanosomatids present
two changes (CGTTCGATTCG, in which the two changes are
underlined) compared to the highly conserved consensus se-
quence (GGTTCGANTCC): a C (instead of a G) at position 1 and
a G (in place of a C) at position 11. In other species, the sequence
of box B from tRNA-Sec is identical to the corresponding consen-
sus sequence. Since the sequences of both internal control ele-
ments from tRNA-Sec genes in trypanosomatids differ from the
corresponding consensus sequences, it was hypothesized that the
synthesis of tRNA-Sec is regulated by external elements in these
organisms (21). In fact, it was demonstrated that the tRNA-Sec
gene in T. brucei is transcribed by Pol II (31).

In the work described here, we performed a transcriptional
analysis of the tRNA-Sec gene in L. major. Our data show that,
similar to the findings for T. brucei, the L. major tRNA-Sec gene is
polycistronically transcribed by Pol II, generating transcripts that
contain the miniexon and a poly(A) tail. The same result was
observed in T. cruzi, indicating that the participation of Pol II in
the transcription of the tRNA-Sec gene might represent a hall-
mark of trypanosomatids. Interestingly, nuclear run-on data show
that Pol III also transcribes the tRNA-Sec gene in L. major. Thus,
our results indicate that RNA polymerase specificity in Leishmania
is not absolute in vivo and reveal that the relationship between Pol
II and Pol III is more complex than was previously believed.

MATERIALS AND METHODS
In silico analysis. Information for sequence analysis and synteny maps of
species of Leishmania (L. major, L. donovani, L. infantum, L. braziliensis, L.
mexicana, and L. tarentolae) and Trypanosoma (T. cruzi, T. brucei, T. vivax
and T. congolense) was obtained from the TriTrypDB databases (version 8.1;
http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Sequence comparisons were performed us-
ing the ClustalW2 program (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index
.html).

Culture of L. major and T. cruzi. Promastigotes from L. major
MHOM/IL/81/Friedlin (LSB-132.1) were grown in BM medium (1�
M199 medium, pH 7.2, containing 10% heat-inactivated fetal bovine se-
rum, 0.25� brain heart infusion, 40 mM HEPES, 0.01 mg/ml hemin,
0.0002% biotin, 100 IU/ml penicillin, 100 �g/ml streptomycin, 1� L-glu-
tamine) at 26°C and harvested in the mid-log phase. Epimastigotes of T.
cruzi CL Brener were maintained in liver infusion-tryptose (LIT) medium
containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 50 IU/ml penicillin,
50 �g/ml streptomycin, and 0.025 mg/ml hemin at 28°C, as previously
described (32).

5=-RACE analysis. 5= rapid amplification of cDNA ends (5=-RACE)
experiments were performed with 5 �g of total RNA from L. major or T.
cruzi with a kit from Life Technologies, Inc. For the L. major tRNA-Sec
gene, the first-strand cDNA was synthesized with primer tRNA-SECgsp1

(5=-TGGCACGCCACGAAG) and the PCR amplifications were per-
formed with the nested primer tRNA-SECgsp2 (5=-ATCGAACGGCTGT
GAGAGCA) and the nested abridged anchor primer (AAP; 5=-GGCCAC
GCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG). For the L. major tRNA-
Asp gene (LmjF.24.TRNAASP.01), the first-strand cDNA was synthesized
with primer Lm24Asp-GSP1 (5=-CCGGCCGGGAATTGAAC) and the
PCR amplifications were carried out with primer Lm24Asp-GSP2 (5=-G
GGTCACCCGCGTGACAGGC) and the nested AAP. For the tRNA-Pro
gene (LmjF.24.TRNAPRO.01) from L. major, the cDNA was produced
with primer Lmc24-ProGSP1 (5=-GGGCCGCTAGGGGAATTGAA) and
the PCR amplifications were performed with primer Lmc24-ProGSP2
(5=-TGACCTCCCGCACCCGAAG) and AAP. For the T. cruzi tRNA-Sec
gene, the first-strand cDNA was synthesized with primer Nested(dT) (5=-
CCTCTGAAGGTTCACGGATCCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTT
TTTVN) and two PCR amplifications were performed. The first PCR was
performed with primers ME23 (5=-CGCTATTATTGATACAGTTTCTG)
and Tb-tRNASec-GSP1 (5=-CACCACAAAGGCCGA). The second PCR
amplification was performed using the first PCR product as the template
and primers Tc-tRNASec-GSP2 (5=-AACGGCTGCGAGTCCAAC) and
ME23. The nested PCR products were cloned into the pGEM-T Easy
vector (Promega) and sequenced.

RT-PCR assays. To map polyadenylation sites for the tRNA-Sec genes
from L. major and T. cruzi and for the LmjF.06.0210 gene from L. major,
reverse transcription-PCR (RT-PCR) experiments were performed using
cDNA prepared with oligonucleotide Nested(dT). For the L. major and T.
cruzi tRNA-Sec genes, the first PCR was carried out with primers Lm-Sec1
(5=-AGCCGCGATGAGCTCAGCT) and B1 (5=-CCTCTGAAGGTTCAC
GGAT) and the second PCR was done with primers Lm-Sec2 (5=-TGGG
TGCGGGCTTCAAA) and B2 (5=-CACGGATCCACATCTAGAT). For
the LmjF.06.0210 gene, the first PCR was performed with primers
Lmj06.0210PA1 (5=-AGCCGACTCATACTGCGGCT) and B1 and the
second PCR was done with primers Lmj06.0210PA2 (5=-CTCATGCACT
TTAAGCTGTA) and B2. The miniexon addition site for the LmjF.06.0200
gene from L. major was also located by RT-PCR. The cDNA was prepared
with oligonucleotide Lmj06.0200.ME1 (5=-AGAGCGACACCCGTGACT
TC), and PCR was performed with primers Lmj06.0200ME2 (5=-ACGG
AACCCAGAACGCAGGA) and miniexon (5=-AACGCTATATAAGTAT
CAGTT). The final PCR products were cloned into the pGEM-T Easy
vector (Promega) and sequenced. Pol III transcription termination sites
were mapped by poly(A) tailing of total RNA. For this purpose, 2 �g of
total RNA was mixed with 1 �l of 25 mM ATP, 2 �l of 5� poly(A)
polymerase reaction buffer (USB), and 1,200 units of S. cerevisiae yeast
poly(A) polymerase (USB) in a final volume of 20 �l. The mixture was
incubated for 20 min at 37°C, and the reaction was terminated by heating
at 65°C for 10 min. The cDNA was prepared with oligonucleotide Nest-
ed(dT). The first PCR was done with primers LmSec1 (5=-AGCCGCGAT
GAGCTCAGCT) and B1, and the second PCR was done with primers
LmSec2 (5=-TGGGTGCGGGCTTCAAA) and B2.

Northern blot analysis. Total RNA was isolated using the TRI Reagent
(Sigma), as specified by the supplier. RNA (12 �g) was separated on 10%
polyacrylamide– 8% urea gels. After electrophoresis, nucleic acids were
transferred to Hybond N� membranes (Amersham) by electroblotting
using a Trans-Blot semidry system. The tRNA-Sec probe corresponds to a
190-bp fragment that includes the 88 bp of the tRNA-Sec gene plus 86 bp
of the 5= upstream region, and that was labeled with [�-32P]dCTP using a
High Prime labeling system (Amersham). For tRNA-Lys, primer TRNA-
Lysc03-GSP1 (5=-GCGCACTCCGTGGGG) was labeled with [�-32P]ATP
by T4 kinase. Hybridizations were performed in 6� SSPE (60 mM
Na2HPO4, 0.9 M NaCl, 6 mM EDTA), 5� Denhardt’s reagent, and 1%
SDS at 42°C. Washing was carried out at 55°C in 0.2� SSC (1� SSC is 0.15
M NaCl plus 0.015 M sodium citrate) and 0.1% SDS.

Molecular cloning into pGEM-T Easy. DNA fragments from L. major
chromosome 6 were amplified by PCR and cloned into the pGEM-T Easy
vector. LmjF.06.0370 (521 bp) was amplified with oligonucleotides Lm06-
0370-5= (5=-GAAGCGATGGACTGTTCTGG) and Lm06-0370-3= (5=-CGG
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TCCTTGCTGCGAATATC), and LmjF.06.0360 (539 bp) was amplified with
primers Lm06-0360-5= (5=-CTCCTCTTCTGGACATTTGCT) and Lm06-
0360-3= (5=-TTCCCTCCACTTGCAACATAG). LmjF.06.0350 (500 bp) was
amplified with oligonucleotides Lm06-0350-5= (5=-CGGTTCAACGG
TAGTCTCTTC) and Lm06-0350-3= (5=-TAGAGGAACCAGAACGG
GTAG), and LmjF.06.0340 (503 bp) was amplified with oligonucleo-
tides Lm06-0340-5= (5=-CCTCGCATACACCCTTTCGG) and Lm06-
0340-3= (5=-CGCGAATGTACACCACACGG). LmjF.06.0260 (500 bp)
was amplified with oligonucleotides Lm06-0260-5= (5=-CCTGCTTGC
TGTCGATGGTG) and Lm06-0260-3= (5=-TCGCCTCATCCTCCTCT
TGC), and LmjF.06.0210 (503 bp) was amplified with oligonucleo-
tides Lm06-0210-5= (5=-GCCGGAGACATTTGCGTAC) and Lm06-
0210-3= (5=-CTATGGCGACGGGATCATC). LmjF.06.0200 (547 bp)
was amplified with oloigonucleotides Lm06-0200-5= (5=-CCATCCCATGAC
AAGAGC) and Lm06-0200-3= (5=-TGTAGTCGCTGTACTCGC), and
LmjF.06.0110 (554 bp) was amplified with oligonucleotides Lm06-
0110-5= (5=-TTCACTACCGCGATAGGGTTG) and Lm06-0110-3= (5=-C
CATATCCAGATCCTGCATCC). The tRNA-Sec gene (524 bp) was am-
plified with oligonucleotides Lm-TRNASEC524-5= (5=-CCGGCTGCCTT
CATCAACTC) and Lm-TRNASEC524-3= (5=-GCGCATACGTTTCGGA
GTCC), and the tRNA-Asp gene (369 bp) was amplified with
oligonucleotides Lm24-TRNAASP-5= (5=-GAATGCGCTGCTGAGTC
TCT) and Lm24-TRNAASP-3= (5=-GCGGTATGCGTGTTGGTGTA).
The tRNA-Phe gene (LmjF.09.TRNAPHE.01; 338 bp) was amplified with
oligonucleotides Lm09-TRNAPHE-5= (5=-TTCATCCGCGCAAAGAGG)
and Lm09-TRNAPHE-3= (5=-GGCCTTCCACGTATTTCG), and the tRNA-
Pro gene (352 bp) was amplified with oligonucleotides Lm24-TRNAPRO-5=
(5=-GCGATCTCGTGGCTCTGGAG) and Lm24-TRNAPRO-3= (5=-ACAG
CTCATCCAACGGGCGC). The tRNA-Tyr gene (LmjF.36.TRNATYR.01;
316 bp) was amplified with oligonucleotides Lm36-TRNATYR-5= (5=-AGT
GCCGAGAAGTTCGACG) and Lm36-TRNATYR-3= (5=-TCGTCTCCGTT
CCTGTTGC), and the 5S rRNA gene (LmjF.15.5SrRNA.01; 344 bp) was am-
plified with oligonucleotides Lm15-rRNA5S-5= (5=-GAAAGCATCTCTGTG
GGTTCGA) and Lm15-rRNA5S-3= (5=-CCCGGGGTCCTGCAAATG).
The 18S rRNA gene (LmjF.27.rRNA.01; 370 bp) was amplified with oligonu-
cleotides Lm-rRNA18S-5= (5=-CGGCCTCTAGGAATGAAGG) and Lm-
rRNA18S-3= (5=-CCCCTGAGACTGTAACCTC). The �-tubulin gene (338
bp) was amplified with primers alfa-tub-5= (5=-AGAAGTCCAAGCTCGGC
TACAC) and alfa-tub-3= (5=-GTAGTTGATGCCGCACTTGAAG). After
transformation of JM109 competent cells, plasmid DNA was purified from
colorless colonies with NucleoSpin plasmid columns (Macherey-Nagel) as
specified by the supplier. The identity of each insert was confirmed by se-
quencing using the T7 and SP6 primers.

Molecular cloning into M13 and preparation of single-stranded
DNA. DNA fragments from tRNA-Sec, tRNA-Tyr, tRNA-Pro, 5S rRNA,
LmjF.06.0200, LmjF.06.0210, 18S rRNA, and �-tubulin were excised from
their respective constructs in pGEM-T Easy and cloned into M13mp18
and M13mp19 replicative-form DNA. The tRNA-Tyr, tRNA-Pro, 5S
rRNA, LmjF.06.0200, LmjF.06.0210, and 18S rRNA sequences were cloned
into M13 SacI and SphI sites. The tRNA-Sec and �-tubulin sequences
were cloned into M13 SalI and SphI sites. After transformation of Esche-
richia coli JM109 cells (Promega), single-stranded DNA was purified from
colorless plaques with QIAprep Spin M13 columns (Qiagen) as specified
by the supplier.

Nuclear run-on assays. Nuclei were isolated from 2.5 � 108 L. major
promastigotes by washing twice in phosphate-buffered saline (PBS), re-
suspending the cells in 4 ml ice-cold lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5,
3 mM CaCl2, 2 mM MgCl2), and adding NP-40 to a final concentration of
0.5%. Cells were transferred to a Dounce homogenizer and broken with
40 strokes; the nuclei were collected by centrifugation (1,400 � g) and
washed once with lysis buffer. RNA elongation was performed as de-
scribed elsewhere (8, 33). Briefly, nuclei were resuspended in 100 �l of
run-on mix: 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 25% glycerol, 0.15 mM sperm-
ine, 0.5 mM spermidine, 2 mM dithiothreitol, 40 U RNasin (Promega), 2
mM MgCl2, 4 mM MnCl2, 50 mM NaCl, 50 mM KCl, 2 mM ATP, 2 mM

GTP, 2 mM UTP, 10 �M CTP, and 250 �Ci of [�-32P]CTP (3,000 Ci/
mmol; Amersham). The incubation was carried out for 6 min at 26°C,
after which DNase I (10 U) was added. Incubation was continued for 5
min at 37°C and then stopped by the addition of 100 �l of 10 mM Tris-
HCl (pH 7.5), 10 mM EDTA, 1% SDS, and 100 �g/ml proteinase K. After
15 min incubation at 37°C, RNA was extracted with phenol-chloroform
and separated from free nucleotides by G-50 Sephadex chromatography.
Labeled nascent RNA was hybridized to Hybond filters (Amersham) con-
taining dots of 2 �g of plasmid DNA (for the experiments whose results
are shown in Fig. 3, 4, and 6) or single-stranded M13 DNA (for the exper-
iments whose results are shown in Fig. 5). Hybridization was performed
for 48 h at 50°C in 50% formamide, 5� SSC, 0.2% SDS, 4� Denhardt’s
reagent, and 100 �g/ml salmon sperm DNA. Posthybridization washes
were carried out in 0.1� SSC and 0.1% SDS at 65°C. In the assays carried
out in the presence of UV light, promastigotes (in a total volume of 15 ml)
were irradiated in petri dishes, with agitation, in a Stratalinker UV cross-
linker (Stratagene). After irradiation, cells were incubated for at least 1.5 h
at 28°C to allow the clearing of RNA polymerases engaged prior to irradi-
ation. Elongation of nascent RNA in the presence of transcription inhib-
itors was performed by preincubating the nuclei with �-amanitin (Roche
Molecular Biochemicals) or tagetitoxin (Tagetin; Epicentre Biotechnolo-
gies) for 15 min on ice in lysis buffer. The nuclei were next pelleted and
resuspended in elongation buffer in the presence of the drugs.

RESULTS
Genomic location of the tRNA-Sec gene in L. major and other
trypanosomatids. The majority of tRNA genes in L. major are
clustered with other tRNA genes or other genes transcribed by Pol
III (20, 21). These clusters are frequently located at the boundaries
of PGCs, which are transcribed by Pol II. However, the tRNA-Sec
gene is a single gene that is inserted into the largest PGC of chro-
mosome 6 (Fig. 1A). In order to examine the genomic context of the
tRNA-Sec genes in other species of Leishmania, we analyzed the
genomic databases of several species recently sequenced: L. infan-
tum (strain JPCM5), L. braziliensis (M2904) (34, 35), L. mexicana
(U1103) (35), L. donovani (BPK282/0cl4) (36), and L. tarentolae
(Parrot-TarII) (37). We found that in all the Leishmania species
the tRNA-Sec gene is a single-copy gene embedded into the same
PGC of chromosome 6 (data not shown). Thus, synteny of the
tRNA-Sec locus is observed among Leishmania species.

In T. brucei there are two copies of the tRNA-Sec gene located
on chromosome 9 (21, 38). Analyses of the genomic databases of
T. cruzi (CL Brener) (39), T. vivax (Y486), and T. congolense (IL-
3000) (40) showed that the presence of two tRNA-Sec genes is
conserved across the genus Trypanosoma (Fig. 1B). Although the
tRNA-Sec locus is syntenic in these species, several differences
were observed; for instance, the Ser/Thr protein kinase gene (gene
A in Fig. 1B) is duplicated in T. cruzi.

tRNA-Sec transcripts contain the miniexon and a poly(A)
tail in L. major and T. cruzi. The presence of atypical boxes A and
B in the tRNA-Sec gene in L. major and its location inside a cluster
of protein-coding genes suggest that the mechanisms that regulate
the transcription of this gene might be different from those that
regulate the transcription of other tRNA-Sec genes. To explore
this possibility, we performed 5=-RACE experiments in order to
map the transcription start sites of the tRNA-Sec gene. From this
assay, we obtained two DNA bands of approximately 300 and 225
bp and a smaller and fainter band of about 150 bp contained
within a smear (Fig. 2A). These bands were cloned and sequenced.
Interestingly, analysis of several clones from the largest DNA band
showed the presence of the miniexon sequence at the 5= end, lo-
cated 150 bp upstream of the tRNA-Sec gene (Fig. 2B), which
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suggested that the tRNA-Sec gene might be transcribed by Pol II,
as if it were a protein-coding gene. Indeed, it was reported that the
tRNA-Sec gene in the related parasite T. brucei is transcribed by
Pol II (31).

Sequence analysis of clones from the 225-bp band showed
non-trans-spliced transcripts whose sequences extended 68 or 86
bases upstream of the tRNA-Sec gene. These clones might repre-
sent intermediates between the miniexon-containing transcripts
and the mature tRNA-Sec. Finally, sequence analysis of clones
obtained from the 150-bp band revealed RNA molecules with a 5=
end that corresponded to the mature tRNA-Sec, as well as some
smaller molecules. Interestingly, the sequences of two of the
clones extended 5 and 9 bp upstream of the mature tRNA’s 5= end
(see below) (Fig. 2B).

Since the tRNA-Sec transcripts were found to bear the mi-
niexon sequence, we wondered if they also possessed a poly(A)
tail. To determine if the tRNA-Sec transcripts in L. major are poly-
adenylated, an RT-PCR assay was performed. Only one band was
identified and cloned. Analysis of the cloned sequences demon-
strated that some tRNA-Sec molecules indeed contain a poly(A)
tail, which was added at different positions between 4 and 67 bases
downstream of the tRNA-Sec gene (Fig. 2B). Thus, our results
show that some of the tRNA-Sec transcripts in L. major contain
the miniexon at the 5= end and a poly(A) tail at the 3= end. Con-

sequently, the data suggest that the tRNA-Sec gene is polycistroni-
cally transcribed by Pol II and processed by trans splicing and
polyadenylation.

If the tRNA-Sec is indeed polycistronically transcribed, it
should be possible to demonstrate the presence of precursor tran-
scripts. To examine this possibility, total RNA was hybridized with
a tRNA-Sec probe. As shown in Fig. 2C, RNAs of approximately
80, 400, 650, and 1,000 bases were observed. The �80-base band
represents the mature tRNA-Sec gene, while the �400-base RNA
most likely corresponds to the transcript that contains the miniexon
and a poly(A) tail of about 130 nucleotides. The larger bands repre-
sent longer RNA precursors. To demonstrate that the presence of
large precursors was not a general feature of tRNA transcripts in
Leishmania, a similar experiment was performed to detect tran-
scripts using a tRNA-Lys-specific probe (transcribed by Pol III),
finding only the mature tRNA and not any larger bands (Fig. 2D).

A typical AG sequence was identified as the miniexon attach-
ment site in the transcript of the L. major tRNA-Sec gene (Fig. 2B).
To gain insight into other processing signals in the polycistronic
transcript, RT-PCR experiments were performed to localize the
polyadenylation site of the gene (LmjF.06.0210) located upstream
of the tRNA-Sec gene and the miniexon addition site of the down-
stream gene (LmjF.06.0200). The poly(A) tail of LmjF.06.0210 was
found 383 bases downstream of its stop codon, and the miniexon

FIG 1 Synteny of the tRNA-Sec loci in trypanosomatids. The genomic context of the tRNA-Sec genes is shown for L. major (Lmaj) (A) and for T. cruzi (Tcru),
T. brucei (Tbru), T. vivax (Tviv), and T. congolense (Tcon) (B). Orthologous genes are joined by gray lines. Enlargements of the tRNA-Sec gene in L. major and
one of the tRNA-Sec genes in T. cruzi are shown, indicating the miniexon addition site (AG) and the poly(A) region (PA) of the tRNA-Sec genes. In L. major, the
positions of the poly(A) region for LmjF.06.0210 and AG for LmjF.06.0200 are indicated. The positions of the primers used to map processing signals are also
denoted with arrows. In panel B, genes A correspond to TcCLB.506467.50 and TcCLB.506467.40 (T. cruzi), Tb927.9.2350 (T. brucei), TvY486_0900740 (T. vivax),
and TcIL3000_0_10490 (T. congolense). Genes B correspond to TcCLB.506467.29, Tb927.9.2320, and TvY486_0900730. Genes C correspond to Tb927.9.2390 and
TcIL3000_0_10500. Gene D corresponds to TvY486_0900750, and gene E corresponds to TcIL3000_0_10480. b, number of bases.
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addition site of LmjF.06.0200 was located 203 bases upstream of
the start codon of the gene (Fig. 1A). Both sites correspond to
processing sites reported on the TriTrypDB web page. However,
the LmjF.06.0210 poly(A) site that we found is not reported to
be the dominant one, which was located 1,942 bases downstream
of the stop codon. This clone might actually represent a dicistronic
precursor that contains both LmjF.06.0210 and the tRNA-Sec
gene, taking into consideration the fact that the tRNA-Sec gene is

located 920 bases downstream of the LmjF.06.0210 stop codon.
Pyrimidine-rich regions, which are required for both trans splic-
ing and polyadenylation, were located between the polyadenyla-
tion region of LmjF.06.0210 and the miniexon addition site of the
tRNA-Sec gene and between the polyadenylation region of the
tRNA-Sec gene and the miniexon addition site of LmjF.06.0200.
Therefore, canonical signals seem to regulate the processing of the
polycistronic transcript of the tRNA-Sec gene in L. major.

FIG 2 Mapping of processing sites and Northern blot analysis of the tRNA-Sec gene in L. major. (A) The final products of a 5=-RACE experiment of the tRNA-Sec
gene were analyzed on a 1.5% agarose gel (lane 1). The size marker corresponds to a 1-kb ladder (Invitrogen) (lane M). The sequences of the tRNA-Sec gene and
flanking regions for L. major (B) and T. cruzi (E) are shown. In both cases, the tRNA-Sec gene is highlighted in gray. Upstream of the genes, the miniexon acceptor
sites (AG) and the position of all clones found in the 5=-RACE analyses are shown in bold type and marked with an arrow with a number that indicates the total
number of clones with the indicated sequences found at that position. Pyrimidine-rich regions found upstream of the miniexon acceptor sites are underlined.
Polyadenylation sites found downstream of the tRNA-Sec genes are shown in bold type and marked with an arrow with a number that indicates the total number
of clones with the indicated sequences found at that position. The clusters of T residues located downstream from the tRNA-Sec genes are shown in bold type.
Internal boxes A and B are labeled and shown in bold type and underlined. For L. major, upstream boxes B and A-like are also labeled and shown in bold type and
underlined. (C and D) Hybridization of RNA with a tRNA-Sec-specific probe (C) and a tRNA-Lys-specific probe (D).
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Our results showed the participation of Pol II in the synthesis
of the tRNA-Sec gene in L. major, similar to what has been re-
ported in T. brucei (31). Therefore, it is likely that this might rep-
resent a more generalized feature of gene expression in trypano-
somatid species. We thus determined if the tRNA-Sec gene of T.
cruzi is also trans spliced and polyadenylated. As predicted, se-
quence analysis of several clones obtained by 5=-RACE and RT-
PCR assays demonstrated the presence of the miniexon 95 bases
upstream of the tRNA-Sec gene and the presence of a poly(A) tail
between 36 and 39 bases downstream of the tRNA-Sec gene (Fig.
1B and 2E). Thus, the participation of Pol II in transcription of the
tRNA-Sec genes seems to be a hallmark of trypanosomatids.

The results of the experiments described above demonstrate
the participation of Pol II in transcription of the tRNA-Sec gene in
L. major. However, they do not exclude the possibility that the
tRNA-Sec gene can be also transcribed by Pol III, considering that
putative Pol III internal promoter elements are present in this
gene. As mentioned above, two clones obtained in the 5=-RACE
assay contained sequences that extended 5 and 9 bases upstream of
the tRNA-Sec; since Pol III transcription of tRNAs usually starts a
few nucleotides upstream of the tRNA gene, it is possible that
these clones represent Pol III transcription start sites. Moreover,
sequence analysis of the downstream region of tRNA-Sec showed
the presence of two runs of 4 T residues separated by a CC se-
quence (Fig. 2B), a typical sequence that is associated with the
termination of transcription by Pol III. Thus, to determine the
presence of clones that end within the runs of T residues located
downstream of the tRNA-Sec gene, RT-PCR was performed with
total RNA that was poly(A) tailed in vitro. Interestingly, some
clones were found to end within the first run of T residues (data
not shown), suggesting the participation of Pol III in transcription
of the tRNA-Sec gene in L. major. Transcription of tRNA-Sec
genes in vertebrates is regulated by three sequence elements lo-
cated upstream of the gene: a TATA box at about position �30, a
proximal sequence element located at about position �70, and an
activator element located at position �200 (28). These promoter
elements are not contained in the upstream region of the tRNA-
Sec gene in L. major. However, we found a consensus box B (GG
TTCGATTCC) located 34 bases upstream of the tRNA-Sec gene
and a box A-like sequence (TGGCTGCAACGG) located 74 bases
upstream of the gene (Fig. 2B). These sequence elements are not
present in the tRNA-Sec genes from T. brucei and T. cruzi (Fig. 2E
and data not shown).

Nuclear run-on analysis of the tRNA-Sec locus. In order to
analyze nascent transcripts from the tRNA-Sec gene and several
protein-coding genes from the same polycistronic unit on chromo-
some 6, a nuclear run-on assay was carried out (Fig. 3A). The Pol II
genes analyzed were LmjF.06.0360, LmjF.06.0350, LmjF.06.0340,
LmjF.06.0260, LmjF.06.0210, LmjF.06.0200, and LmjF.06.0110.
The LmjF.06.0370 gene, from the adjacent PGC, was also analyzed.
As controls, several Pol III genes (tRNA-Asp, tRNA-Phe, tRNA-
Pro, tRNA-Tyr, and 5S rRNA), as well as the 18S rRNA gene,
which is transcribed by Pol I, were included.

As shown in Fig. 3A, the intensity of the signal obtained with
the tRNA-Sec gene was stronger than that obtained with the pro-
tein-coding genes that form part of the same polycistronic unit.
Moreover, the tRNA-Sec signal was very similar to that observed
with other tRNAs and 5S rRNA. The experiment was repeated five
more times, and the results obtained each time were very similar.
On average, the signal of the tRNA-Sec gene was �3.1 times

higher than that of the genes that are located directly upstream
and downstream of the tRNA-Sec gene and that are part of the
same polycistronic unit (Fig. 3B and C). Although the lengths of
the three probes analyzed in the experiment whose results are
presented in Fig. 3B and C were very similar (524, 547, and 503 bp
for tRNA-Sec, LmjF.06.0200, and LmjF.06.0210, respectively), the
hybridization signals were divided by the probe length. The G�C
contents of the three fragments were also very similar: 60.6, 68.1,
and 63.2% for tRNA-Sec, LmjF.06.0200, and LmjF.06.0210, re-
spectively. Thus, these results suggest that tRNA-Sec has another
source of transcription, most likely Pol III.

As the promoter sequences for Pol III are located within the
coding region, with or without some upstream elements, we
wanted to assess if the transcription of tRNA-Sec is initiated at or
near its locus. Therefore, we irradiated cells with different UV
doses in order to arrest transcription elongation by producing
pyrimidine dimers in the DNA (41). Irradiation of cells with in-
cremental doses of UV light resulted in a progressive decrease of
nascent transcripts, as assessed by nuclear run-on analysis. As ex-
pected, the signals of the protein-coding genes and the18S rRNA
gene were progressively reduced as the UV dose was increased,
while the transcription of Pol III-dependent genes was relatively
conserved. Interestingly, the pattern of reduction in the signal
intensity of the tRNA-Sec gene was very similar to that observed
with other tRNA genes and 5S rRNA and different from the pat-
tern seen with the protein-coding genes from the same polycis-
tronic unit (Fig. 4). For example, at a UV dose of 2.5 kJ/m2, the
hybridization signals for LmjF.06.0210 and LmjF.06.0200 were re-
duced by 54% and 66% of the value for the control, respectively,
while that for the tRNA-Sec gene was reduced by only 15%, which
is similar to the 10 to 34% reduction observed with the Pol III
genes. Therefore, this result indicates that part of the transcription
of the tRNA-Sec gene originates from a promoter region located
very close to (or within) the tRNA-Sec gene.

It has been reported that Pol II and Pol III show different sen-
sitivities to �-amanitin, since low concentrations of the drug in-
hibit Pol II transcription but have little impact on Pol III tran-
scription (42, 43). Thus, to further examine the participation of
Pol II and Pol III in the transcription of the tRNA-Sec gene, nu-
clear run-on experiments were carried out with different concen-
trations of �-amanitin. As in trypanosomatids the noncoding
strands are transcribed at different levels, these experiments
were performed using single-stranded M13 DNA to analyze the
transcription of both strands of the tRNA-Sec gene indepen-
dently. As shown in Fig. 5A and B, the lowest concentration of
�-amanitin (100 �g/ml) reduced Pol II-mediated transcription of
LmjF.06.0210 and LmjF.06.0200 by 63 and 65% of the value for the
control, respectively. In contrast, the hybridization signal for the
tRNA-Sec gene was reduced by only 25%. The transcription of
tRNA-Pro, 5S rRNA, and tRNA-Tyr was reduced by 27, 28, and
31%, respectively. Overall, the inhibition curve obtained with the
tRNA-Sec gene indicates that the transcription of this gene is a
little more sensitive to �-amanitin than the transcription of Pol III
genes are but not as sensitive as the transcription of LmjF.06.0210
and LmjF.06.0200. Therefore, these results add further evidence to
support the participation of Pol III in the transcription of tRNA-
Sec in L. major. As expected, the hybridization signal was severely
reduced with the highest concentration of �-amanitin (400 �g/
ml) for all genes analyzed, with the exception of the 18S rRNA
gene. As reported before in L. major (9), the transcription of �-tu-
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bulin, which is encoded by 12 genes in this organism, was not as
sensitive to �-amanitin as the transcription of single-copy pro-
tein-coding genes. Consistent with previous findings (9), strong
antisense transcription was detected for Pol III-transcribed
genes, the tRNA-Sec gene, and the 18S rRNA gene (Fig. 5A). It
is worth noting that the antisense signals for LmjF.06.0210 and
LmjF.06.0200 were higher than those observed for most pro-
tein-coding genes on chromosomes 1, 3, and 27 (8, 9, 44).
However, the signal obtained with the empty vector control
was unusually high in these experiments.

To confirm the involvement of Pol III in the transcription of
the tRNA-Sec gene, nuclear run-on experiments were performed
with tagetitoxin, a Pol III-specific inhibitor (Fig. 6). The hybrid-
ization signal for the tRNA-Sec gene was reduced by 70%, while
the signals for tRNA-Pro and tRNA-Asp were reduced by 66 and

76%, respectively. A similar reduction was reported for tRNA
genes from chromosomes 3 and 27 in L. major (9). 5S rRNA tran-
scription was more sensitive to tagetitoxin, as it was reduced by
85%. Under the conditions used, the transcription of LmjF.
06.0210 and LmjF.06.0200 was slightly reduced by 31 and 37%,
respectively, while the transcription of the 18S rRNA was not af-
fected. Therefore, these results confirm that Pol III, in addition to
Pol II, transcribes the tRNA-Sec gene in L. major.

Are any other tRNA genes transcribed by Pol II in L. major?
In addition to tRNA-Sec, the L. major genome contains two tRNA
genes that are independent genes not associated with other Pol
III-transcribed genes and that are inserted into clusters of protein-
coding genes. The first one is a tRNA-Asp gene (LmjF.24.
TRNAASP.01), and the second one is a tRNA-Pro gene (LmjF.
24.TRNAPRO.01); these are located on different PGCs of

FIG 3 Nuclear run-on analysis of the tRNA-Sec gene. (A) (Top) Labeled nascent RNA from nuclei isolated from L. major promastigotes was hybridized to
dot blots of double-stranded DNAs (2 �g) cloned into the pGEM-T Easy vector. (Bottom) A genomic map of the protein-coding genes and the tRNA-Sec gene
from L. major chromosome 6 is shown. The locations and sizes of the DNA fragments used in the nuclear run-on assays are indicated by the lines below the map.
The Pol II genes analyzed were LmjF.06.0370, LmjF.06.0360, LmjF.06.0350, LmjF.06.0340, LmjF.06.0260, LmjF.06.0210, LmjF.06.0200, and LmjF.06.0110. Also,
several genes transcribed by Pol III (tRNA-Asp, tRNA-Phe, tRNA-Pro, tRNA-Tyr, and 5S rRNA), as well as the 18S rRNA gene (transcribed by Pol I), were
included. As a control, an empty vector (pG) was also analyzed. (B) Hybridization signals for LmjF.06.0210, LmjF.06.0200, and tRNA-Sec from five independent
nuclear run-on experiments. (C) Relative rates of transcription for LmjF.06.0210, LmjF.06.0200, and tRNA-Sec. The dots shown in panel B were quantified and
plotted, with the signal obtained with LmjF.06.0210 considered to be 100%. Hybridization signals were divided by the probe length. One-way analysis of variance
was performed with the data (F2 	 13.7; P 
 0.001); multiple comparisons by the Holm-Sidak method indicated that the values are significantly different between
tRNA-Sec and LmjF.06.0200 (t 	 4.46; P 	 0.002) and between tRNA-Sec and LmjF.06.0210 (t 	 4.60; P 	 0.002).
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chromosome 24 (21). To explore the possibility that these two
tRNA genes are transcribed by Pol II as part of polycistronic clus-
ters, 5=-RACE assays were performed under conditions similar to
those used for the tRNA-Sec genes from L. major and T. cruzi.
Sequencing of dozens of clones showed that none of them con-
tained the miniexon. The majority of the clones started at the 5=
end of the mature tRNA, but some of them were shorter. A note-
worthy finding was that some of them contained sequences that
extended 4 to 5 bases upstream of the tRNA gene, which may
represent Pol III transcription start sites. The experiment was re-
peated several times using different conditions, but the results
obtained were the same. Therefore, these results suggest that the
single tRNA-Asp and tRNA-Pro genes located on chromosome 24
of L. major are not transcribed by Pol II. Consequently, the fact
that a single tRNA gene is inserted into a PGC does not seem to be
the only requirement for the participation of Pol II in its synthesis.
Nevertheless, we cannot rule out the possibility that these two
tRNA genes are transcribed by Pol II and that miniexon-contain-
ing transcripts are processed very rapidly, so that we were not able
to detect them. Alternatively, it is also possible that other uniden-
tified genes transcribed by Pol III are located in the proximities of
the tRNA-Asp and tRNA-Pro genes, so that they are not actually
single genes but part of clusters of Pol III genes. The intergenic

regions that flank these genes are large enough to contain other
Pol III genes (3,212 and 654 bp for the tRNA-Pro gene and 390 and
1,642 bp for the tRNA-Asp gene).

DISCUSSION

It has been shown that the transcription of tRNA-Sec genes is
different from the transcription of other tRNA genes in several
species analyzed. L. major is not the exception, since the data pre-
sented here show that the tRNA-Sec gene in this protozoan para-
site is transcribed by both Pol II and Pol III. The tRNA-Sec gene is
located inside a polycistronic unit on chromosome 6, and Pol II
transcribes it as if it were a protein-coding gene. Consequently,
some transcripts of the tRNA-Sec gene contain the miniexon at
the 5= end and a poly(A) tail at the 3= end, just like the mRNAs
synthesized from the protein-coding genes that flank the tRNA-
Sec gene. A characteristic AG dinucleotide was recognized as the
miniexon addition site in the tRNA-Sec transcript from L. major
(Fig. 2B), and pyrimidine-rich regions were located between the
polyadenylation region of LmjF.06.0210 and the miniexon addi-
tion site of tRNA-Sec and between the polyadenylation region of
tRNA-Sec and the miniexon addition site of LmjF.06.0200, indi-
cating that typical signals regulate the processing of the polycis-
tronic transcript of the L. major tRNA-Sec gene. In T. cruzi, the

FIG 4 Effect of UV irradiation on transcription of the tRNA-Sec locus. (A) Results of nuclear run-on assays carried out with nuclei isolated from promastigotes
that were irradiated with UV light at three different intensities (1.25, 2.5 and 5 kJ/m2, as indicated below each panel). After irradiation, cells were incubated for
1.5 h at 28°C to allow the clearing of RNA polymerases engaged prior to irradiation. The genes analyzed were the same ones indicated in the legend to Fig. 3A. (B)
The results shown in panel A and from an independent experiment were quantified, and the transcription signal for each gene relative to that for the nonirradiated
control was plotted against UV dose. Values represent the means of two experiments.
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tRNA-Sec genes are also inserted into a Pol II polycistronic unit,
and our data show that their transcripts are processed by trans
splicing and polyadenylation, as has been reported for the tRNA-
Sec genes in T. brucei (31). Hence, the involvement of Pol II in
the transcription of tRNA-Sec genes seems to be a hallmark of
trypanosomatids.

Several lines of evidence indicate that Pol III, in addition to Pol
II, participates in transcription of the tRNA-Sec gene in L. major:
(i) 5=-RACE and RT-PCR analysis showed the presence of tran-
scripts whose sequences extended 5 to 9 bases upstream of the
tRNA-Sec gene and transcripts that terminated in the T-residue
tract located immediately downstream of the gene; these tran-
scripts correspond to typical tRNA initiation and termination
sites, respectively; (ii) in nuclear run-on analysis, the intensity of
the signal observed with the tRNA-Sec gene was stronger than that
obtained with the protein-coding genes that form part of the same
polycistronic unit, and the signal of the tRNA-Sec gene was very
similar to that observed with other tRNAs and 5S rRNA; (iii) nu-
clear run-on experiments with UV-irradiated cells showed that
part of the transcription of the tRNA-Sec gene originates from a
promoter region located very close to (or within) the tRNA-Sec
gene; (iv) the �-amanitin inhibition curve for the tRNA-Sec gene

is more similar to the one observed for Pol III genes than to the one
observed for Pol II genes; (v) nuclear run-on experiments with
tagetitoxin demonstrated that hybridization signals for the tRNA-
Sec gene and other tRNA genes were decreased to similar levels (66
to 76%), while transcription of LmjF.06.0210 and LmjF.06.0200
was slightly affected; and (vi) previously reported data obtained by
chromatin immunoprecipitation with microarray technology
showed the presence of a TATA-binding protein (TBP) enrich-
ment peak in the tRNA-Sec region (45); TBP peaks were present
on all Pol III-transcribed genes but not on snoRNA genes, which
are polycistronically transcribed by Pol II with the neighboring
protein-coding genes (45); although the TBP signal peak found in
the region of the tRNA-Sec gene is not as high as the signals found
in tRNA gene clusters, it clearly shows the binding of TBP to the
tRNA-Sec gene. In T. brucei it has been shown that TBP (TRF4) is
part of Pol III transcription factor TFIIIB (as well as a Pol II tran-
scription factor complex that includes SNAPc and TFIIA) (46).

It has been suggested that the signal observed in a nuclear
run-on assay partially represents RNA abundance, as well as the
transcription rate, reflecting the rapid rate of processing in Leish-
mania, and that factors such as the size and the G�C content of
the fragment and the secondary structure within the RNA may

FIG 5 �-Amanitin sensitivity of tRNA-Sec gene transcription. (A) Nuclear run-on RNA was radiolabeled in the presence of different doses of �-amanitin (0, 100,
200, and 400 �g/ml) and hybridized to filters containing single-stranded DNAs of tRNA-Sec, LmjF.06.0210, and LmjF.06.0200. The genes used as controls were
tRNA-Tyr, tRNA-Pro, 5S rRNA (Pol III), �-tubulin (TUB; Pol II), 18S rRNA (Pol I), and the mp18 vector with no insert (M13). Lanes S, DNA complementary
to the sense strand; lanes A, DNA complementary to the antisense strand. (B) Signals obtained with DNA complementary to the sense strand in panel A and from
an independent experiment were quantified relative to the signal for the control (�-amanitin dose, 0 mg/ml) and plotted against the �-amanitin dose. Values
represent the means from two experiments. All RNA levels were normalized to the level of 18S rRNA.
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also contribute to the observed differences in hybridization signals
between fragments (8). However, the fact that the signals obtained
with the tRNA-Sec gene were reproducibly higher than those ob-
tained with other genes from the same polycistronic unit and the
observation that the signals obtained with Pol III genes and tRNA-
Sec gene are comparable (Fig. 3) strongly indicate that Pol III is
also involved in transcription of the tRNA-Sec gene in L. major.

In T. brucei, tRNA-Sec precursors that contain the miniexon
and a poly(A) tail require further processing to create the mature
tRNA-Sec (31). At present, we do not know whether the tRNA-Sec
transcripts that contain the miniexon and a poly(A) tail in L. major
are additionally processed to originate mature tRNA-Sec, as in T.
brucei, or whether they are degraded. The question of why in T.
brucei the tRNA-Sec gene is transcribed only by Pol II while in L.
major it is transcribed by both Pol II and Pol III then arises. As T.
brucei contains two tRNA genes, it is possible that Pol II transcrip-
tion of these genes generates the levels of tRNA-Sec that the cell
requires, while L. major, which has a single tRNA-Sec gene, might
need the additional participation of Pol III to obtain higher levels
of tRNA-Sec. Since the tRNA-Sec genes in both species contain
identical internal boxes A and B and they contain a T-residue tract
at the 3= end of the genes, it is possible that the upstream box B and
box A-like elements, which are not found in T. brucei, help recruit
Pol III to the tRNA-Sec gene in L. major.

To our knowledge, this is the first report of a gene transcribed
by more than one RNA polymerase in trypanosomatids. Only a
few examples have been reported in other organisms. A recent
study of human cells by chromatin immunoprecipitation se-
quencing revealed that the gene encoding the H1 RNA (a compo-
nent of RNase P), which is considered a type 3 Pol III gene, can be
transcribed by either Pol III or Pol II in vivo (47). This gene con-
tains a T-residue tract, which is the typical Pol III termination
signal, and a 3= box, a Pol II termination signal present on

snRNAs. Most transcripts that were detected ended at the T-resi-
due tract, suggesting that the RNA transcribed by Pol II is highly
unstable. Another example is the human c-myc promoter, which
is transcribed by Pol II and Pol III in vitro and in vivo (48). Also, it
was recently reported in human that Pol III is able to accurately
initiate transcription from Pol II core promoters in in vitro tran-
scription assays (49). The ratio of DNA template to nuclear extract
determines whether Pol II, Pol III, or both enzymes start tran-
scription from the Pol II promoter, indicating that polymerase
specificity is not constant but instead depends on transcription
conditions (49). Another study in S. cerevisiae yeast showed that
Pol II transcribes two sequences found in the promoter and the
terminator regions of the rRNA genes that overlap the sequences
of the 35S rRNA precursor transcribed by Pol I (50). Inhibition of
Pol II transcription decreases Pol III transcription of the 5S rRNA
gene. Thus, these findings reveal a complex relationship among all
three RNA polymerases in the rRNA loci from yeast (50).

Together, our data support the conclusion that the tRNA-Sec
gene in L. major is transcribed by Pol II and by Pol III. It would be
interesting to measure the ratio of Pol II and Pol III transcripts and
to explore if such a ratio changes in different stages of L. major
growth or under different growth conditions. Our results suggest
that the tRNA-Sec gene in T. cruzi is transcribed by Pol II. It
remains to be investigated whether it is also transcribed by Pol III,
as in L. major, or if it is transcribed only by Pol II, as in T. brucei.
Similar to the situation in other organisms, the relationship be-
tween Pol II and Pol III in trypanosomatids seems to be more
complex than was originally estimated. Further investigations are
required to gain insight into this very important area of gene ex-
pression.
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APÉNDICE II: Mapa del vector pGEM-T Easy (Promega) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secuencia del sitio de clonación múltiple del vector 
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APÉNDICE III: Mapa del vector M13mp18 y M13mp19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secuencia del sitio de clonación múltiple de M13mp18. La diferencia en la secuencia entre M13mp18 y 

M13mp19 radica en el sitio de clonación múltiple. El de M13mp19 corresponde al reverso complementario del 

mostrado arriba 
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APÉNDICE IV: Repetición del experimento de run-on con células irradiadas con luz UV 
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APÉNDICE V: Repetición del experimento de run-on con α-amanitina 
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APÉNDICE VI: Repetición del experimento de run-on con tagetitoxina 
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Abstract
Background: The protozoan pathogens Leishmania major, Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi (the
Tritryps) are parasites that produce devastating human diseases. These organisms show very unusual mechanisms
of gene expression, such as polycistronic transcription. We are interested in the study of tRNA genes, which are
transcribed by RNA polymerase III (Pol III). To analyze the sequences and genomic organization of tRNA genes
and other Pol III-transcribed genes, we have performed an in silico analysis of the Tritryps genome sequences.

Results: Our analysis indicated the presence of 83, 66 and 120 genes in L. major, T. brucei and T. cruzi, respectively.
These numbers include several previously unannotated selenocysteine (Sec) tRNA genes. Most tRNA genes are
organized into clusters of 2 to 10 genes that may contain other Pol III-transcribed genes. The distribution of genes
in the L. major genome does not seem to be totally random, like in most organisms. While the majority of the
tRNA clusters do not show synteny (conservation of gene order) between the Tritryps, a cluster of 13 Pol III
genes that is highly syntenic was identified. We have determined consensus sequences for the putative promoter
regions (Boxes A and B) of the Tritryps tRNA genes, and specific changes were found in tRNA-Sec genes. Analysis
of transcription termination signals of the tRNAs (clusters of Ts) showed differences between T. cruzi and the
other two species. We have also identified several tRNA isodecoder genes (having the same anticodon, but
different sequences elsewhere in the tRNA body) in the Tritryps.

Conclusion: A low number of tRNA genes is present in Tritryps. The overall weak synteny that they show
indicates a reduced importance of genome location of Pol III genes compared to protein-coding genes. The fact
that some of the differences between isodecoder genes occur in the internal promoter elements suggests that
differential control of the expression of some isoacceptor tRNA genes in Tritryps is possible. The special
characteristics found in Boxes A and B from tRNA-Sec genes from Tritryps indicate that the mechanisms that
regulate their transcription might be different from those of other tRNA genes.
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Background
The parasites Leishmania major, Trypanosoma brucei and
Trypanosoma cruzi, referred together as Tritryps, are
trypanosomatid protozoa that cause deadly human dis-
eases known as leishmaniasis, African sleeping sickness
and Chagas disease, respectively. Collectively, these path-
ogens cause millions of deaths in developing countries in
tropical and subtropical regions of the world. Analyses of
the recently reported genomic sequences of the Tritryps
revealed a striking feature: their genomes are organized
into large directional gene clusters, i.e. tens-to-hundreds
of protein-coding genes arranged sequentially on the
same strand of DNA [1-3]. Transcription of the gene clus-
ters is polycistronic, and mature mRNAs are generated
from long precursors by trans-splicing and polyadenyla-
tion [4,5]. Most chromosomes contain at least two poly-
cistronic gene clusters (PGCs), which can be either
divergently transcribed (towards the telomeres) or conver-
gently transcribed (away from the telomeres). Chromo-
some 3 from L. major contains two convergent PGCs (of
67 and 45 genes) that are separated by a tRNA gene. Inter-
estingly, Pol II-transcription of both PGCs terminates
within the tRNA-gene region [6]. The L. major nuclear
genome is distributed among 36 relatively small chromo-
somes that range from 0.28 to 2.8 Mb. T. cruzi possesses
~28 medium-sized chromosomes, while T. brucei has 11
large chromosomes. Regardless of having diverged more
than 200 million years ago, the genomes of trypanosoma-
tids show a remarkable conservation of gene order (syn-
teny) [7].

We are interested in the study of transcription by RNA
polymerase III (Pol III), which produces small essential
RNA molecules, such as tRNA [8]. All tRNAs have
sequences of 74–95 bases that fold into a characteristic
cloverleaf secondary structure with four constant arms.
The acceptor arm binds to a particular amino acid, speci-
fied by the anticodon triplet located in the anticodon arm.
The anticodon is complementary to an mRNA codon, spe-
cific for the amino acid carried by the tRNA. Therefore,
tRNAs serve as adaptor molecules that mediate the trans-
fer of information from nucleic acid to protein [9]. Organ-
isms must have at least one tRNA for each of the 20 amino
acids. Because different types of relaxed base pairings are
allowed at the "wobble" position of the anticodon, certain
tRNAs (known as isoacceptors) can read two or more syn-
onymous codons differing by the third base. Conse-
quently, cells do not carry tRNAs with anticodons
complementary to all of the 61 possible codons in the
genetic code. Interestingly, several organisms contain a
large proportion of tRNA genes that have the same antico-
don sequence, but differences elsewhere in the tRNA body
[10]. The number of these tRNA genes, called isodecoders,
varies from very low (10 in yeast) to very high (225–246)

in chimp and human. Thus, the diversity of tRNA genes is
higher than originally thought [10].

Most organisms usually contain several hundred tRNA
genes distributed randomly over their entire genome. One
of the distinctive features of most genes transcribed by Pol
III is that their promoter sequences are located within the
transcribed region. In the case of tRNA genes, the pro-
moter consists of two conserved elements: Boxes A and B.
While Box A is normally positioned close to the transcrip-
tion start site, the location of Box B is variable, partly
because some tRNAs have short introns within the coding
region [8,11].

Here we report the in silico analysis of tRNA genes in
trypanosomatids. We found that, unlike in most other
organisms, the distribution of genes in the genomes of L.
major and T. brucei does not seem to be totally random,
being confined to a subset of chromosomes. In addition,
14 out of 39 convergent strand-switch regions found in L.
major contain at least one tRNA gene, which suggests that
the use of tRNA genes as signals for termination of tran-
scription of PGCs might be a common process in this par-
asite. Our analysis also indicated that the majority of the
tRNA clusters do not show conservation of gene order
among Tritryps. Analysis of the putative transcription ter-
mination signals in all the tRNA genes showed an average
of 5 Ts (+/- 1) in L. major and T. brucei, and 6 Ts (+/- 2) in
T. cruzi. Also, special features were found in promoter ele-
ments from tRNA-Sec genes from Tritryps. Finally, we
have identified several tRNA isodecoder genes in the Trit-
ryps.

Results and discussion
Number of tRNA genes
Analysis of the GeneDB databases from L. major, T. brucei
and T. cruzi (Tritryps) revealed the presence of 82, 65 and
115 tRNA genes, respectively (see Table 1 and Additional
File 1). By using the tRNAscan-SE program, we confirmed
the identity of all the annotated tRNA genes in L. major
(Fig. 1). However, we found a few discrepancies in the T.
brucei and T. cruzi annotated genomes. In the case of T.
brucei, it was observed that the tRNA-Sec (Tb04_tRNA-
SeC1) gene annotated on chromosome 4 actually corre-
sponds to the sRNA76 (see cluster chr04-V in Fig. 2),
which is a tRNA-like molecule that associates to the 7SL
RNA in trypanosomatids [12]. By doing a search of the T.
brucei genome with the tRNA-Sec gene sequence reported
previously [13], we located two copies of the genuine gene
on chromosome 9 (see clusters chr09-II-III in Fig. 2). One
of these tRNA genes is located within an open reading
frame (ORF), annotated as a "hypothetical protein,
unlikely" (Tb09.160.1080). We also identified one tRNA-
Sec gene in L. major (see cluster chr06 in Fig. 1). Interest-
ingly, eight tRNA-Sec genes were found in the T. cruzi
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genome (see Additional File 1); they all are organized as
independent genes, not clustered with other Pol III genes
(data not shown). The tRNA-Sec is a component of a
translational mechanism that reads UGA (normally a stop
codon) as a selenocysteine codon in selected mRNAs that
contain a specific cis-acting RNA regulatory sequence in
their 3' untranslated regions (3'-UTRs) [14]. The presence
of selenoproteins, and all the machinery required for its
synthesis, has been demonstrated in L. major and T. cruzi
[13,15].

In T. cruzi, it was found that three tRNA genes annotated
as Val-CAC (Tc00.1047053457717.10, Tc00.1047053483
321.10 and Tc00.1047053506321.220) do not seem to
correspond to the assigned amino acid (or to any other).

They showed only 61% identity with
Tc00.1047053506459.249, which we consider is the
"real" tRNA-Val-CAC gene, since it is 100% identical to
the tRNA-Val-CAC gene from T. brucei (and shows 98%
identity to its orthologue in L. major). Interestingly, we
observed that they show 75% identity to the sRNA76 from
T. brucei (data not shown), which suggests that they might
actually encode the orthologue of this gene in T. cruzi.
Alternatively, they may correspond to tRNAs with unde-
termined or unknown type. tRNA genes with undeter-
mined type have been found in several species, including
Caenorhabditis elegans, yeast and human, and their func-
tion is unknown. Additionally, Tc00.1047053507579.16,
annotated as an Ile-TAT gene, seems to be a pseudogene
(or an undetermined tRNA); since it shows only 22%

Organization of tRNA genes in L. majorFigure 1
Organization of tRNA genes in L. major. The 83 tRNA genes found in the genome of the parasite are shown in orange. 
The predicted anticodons are indicated in parentheses. 5S rRNA, snRNA and 7SL genes are shown in green, purple and gray, 
respectively. Genes are drawn to scale, and the sizes of intergenic regions are indicated (in base pairs). Protein-coding genes 
that flank Pol III-transcribed genes are shown in blue (not to scale). The tRNA-Sec gene on chromosome 6 is located at posi-
tions 69,586 to 69,673, in the complement strand. Putative pseudogenes are not shown. For practical purposes, we regarded 
protein-coding genes as the limits of a particular Pol III locus. For that reason, we considered cluster chr09-II, III as two inde-
pendent Pol III loci. More of such cases are shown in Fig. 2.
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identity to the other two annotated Ile-TAT genes in T.
cruzi (Tc00.1047053504427.231 and
Tc00.1047053508043.11) (data not shown). Also, we
identified an extra copy of tRNA-Ala-TGC on contig 8001
(see Additional File 1).

Thus, our analysis indicates the presence of 120 tRNA
genes in T. cruzi, excluding four genes that might be unde-
termined tRNAs or encode orthologues of the sRNA76,
and including the eight tRNA-Sec genes and the tRNA-Ala-
TGC gene (Table 1 and Additional File 1). In T. brucei the
number of identified tRNA genes is 66, including the two
newly identified tRNA-Sec genes and excluding the gene
of the sRNA76 orthologue (Fig. 2 and Table 1). In L. major
there are 83 tRNA genes (Fig. 1 and Table 1), in addition
to a pseudogene that we do not include in our analyses.
The number of tRNA genes in trypanosomatids is rela-
tively low, considering that eukaryotic organisms usually
contain several hundred tRNA genes. For instance, C. ele-

gans has 568 tRNA genes, Homo sapiens presents 497 tRNA
genes and Saccharomyces cerevisiae contain 271 tRNA genes
[9,10]. In an extreme case, Danio rerio (zebra fish) has
~6000 predicted tRNA genes. On the other hand, the
microsporidian parasite Encephalitozoon cuniculi has only
44 tRNA genes. Bacterial genomes usually have between
29 and 167 tRNA genes in their genomes [9,10].

tRNA genes from eukaryotes typically contain introns,
which are usually located between bases 37 and 38 of the
anticodon loop. Archaeal tRNA genes also have introns
that can be found at the same location of the anticodon
loop or in other regions of the tRNA gene. The size of
introns is variable, ranging from 7 to 121 bases [9]. In bac-
terial genomes, a very small number of tRNA-gene introns
have been reported, but they correspond to self-splicing
introns (group I autocatalytic introns). Analysis of the
tRNA genes in Tritryps indicated that only the tRNA-Tyr
genes contain an intron; which was previously reported in

Organization of tRNA genes in T. bruceiFigure 2
Organization of tRNA genes in T. brucei. The 66 tRNA genes, distributed into 23 loci, are indicated in orange. The pre-
dicted anticodons are shown in parentheses. snRNA and 7SL genes are shown in purple and gray, respectively. The sRNA76 
(misannotated in GeneDB as a tRNA-Sec gene) is shown as a stripped box in locus chr04-V. The two tRNA-Sec genes that we 
found are located in loci chr09-II, III (at positions 505,606 to 505,693 and 509,443 to 509,530 of chromosome 9). The gene 
from locus chr09-II overlaps a putative Pol II gene (Tb09.160.1080, dotted blue box), annotated as hypothetical protein 
(unlikely). Also, the tRNA-Gly from locus chr09-I overlaps a putative Pol II gene (Tb09.211.4080, dotted blue box), annotated 
as hypothetical protein (unlikely). The U5 snRNA gene (locus chr10-II) also overlaps a Pol II gene (Tb10.6k15.2990, sequence 
orphan), but located on the opposite strand. Genes are drawn to scale, and the sizes of intergenic regions are indicated (in 
base pairs). Protein-coding genes that flank Pol III-transcribed genes are shown in blue (not to scale). In locus chr08-V, the Leu-
TAA gene (Tb_08_TRNA_Leu_2) and the first Gln-CTG gene (Tb_08_TRNA_Gln_2) are annotated in the wrong (opposite) 
strand in GeneDB. Maps of an incomplete repertoire of tRNA genes from T. brucei were previously reported [16].
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Table 1: Repertoire of tRNA genes and codon usage in Tritryps.

Amino acid Codon tDNA 
anticodon

L. major gene 
copy number

T. brucei gene 
copy number

T. cruzi gene 
copy number

Anticodon2 L. major 
Codon usage 

%

T. brucei 
Codon usage 

%

T. cruzi 
Codon usage 

%

Ala GCT AGC 2 2 2 (98%) 1 IGC 1.83 2.08 1.61
GCC GGC 0 0 0 3.61 1.82 1.62
GCA TGC 1 1 2 (97%)1 UGC 2.02 2.32 2.16
GCG CGC 2 2 (97%) 1 2 CGC 3.62 2.07 2.36

Arg CGT ACG 4 3 4 (98%) 1 ICG 1.05 1.59 1.60
CGC GCG 0 0 0 3.18 1.45 1.75
CGA TCG 1 1 2 UCG 0.73 0.9 1.58
CGG CCG 1 1 2 CCG 1.38 1.21 1.85
AGA TCT 1 1 2 UCU 0.27 0.68 1.56
AGG CCT 1 1 2 CCU 0.55 1 1.86

Asn AAT ATT 0 0 0 GUU 0.53 1.82 1.37
AAC GTT 3 2 4 2.07 1.92 1.45

Asp GAC GTC 3 2 2 GUC 3.42 2.27 1.60
GAT ATC 0 0 0 1.44 2.81 1.57

Cys TGT ACA 0 0 0 GCA 0.42 1.09 1.78
TGC GCA 1 2 2 1.46 1.13 2.34

Gln CAA TTG 1 1 2 UUG 0.76 1.69 1.66
CAG CTG 3 2 4 CUG 3.32 2.1 1.8

Glu GAA TTC 1 1 1 UUC 1.14 3.17 2.17
GAG CTC 2 2 4 (95%) 1 CUC 3.32 3.81 2.21

Gly GGT ACC 0 0 0 GCC 1.25 2.27 1.51
GGC GCC 4 3 4 3.36 1.49 1.95
GGA TCC 1 1 2 UCC 0.64 1.56 2.16
GGG CCC 1 1 2 CCC 1.19 1.39 1.64

His CAT ATG 0 0 0 GUG 0.65 1.13 1.37
CAC GTG 2 1 4 (98%) 1 2.04 1.3 1.64

Ile ATT AAT 3 2 4 IAU 0.82 1.9 1.42
ATC GAT 0 0 0 1.88 1.16 1.10
ATA TAT 1 1 2 UAU 0.27 1 0.75

Leu TTA TAA 1 1 2 UAA 0.16 0.98 0.89
TTG CAA 1 1 2 CAA 1.1 1.96 2.33
CTT AAG 3 1 4 IAG 1.11 2.23 1.59
CTC GAG 0 0 0 2.5 1.56 1.27
CTA TAG 1 1 2 UAG 0.47 0.82 0.54
CTG CAG 2 1 2 CAG 3.83 1.85 1.95

Lys AAA TTT 1 1 2 UUU 0.54 2.06 1.94
AAG CTT 3 3 4 CUU 2.78 2.66 1.88

Met ATG CAT 4 3 6 CAU 2.25 2.34 2.12

Phe TTT AAA 0 0 0 GAA 1.04 2.05 2.17
TTC GAA 2 2 4 1.91 1.59 1.49

Pro CCT AGG 2 1 2 IGG 0.86 1.11 1.05
CCC GGG 0 0 0 1.24 1.11 1.03
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T. brucei [16]. The intron is 11 bases long in L. major and
T. brucei, and 13 bases long in T. cruzi; and as in other
organisms, it is located between bases 37 and 38 (data not
shown). Thus, introns are very rare in Tritryps, not only in
protein-coding genes, but also in tRNA genes.

Isoacceptor tRNA species
Analyses of the anticodon sequences of the tRNA genes in
Tritryps showed the presence of 46 isoacceptor types in
each of the three species (Table 1) [17]. These 46 isoaccep-
tor types are able to read the 61 codons that specify the
canonical amino acids, in addition to Sec, the 21st amino
acid. The number of isoacceptor species found in Tritryps
is similar to that found in other organisms (from 41 to 55
isoacceptors) [10]. It is important to mention that the two
methionine isoacceptors, the initiator and elongator, have
been identified (see below), but for practical purposes
these two isoacceptors will be considered as one.

Sixteen anticodons were not found in the tRNA genes of
trypanosomatids, even though their corresponding
codons are present in the protein-coding genes of these
organisms [17]. For example, the tRNA with anticodon
Ile-GAU is not present in the genome of trypanosomatids,

but the codon AUC is present in their protein sequences
(Table 1). As mention above, this is possible because
some tRNAs are able to recognize more than one codon
by allowing flexible base-pairing between the first nucle-
otide of the anticodon and the third position of the codon
(tRNA wobble recognition). Analysis of the data shown in
Table 1 indicates that C3 or U3 in the codon are recog-
nized by G1 or A1 of the anticodon (A is converted to the
nucleotide inosine in the mature tRNA, which can pair
with U3 or C3 in the codon). Thus, trypanosomatids use
the A1- or G1-sparing strategy as a decoding mode [9].
This anticodon-choice pattern is similar to that of other
eukaryotes such as C. elegans, H. sapiens and A. thaliana.
Other eukaryotic organisms, like yeast and D. mela-
nogaster, use the A1- or G1 and C1-sparing strategy [9]. As
observed previously [17], the spared anticodons are used
equally, since 50% (8/16) of the U3 and C3 codons are
read by A1 (or I1) and the remaining 50% are read by G1.
In most four-fold degenerate codon families (i.e. Leu, Val,
Ser, Pro, Thr, Ala and Arg, but not Gly) A1 reads the
codons containing U3 and C3, since the corresponding
tRNAs with G1 are not present in the Tritryps. We found
the same for the Ile family, which contains three codons.
On the other hand, all the two-fold degenerate families

CCA TGG 1 1 2 UGG 1.05 1.39 1.44
CCG CGG 2 1 2 CGG 2.61 1.18 1.57

Ser TCT AGA 1 1 2 IGA 1.02 1.26 1.37
TCC GGA 0 0 0 1.69 1.25 1.24
TCA TGA 1 1 2 (98%) 1 UGA 0.73 1.35 1.41
TCG CGA 1 1 2 CGA 2.17 1.16 1.2
AGT ACT 0 0 0 GCU 0.73 1.51 1.21
AGC GCT 2 (98%) 1 2 2 2.6 1.35 1.60

Thr ACT AGT 3 1 2 IGU 0.68 1.3 1.13
ACC GGT 0 0 0 1.77 1.21 1.18
ACA TGT 1 1 2 UGU 1.04 1.74 1.74
ACG CGT 2 1 2 CGU 2.48 1.48 1.98

Trp TGG CCA 1 1 2 CCA 1.07 1.09 2.33

Tyr TAT ATA 0 0 0 GUA 0.4 1.13 0.84
TAC GTA 3 1 2 1.99 1.41 1.04

Val GTT AAC 2 2 2 IAC 0.86 2.29 1.49
GTC GAC 0 0 0 1.92 1.14 1.26
GTA TAC 1 1 2 UAC 0.54 1.26 0.83
GTG CAC 2 1 1 CAC 3.82 2.87 2.65

SeC TGA TCA 1 2 8

TOTAL 83 66 120

1 One isodecoder tRNA was identified in L. major, one in T. brucei and six in T. cruzi. The percentage of identity between isodecoders is shown 
between parentheses. The rest of the genes with the same anticodon are 100% identical.
2 Underlined anticodons are those that recognize more than one codon; for exemple, the Tyr anticodon GUA recognizes two codons, TAT and 
TAC, since anticodon Tyr-AUA is missing in trypanosomatids. A1 of the anticodon is modified to inosine (I).

Table 1: Repertoire of tRNA genes and codon usage in Tritryps. (Continued)
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use G1 to read U3 or C3, given that the tRNAs with A1 are
missing. The families that use this strategy are: Asn, Asp,
Cys, Gly (although it is fourfold-degenerated), His, Phe,
Ser (AGU and AGC codons) and Tyr.

The genomes of L. major, T. brucei and T. cruzi contain
four, three and six tRNA-Met genes, respectively [16,17].
Further analysis of these genes indicated that in L. major
two of them (LmjF09.TRNAMET.01 and
LmjF36.TRNAMET.01) correspond to initiator tRNAs
(iMet) and two (LmjF11.TRNAMET.01 and
LmjF34.TRNA.01) correspond to the elongator form
(eMet) (Fig. 3). In T. brucei, one iMet
(Tb10_tRNA_Met_1) and two eMet genes
(Tb04_tRNA_Met_1, Tb04_tRNA_Met_2) were found,
although only one of each type was previously reported
[16]. Finally, two iMet (Tc00.1047053508231.92,
Tc.00.1047053506251.88) and four eMet genes

(Tc00.1047053504055.87, Tc00.1047053504055.91,
Tc00.1047053506435.327 and
Tc00.1047053506435.345) were located in T. cruzi. As
shown in Fig. 3, the two types of tRNA-Met possess spe-
cific features, and most of them were found in the genes
from the Tritryps. One of the main characteristics is the
highly conserved A:T base pair that is present in all tRNA-
iMet in eukaryotes at position A1:U72 (A1:U71 in Tritr-
yps), whereas a G:C pair is found in tRNA-eMet [9]. In
yeast, it has been reported that the A1:U72 base pair is the
most important determinant for a tRNA-Met to play the
role of iMet, since it is necessary for binding to Initiation
Factor 2 (eIF2) [18]. When this sequence is mutated, the
tRNA-iMet is able to bind to Elongation Factor Tu (EF-Tu)
and participates in translation elongation. It is likely that
this base pair has a similar function in trypanosomatids.

Secondary structures of initiator and elongator tRNA-Met in L. majorFigure 3
Secondary structures of initiator and elongator tRNA-Met in L. major. Important features for iMet and eMet tRNAs 
function are indicated. These two molecules correspond to class I tRNAs. The secondary structure of a class II tRNA (Leu) is 
also presented. The names of the different arms are shown. The position of the internal control elements (Boxes A and B) is 
also indicated.
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Other determinants for iMet function are: A53, A58 and
A59 in the TψC loop (U54, U59 and C60 in eMet); the
base pair C3:G69 (G3:C70 in eMet); bases A19 and A20
(G19 and C20 in eMet); a D-loop composed of 7 nucle-
otides (8 nt in eMet); and an anticodon loop of 7 nt (9 nt
in eMet) [9,19]. All these features are conserved in the Tri-
tryps (Fig. 3). Another distinctive characteristic of the iMet
tRNA is the presence of three consecutive G:C pairs at the
bottom of the anticodon stem, which is conserved not
only in eukaryotes, but also in eubacteria and archaeobac-
teria. In E. coli, it has been shown that mutations in these
three consecutive G bases reduce the efficiency of initia-
tion of protein synthesis, by affecting the interactions
between the tRNA and the ribosomal P site; thus, these
bases are essential to discriminate between initiator and
elongator tRNA-Met [9,20]. Tritryps iMet tRNAs have
these conserved G:C pairs but, surprisingly, we found
them in the eMet tRNAs as well (Fig. 3). Thus, in the Trit-
ryps these base pairs are not a discriminator between iMet
and eMet tRNAs, and these organisms must use other fea-
tures of the iMet to direct it to the P site of the ribosome.

In several organisms it has been observed that there is a
correlation between tRNA gene copy number and codon
usage [21,22]. Apparently, selection on synonymous
codon positions causes co-adaptation of codon usage and
tRNA content, in order to optimize the effectiveness of
protein synthesis [23]. In Tritryps, it has been reported
that bias in codon usage correlates with tRNA gene copy
number and with protein expression level [17]. This con-
clusion was made after analyzing around 60,000 codons
from highly expressed (tandem duplicated) protein-cod-
ing genes from the three parasites. We conducted a similar
analysis, but including all the 8272 protein coding genes
from L. major (5,249,748 codons), and 5119 randomly
selected genes from T. brucei (2,620,035 codons), as well
as 1779 genes from T. cruzi (986,435 codons). We plotted
codon usage (see Table 1) against the number of tRNA
genes for each isoacceptor, for the three species, and a pos-
sible correlation was evaluated by the Spearman test (Fig-
ure 4, panels A-C). The data indicated a positive
correlation between these variables for L. major (rs = 0.80)
and T. brucei (rs = 0.64), which indicates that, similar to
other organisms, codon usage patterns seem to be co-
adapted with the relative abundance of the corresponding
tRNAs in these parasites. However, in the case of T. cruzi,
the obtained Spearman value (rs = 0.35) indicated a low
degree of correlation between the two variables. This may
reflect the fact that the T. cruzi strain used for the sequenc-
ing project is a hybrid of two strains, and some of their
genes might be duplicated, while others might not be; as
shown in Fig. 4C and Table 1, in T. cruzi the vast majority
of the isoacceptor species are encoded by either two or
four genes (only two isoaceptors have one gene, and none
of them has three genes), whereas in L. major and T. brucei

a high number of the isoacceptors are encoded by a single
gene. The correlation analysis was repeated, but now plot-
ting the percentage of codon usage versus the number of
tRNA genes per amino acid (Fig. 4, panels D-F). This time,
the Spearman value was high in T. cruzi (rs = 0.78), indi-
cating a strong correlation between both parameters. As
before, strong correlations were found in L. major (rs =
0.84) and T. brucei (rs = 0.85).

Organization of tRNA genes
In L. major, the 83 tRNA genes are distributed among 31
loci, on 19 different chromosomes (Fig. 1 and Additional
File 1). Most tRNA genes are organized into clusters of 2
to 10 genes, on either top or bottom strand, which may
contain other Pol III-transcribed genes. For example, in
the locus located on chromosome 23 (chr23 in Fig. 1)
there are 10 tRNA genes, a 5S rRNA gene and the U1 and
U3 snRNA genes. Locus IV on chromosome 36 (chr36-IV)
has four tRNA genes and the U5 snRNA gene. The eleven
5S rRNA genes found in the L. major genome are distrib-
uted in six chromosomes, and are always associated to
tRNA genes (Fig. 1 and Additional File 1). Only eight loci
contain single tRNA genes (chr03, chr06, chr07, chr16,
chr24-I, chr24-III, chr30 and chr36-III). In most cases,
intergenic regions that separate Pol III-transcribed genes
are short, with an average size of 202 bases (Fig. 1). How-
ever, they can be as small as 35 bases (intergenic region
between tRNA-eMet and tRNA-Leu on cluster chr34-I)
and as long as 5406 bases (intergenic region between
tRNA-Gly and tRNA-Ala on cluster chr11-I). Intergenic
regions between the protein-coding genes that flank the
clusters and the first or last Pol III gene of the cluster are
normally longer than the ones that separate Pol III genes.
The average length of such regions is 1490 bp, with a min-
imum of 238 bp (intergenic region between tRNA-Lys and
the "right" Pol II gene on cluster chr21-II) and a maxi-
mum of 7949 pb (intergenic region between tRNA-Glu
and the "left" Pol II gene on cluster chr09-III) (Fig. 1). The
mean length of intergenic regions between protein-coding
genes in the L. major genome is 2045 bp [1].

In T. brucei, the 66 tRNA genes are located on 26 loci, on
eight different chromosomes (Fig. 2 and Additional File
1). As in L. major, in T. brucei the number of tRNA genes
per cluster ranges from 2 to 10. Eleven of the 66 tRNA
genes are single genes in T. brucei (loci chr04-I, chr05-I,
chr05-II, chr07-I, chr07-III, chr07-IV, chr08-IV, chr09-I,
chr09-II, chr09-III and chr11-I). Similarly to L. major,
intergenic regions that separate Pol III genes in T. brucei
are short in most cases (average length is 327 bp, ranging
from 43 to 3172 bp) (Fig. 2). Regarding intergenic regions
between the protein-coding genes that flank the clusters
and the first or last Pol III gene of the cluster, the mean
size is 2473 bp (showing a range from 34 to 10415 bp).
In the T. brucei genome the average length of intergenic
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regions between protein-coding genes is 1279 bp [2].
Since it has not been possible to assemble fully adjacent
sequences for the chromosomes of T. cruzi, at the present
we are unable to determine the genomic organization of
the tRNA genes in this parasite. In contrast to L. major, the
5S rRNA genes in T. brucei and T. cruzi are organized into
tandem arrays, which are not associated to tRNA genes
[24,25].

In most eukaryotic organisms, tRNA genes seem to be dis-
persed randomly throughout the genome. However, in
human cells the distribution is non-random, since more
than 25% of the tRNA genes are located in a region of only
about 4 Mb on chromosome 6. This region represents
only 0.1% of the human genome, but contains an almost
complete set of tRNA genes. Moreover, 280 out of 497
tRNA genes (more than half) are found on either chromo-

some 1 or chromosome 6 [26]. The distribution of genes
in the L. major genome does not seem to be totally ran-
dom, since half of the chromosomes do not contain even
a single tRNA gene. Additionally, 60 tRNA genes (72%)
are located in only 7 chromosomes (9, 11, 23, 24, 31, 34
and 36), which represent only 26% of the genome (Fig. 1
and Additional File 1). In T. brucei, 40 (61.5%) of the
tRNA genes are found in just 3 chromosomes (4, 7 and 8),
which is only about 24% of the genome (Fig. 2 and Addi-
tional File 1). tRNA genes in S. cerevisiae, though dispersed
in the linear genome, co-localize with 5S rDNA at the
nucleolus. Nucleolar localization requires tRNA gene
transcription, because inactivation of the internal pro-
moter eliminates its nucleolar location [27]. It remains to
be tested whether tRNA genes in trypanosomatids show
such a specific cellular localization.

Correlation between number of tRNA genes and codon usage in TritrypsFigure 4
Correlation between number of tRNA genes and codon usage in Tritryps. Panels A-C show the correspondence 
between codon usage and the number of tRNA genes for each isoacceptor (45 types), for the three species (see Table 1). Pan-
els D-F show the correlation between codon usage and the number of tRNA genes per amino acid. Correlation coefficients 
were evaluated by performing a Spearman test. rs values are indicated in each panel; p < 0.0001 for panels A, B, D and E; p < 
0.02 for panel C; p < 0.0001 for panel F.
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In Schizosaccharomyces pombe and C. elegans, tRNA genes
are often clustered in centromeres [28]. These tRNA genes
contribute to centromere function by defining domain
boundaries important for centromere activity [29]. Puta-
tive centromeric regions have been reported in a few chro-
mosomes in T. cruzi and T. brucei [30], where they localize
to strand-switch regions that separate divergent PGCs.
While these regions do not seem to contain tRNA genes,
two clusters of tRNA genes in L. major (chr09-II and
chr10), and one cluster in T. brucei (chr04-I) are located in
divergent strand-switch regions (Figs. 1 and 2), and thus
might be candidates to contain centromeric regions.
Therefore, it is possible that in trypanosomatids, like S.
pombe and C. elegans, some tRNA genes might be impor-
tant for centromeric activity.

Spatial relation between Pol III and Pol II genes
We have previously shown that transcription of two con-
vergent PGCs on L. major chromosome 3 terminates on
the convergent strand-switch area, within the tRNA-gene
region [6]. Interestingly, 14 of the 39 convergent strand-
switch regions (35.9%) in the L. major genome contain at
least one tRNA gene (Fig. 1), representing 45.2% of the 31
tRNA loci. A similar situation was found in T. brucei,
where 34.6% of the tRNA loci are located within conver-
gent strand-switch regions (Fig. 2). This suggests that the
use of tRNA genes as signals for termination of transcrip-
tion of convergent clusters of protein-coding genes might
be a common process in trypanosomatids. Indeed, recent
evidence suggest that this is the case for tRNA clusters
located within PGCs, since peaks of acetylated histone H3
are found immediately downstream of the tRNA cluster in
all cases [31]. Acetylated histones are markers for open
chromatin in all eukaryotes and have been found at the 5'
end of all polycistronic gene clusters in L. major.

Synteny of Pol III genes
It has been found that the genomes of the Tritryps are
highly syntenic, that is to say, they show conservation of
gene order, with the T. brucei and L. major genomes con-
taining 110 blocks of synteny spanning 19.9 and 30.7 Mb,
respectively [7]. Many of these synteny blocks correspond
to intact PGCs, which are transcribed by Pol II. In contrast,
the majority of the tRNA clusters do not show synteny, but
a few of them do show conservation (Fig. 5). Among the
latter, the most remarkable example is a cluster of 13 Pol
III genes that is highly syntenic; corresponding to chr23 in
L. major, chr08-II from T. brucei, and the cluster located on
contig Tc6288 from T. cruzi (Fig. 5A). Surprisingly, the
order of the genes in this cluster is identical between T.
brucei and T. cruzi, although the U1 snRNA, the 7SL RNA
and the tRNA-Leu genes are located on different strands.
Most of the 13 Pol III-transcribed genes are present in the
L. major cluster, but their order is not identical to either of
the other two clusters (Fig. 5A). Additionally, a 5S rRNA

gene replaced a 7SL RNA gene and a tRNA-Trp gene
replaced one of the tRNA-Lys genes. Another Pol III-gene
cluster that exhibits synteny is chr24-II in L. major, chr08-
V in T. brucei and contig Tc6223 from T. cruzi (Fig. 5B).
Here, we found tRNA genes for Ile, Leu and Gln that are
syntenic among the three species. A second copy of a
tRNA-Ile is conserved between L. major and T. brucei. One
difference is that the L. major cluster contains an U6
snRNA gene that is replaced by a tRNA-Gln gene in T. bru-
cei. Other syntenic tRNA clusters are chr33-I from L. major,
chr10-III from T. brucei and contig Tc8001 from T. cruzi
(Fig. 5C), and chr34-I from L. major, chr04-III from T. bru-
cei and contig Tc4886 from T. cruzi (Fig. 5D). Several of
the protein-coding genes that flank these four syntenic
tRNA-gene clusters are also syntenic among Tritryps (Fig.
5). As in Tritryps, an overall weak synteny of Pol III-tran-
scribed genes has been observed between two species of
the oomycete Phytophthora [32], indicating a reduced
importance of genome location of Pol III genes compared
to protein-coding genes.

Consensus sequences of promoter elements
One of the distinctive features of most genes transcribed
by Pol III is that their promoter sequences are internal,
located within the transcribed region. In the case of tRNA
genes, the promoter consists of two conserved elements:
Boxes A and B [33]. While Box A is normally positioned
close to the transcription start site, the location of Box B is
variable, partly because some tRNAs have short introns
within the coding region. In contrast, tRNA genes in
prokaryotic cells contain promoter elements similar to
those found in protein-coding genes: the start-point (usu-
ally a purine), the -10 sequence (the TATA Box) and the -
35 sequence (the hexamer) [34]. Consensus sequences of
trypanosomatid tRNA promoter elements (Fig. 6A) were
determined by analyzing the sequences of all tRNA genes
in L. major, T. brucei and T. cruzi and comparing them to
the sequences of Boxes A and B from S. cerevisiae [9]. The
tRNAs were divided into two classes, depending on the
size of the variable loop (Fig. 3). Class I tRNAs have a
short variable loop of 4 or 5 nucleotides, whereas class II
tRNAs posses a long variable arm, with a double helical
stem of 3 to 7 base pairs and a loop of 3 to 5 nucleotides
(Fig. 3) [9]. In the Tritryps, 43 genes belong to class II (all
Leu and Ser tRNA genes, but excluding tRNA-Sec genes),
and 215 genes are class I. Since we observed sequence dif-
ferences between class I and class II tRNA genes, we ana-
lyzed them separately. Half of the bases from the
consensus sequence of Box A (positions 1, 2, 4, 7, 10 and
11) are identical between class I and class II genes (and
identical to the S. cerevisiae consensus sequence) (Fig. 6A).
However, position 5 is different between both classes,
since class I genes may have any nucleotide, whereas class
II genes always have a C. Also, class I tRNA genes present
C or T at position 6, while class II genes always have A or
Page 10 of 18
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G. Regarding Box B, position 8 is different between both
classes: an A is always present in class II genes, while class
I genes may have any nucleotide. Around 20% of the class
I tRNA genes in Tritryps have an additional nucleotide in
Box A, between positions 9 and 10 (marked with an aster-
isk in Fig. 6A). These tRNA genes are: eMet-CAT, Asn-GTT,
Ile-AAT, Ile-TAT, Lys-CTT, Phe-GAG and Tyr-GTA. Regard-
ing class II tRNAs, the Leu-TAA genes have a T between
positions 9 and 10 of Box A (Fig. 6A).

A few exceptions to the consensus sequence were found
among Tritryps. For Box A from class I genes, these include
the following: four tRNA-Val genes (LmjF09.VAL.01,
LmjF09.VAL.02, Tb08_tRNA_Val_1 and Tc00.104705350
6459.249) have a C at position 2 (instead of A or G); all
four tRNA-Val-TAC genes (LmjF23.VAL.01,
Tb08_tRNA_Val_1, Tc00.1047053504427.233 and
Tc00.1047053508043.13) present an A at position 3
(instead of G); all six tRNA-Ala-AGC genes (LmjF17.TRNA

ALA.01, LmjF31.TRNAALA.01, Tb07_tRNA_Ala_1,
Tb07_tRNA_Ala_2, Tc00.1047053510057.40 and Tc00.1
047053508909.130) have an extra base (an A) between
positions 8 and 9; and the six tRNA-Val-AAC genes from
Tritryps (LmjF21.TRNAVAL.01, LmjF34.TRNAVAL.01,
Tb_04_tRNA_Val_1, Tb_04_tRNA_Val_2,
Tc00.1047053506435.363 and
Tc00.1047053504055.95) also have an additional base (a
G) between positions 8 and 9.

Concerning class II genes, the exceptions to Box A consen-
sus sequence are the four tRNA-Leu-TAA genes present in
the Tritryps genomes (LmjF24.TRNALEU.01,
Tb08_tRNA_Leu_2, Tc00.1047053510721.13 and
Tc00.1047053511909.9), which have a T at position 2
(instead of G or A). In regard to Box B, the genes that do
not have the consensus sequence are: LmjF09.TRNA-
HIS.01 and LmjF09.TRNAHIS.02 present a C at position
4; Tb07_tRNA_Ala_3 has a T at position 5;

Comparative order of Pol III-transcribed genes in TritrypsFigure 5
Comparative order of Pol III-transcribed genes in Tritryps. Clusters that present some degree of synteny among Trit-
ryps are shown. In L. major, they correspond to loci chr23 (panel A), chr24-II (panel B), chr33-I (panel C) and chr34-I (panel D). 
The order of genes in clusters chr24-II and chr34-I was inverted compared to the maps shown in figure 1. The corresponding 
orthologous regions in T. brucei and T. cruzi are indicated. Orthologous genes are joined by grey lines. Figure is not to scale.
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Tc00.1047053511241.10 presents an A at position 10;
and tRNA-Ala-AGC and tRNA-iMet genes have an A at
position 3 (data not shown).

Analysis of the promoter sequences from tRNA-Sec genes
in Tritryps indicated that Box A contains an additional A
between bases 2 and 3, compared with the consensus
sequences (see Fig. 6B). This insertion was previously
reported in tRNA-Sec genes from other organisms [35]
(Fig. 6B). Regarding Box B, tRNA-Sec genes from Tritryps
present two changes compared to the highly conserved
consensus sequence: a C at position 1 (instead of a G) and
a G at position 11 (in lieu of C) (data not shown). In other
species, the sequence of Box B from tRNA-Sec is identical

to the corresponding consensus sequence. In Xenopus lae-
vis, transcription of tRNA-Sec genes is directed by three
extragenic domains (a TATA Box, a proximal sequence ele-
ment and an activator element) and Box B. Apparently,
Box A is not part of the promoter [36,37]. Since both
internal control elements from Sec genes in Tritryps differ
from the corresponding consensus sequences, it is possi-
ble that synthesis of tRNA-Sec is regulated only by external
elements in these parasites. We are currently exploring
this possibility.

tRNA isodecoder genes
Sequence analysis of isoacceptor tRNAs in several organ-
isms indicated the presence of tRNA isodecoder genes

Consensus sequences for Box A and Box B from tRNA genes in TritrypsFigure 6
Consensus sequences for Box A and Box B from tRNA genes in Tritryps. Sequences from class I and class II tRNA 
genes from Tritryps are compared to the S. cerevisiae consensus sequences (panel A). In Box A, some tRNA genes contain an 
extra base between positions 9 and 10 (marked with an asterisk) (see text). Conserved positions are shown in bold type. Panel 
B shows a comparison of Box A from selenocysteine tRNA genes from the indicated species. Conserved nucleotides are indi-
cated with an asterisk. An A in the third position (in bold and underlined) seems to be specific to Box A from Sec genes. H rep-
resents C, T or A.
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*
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Tritryps class I T G/A G C/T N C/T A G/A C/T C/T G G 
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          Box B           

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Tritryps class I G/A G T T C G/A A N H C C/T 

Tritryps class II G G T T C G/A A A C/T C C 
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B  
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H.sapiens           T G A T C C T C A G T G G   13 
X.laevis            T G A C C C T C A G T G G   13 
D.melanogaster      T G A A C T T C G G T G G   13 
C.elegans           T G A A C C A T G G C G G   13 
P.falciparum        T G A G T T A G C A T G G   13 
Tritryps            T G A G C T C A G C T G G   13 
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(tRNA genes having the same anticodon but different
sequences elsewhere in the tRNA body) [10]. In eukaryo-
tes, the number of isodecoder genes ranges from 10
(yeast) to 246 (chimp), while in bacterial genomes the
number of isodecoders varies from 0 to 26 [10]. By com-
paring the sequences of isoacceptor tRNAs in the Tritryps,
one isodecoder gene was found in L. major (tRNA-Ser-
GCT), and one was found in T. brucei (tRNA-Ala-CGC)
(Fig. 7 and Table 1). Since there are only two copies of the
corresponding isoaceptor class in each case, we have arbi-
trarily designated LmtRNA-Ser.01 (LmjF17.TRNASER.01)
and TbtRNA-Ala.01 (Tb07_tRNA_Ala_3) as the isodecod-
ers. Sequence identity between the isodecoder and the
"majority member" is 98% in L. major and 97% in T. bru-
cei. While in L. major the sequence difference locates near
Box A, in T. brucei one of the two observed differences lies
in one of the conserved bases of Box B (Fig. 7). In T. cruzi,
six isodecoder genes were identified: TctRNA-Glu.01
(Tc00.1047053506435.336), TctRNA-Ala.01
(Tc00.1047053510057.40), TctRNA-Ala.03
(Tc00.1047053475029.40), TctRNA-Arg.01
(Tc00.1047053504427.243), TctRNA-His.01
(Tc00.1047053511241.10) and TctRNA-Ser.01
(Tc00.1047053510057.50) (Table 1 and Fig. 7). In four
cases (TctRNA-Glu.01, TctRNA-Ala.03, TctRNA-Arg.01
and TctRNA-His.01), sequence differences were located to
variable nucleotides from Box B (Fig. 7). As in Tritryps,
sequence variations between human tRNA isodecoders
have been located within internal control elements [10].
In such cases, changes were found in variable nucleotides
from Boxes A and B. Thus, the occurrence of changes
within internal control elements in tRNA isodecoder
genes suggests that differential regulation of Pol III tran-
scription is possible in Tritryps; the fact that the highly
conserved C at position 10 of Box B from TbtRNA-Ala.02
is changed to T in the corresponding tRNA isodecoder
(TbtRNA-Ala.01) (Fig. 7) strongly supports this possibil-
ity. Sequence changes in isodecoders are not only
restricted to internal control elements, but they might be
present all along the tRNA body (Fig. 7) [10]. Therefore,
the diversity of tRNA genes is much higher than originally
thought. The functional meaning of such diversity has yet
to be investigated.

Signals for transcription termination
A cluster of several T residues in the coding DNA strand
acts as a signal to terminate Pol III transcription [33]. The
cluster of Ts is usually located within the first 30 bases fol-
lowing the gene. In human and mice, Pol III needs four Ts
to end transcription, and tRNA genes that have five or
more Ts are very rare in these species. On the other hand,
in the genomes of S. pombe and S. cerevisiae the majority
of the tRNA genes have six and seven Ts, respectively
[38,39]. Interestingly, they do not have any single gene
whose termination signal is shorter than five Ts. For a par-

ticular species, termination efficiency tends to increase
with the length of the T run. In L. major, it has been shown
that transcription of the tRNA located on chromosome 3
terminates within a tract of four Ts [6]. To gain insight into
Pol III termination signals in trypanosomatids, we
decided to analyze the sequences downstream of all the
tRNA genes. A cluster of Ts of variable length was found
on every single tRNA gene in the Tritryps (see Additional
File 2); the distance between the end of the gene and the
run of Ts varies from zero to seven bases. In L. major, the
mean length of the run of Ts is 4.87 bases, with a mini-
mum of four and a maximum of nine Ts (Fig. 8, panels A
and D). Similar results were obtained in T. brucei, where
the average T-run length is 4.89 bases (ranging from four
to ten Ts) (Fig. 8, panels B and D). In the tRNA genes from
T. cruzi, however, the stretches of Ts are longer, showing a
mean length of 6.56, with two genes presenting a run of
16 consecutive T residues (Fig. 8C and 8D).

The presence of a second stretch of Ts that acts as a poten-
tial "back up" termination signal is a common feature in
tRNA genes from eukaryotes [38]. The second run of Ts is
normally located within the first 30 bp downstream of the
first one. In the case of S. cerevisiae, S. pombe, H. sapiens
and Mus musculus, the percentages of tRNA genes that
have a back up T-run are 44, 53, 31 and 33%, respectively
[38]. Analysis of the sequences downstream of the T-runs
in T. cruzi showed that 58 tRNA genes (48.3%) have a
back up T-run, whose length is between 4 to15 bases
(Additional File 2). Therefore, the percentage of tRNA
genes with a second run of Ts in T. cruzi is very similar to
that found in S. cerevisiae and S. pombe. Interestingly, only
13 tRNA genes in L. major (15.6%) and 18 genes in T. bru-
cei (27%) present a back up T-track (which is from 4 to 10
bases long) (see Additional File 2); these percentages are
even smaller than those found in mammals. Thus, in L.
major and T. brucei a single and short run of Ts seems to be
sufficient to achieve proper transcription termination in
the majority of the tRNA genes. On the other hand, T.
cruzi seems to require longer T-runs, in addition to a sec-
ond T stretch, to direct transcription termination. This
indicates that the mechanism of Pol III transcription ter-
mination in L. major and T. brucei might be different from
that one in T. cruzi and other eukaryotes. Sequences
downstream and upstream of the run of Ts might contrib-
ute to the strength of the terminator, as observed in some
tRNAs in S. cerevisiae [38].

Although most tRNA genes are clustered in trypanosoma-
tids, the presence of runs of Ts located downstream of all
the tRNA genes suggests that they are transcribed as
monocistrons, which is common among eukaryotes. In
prokaryotic cells genes encoding tRNAs are transcribed in
either a monocistronic or polycistronic manner. In the lat-
ter case, an RNA containing several tRNA precursors in
Page 13 of 18
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Sequence comparison of tRNA Isodecoder genes in the TritrypsFigure 7
Sequence comparison of tRNA Isodecoder genes in the Tritryps. One isodecoder tRNA gene was found in L. major 
(LmTRNA-Ser) and T. brucei (TbTRNA-Ala), and six were found in T. cruzi (TcTRNA-Glu, -Ala.01, -Ala.03, -Arg, -His and -Ser). 
Bases that show variation are indicated in bold and underlined, and marked with an arrow. The position of internal control ele-
ments (Boxes A and B) and the anticodon are indicated. The genes included in this figure are the following (GeneDB names in 
parentheses): LmTRNA-SER.01 (LmjF17.TRNASER.01), LmTRNA-SER.02 (LmjF21.TRNASER.01), TbTRNA-ALA.01 
(Tb07_tRNA_Ala_3), TbTRNA-ALA.02 (Tb11_tRNA_Ala_1), TcTRNA-GLU.01 (Tc00.1047053506435.336), TcTRNA-
GLU.02 (Tc00.1047053504055.89), TcTRNA-GLU.03 (Tc00.1047053508999.180), TcTRNA-GLU.04 
(Tc00.1047053510959.8), TcTRNA-ALA.01 (Tc00.1047053510057.40), TcTRNA-ALA.02 (Tc00.1047053508909.130), 
TcTRNA-ALA.03 (Tc00.1047053475029.40), TcTRNA-ALA.04 (gene located in contig 8001, not annotated in geneDB), 
TcTRNA-ARG.01 (Tc00.1047053504427.243), TcTRNA-ARG.02 (Tc00.1047053506619.59), TcTRNA-ARG.03 
(Tc00.1047053508043.23), TcTRNA-ARG.04 (Tc00.1047053511191.29), TcTRNA-HIS.01 (Tc00.1047053511241.10), 
TcTRNA-HIS.03 (Tc00.1047053508087.5), TcTRNA-HIS.04 (Tc00.1047053508861.10), TcTRNA-HIS.02 
(Tc00.1047053506663.10), TcTRNA-SER.01 (Tc00.1047053510057.50), TcTRNA-SER.02 (Tc00.1047053508909.120).

 
LmTRNA-SER.01      GCAAATGTGGCCGAGTGGTTAAGGCGCCTGCCTGCTAAGCAGGTGTGATCTCACGCGAAGGTTCGAACCCTTCCGTTTGCG   81 

box A anticodon box B

LmTRNA-SER.02      GCAAACGTGGCCGAGTGGTTAAGGCGCCTGCCTGCTAAGCAGGTGTGATCTCACGCGAAGGTTCGAACCCTTCCGTTTGCG   81 
                   ***** *************************************************************************** 
 
 
TbTRNA-ALA.01      GGGCGTGTAGCTCAGTGGTAGAGCATCCGTTTCGCATACGGAAGGCCTAGGGTTTGATCCCCTACTCGTCCA    72 
TbTRNA-ALA.02      GGGCGTGTAGCTCAGTGGTAGAGCGTCCGTTTCGCATACGGAAGGCCTAGGGTTCGATCCCCTACTCGTCCA    72 
                   ************************ ***************************** ***************** 
 
 
TcTRNA-GLU.01      TCCGGTGTGGTATAGTGGTTAGAACAAGCGGCTCTCACCCGCTAGACCCGGGTTCAATTCCCGGCATCGGAA    72 
TcTRNA-GLU.02      TCCGGTGTGGTATAGTGGCTAGAACAAGCGGCTCTCACCCGCTAGACCCGGGTTCGATCCCCGGCATCGGAA    72 
TcTRNA-GLU.03      TCCGGTGTGGTATAGTGGCTAGAACAAGCGGCTCTCACCCGCTAGACCCGGGTTCGATCCCCGGCATCGGAA    72 
TcTRNA-GLU.04      TCCGGTGTGGTATAGTGGCTAGAACAAGCGGCTCTCACCCGCTAGACCCGGGTTCGATCCCCGGCATCGGAA    72 
                   ****************** ************************************ ** ************* 
 
 
TcTRNA-ALA.01      GGGGATGTAGCTCAGATGGTAGAGTGCCCGCTTAGCATGCGGGAGGTATTGGGATCGATACCCAACTTCTCCA   73 
TcTRNA-ALA.02      GGGGATGTAGCTCAGATGGTAGAGCGCCCGCTTAGCATGCGGGAGGTATTGGGATCGATACCCAACTTCTCCA   73 
                   ************************ ************************************************ 
 
 
TcTRNA-ALA.03      GGGCGTGTAGCTCAGTGGTAGAGCGCCTGTTTTGCATACAGGAGGCCTAGGGTTCAAACCCCTACTCGTCCA    72 
TcTRNA-ALA.04      GGGCGTGTAGCTCAGTGGTAGAGCGCCTGTTTTGCATACAGGAGGCCTAGGGTTCGATCCCCTACTCGTCCA    72 
                   ******************************************************* * ************** 
 
 
TcTRNA-ARG.01      GTCCGTGTGGCTCAATGGAAGAGCATCTGACTACGGATCAGAGGGTTGCAGGTTCGAGTCCTGTCACGGATG    72 
TcTRNA-ARG.02      GTCCGTGTGGCTCAATGGAAGAGCATCTGACTACGGATCAGAGGGTTGCAGGTTCGAGTCCTGTCACGGATG    72 
TcTRNA-ARG.03      GTCCGTGTGGCTCAATGGAAGAGCATCTGACTACGGATCAGAGGGTTGCAGGTTCGAATCCTGTCACGGATG    72 
TcTRNA-ARG.04      GTCCGTGTGGCTCAATGGAAGAGCATCTGACTACGGATCAGAGGGTTGCAGGTTCGAATCCTGTCACGGATG    72 
                   ********************************************************* ************** 
 
 
TcTRNA-HIS.01      GGGAAGATAGTTCAGTGGCAGAACATCAGATTGTGGCTCTGAATACCCGGGTTCGATAACCCGGTCTTCCCT    72 
TcTRNA-HIS.03      GGGAAGATAGTTCAGTGGCAGAACATCAGATTGTGGCTCTGAATACCCGGGTTCGATT-CCCGGTCTTCCCT    71 
TcTRNA-HIS.04      GGGAAGATAGTTCAGTGGCAGAACATCAGATTGTGGCTCTGAATACCCGGGTTCGATT-CCCGGTCTTCCCT    71 
TcTRNA-HIS.02      GGGAAGATAGTTCAGTGGCAGAACATCAGATTGTGGCTCTGAATACCCGGGTTCGATT-CCCGGTCTTCCCT    71 
                   *********************************************************  ************* 
 
 
TcTRNA-SER.01      GTCGACATACCCAAGTGGTTACGGGGTTTGACTTGAAATCAAATGCGATCTCGCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTGTCGACG   81 
TcTRNA-SER.02      GTCGGCATACCCAAGTGGTTACGGGGTTTGACTTGAAATCAAATGCGATCTCGCGCGCAGGTTCGAACCCTGCTGTCGACG   81 
                   **** **************************************************************************** 
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tandem is processed to yield functional tRNAs [40]. In
plants, dicistronic transcripts containing a tRNA and a
snoRNA have been found [41]. Moreover, the presence of
precursor RNA molecules that contain both a tRNA and a
mRNA has been reported in E. coli [42].

Conclusion
In comparison to most eukaryotic organisms, Tritryps
present a low number of tRNA genes. A total of 46 isoac-
ceptor types were identified, which are able to read the 61
codons that specify the canonical amino acids, in addition
to Sec. Trypanosomatids use the A1- or G1-sparing strat-
egy as a decoding mode, by allowing flexible base pairing
between G1 or A1 of the anticodon and C3 or U3 in the
codon. Most tRNA genes in Tritryps are organized into
clusters (from 2–10 genes) that may contain other Pol III
genes. Some of the clusters show a remarkable conserva-
tion of gene order among Tritryps. The distribution of

tRNA genes in the genomes of L. major and T. brucei does
not seem to be totally random. We also found that 14 of
the 39 convergent strand-switch regions present in the L.
major genome are separated by at least one tRNA gene,
which raise the possibility that other tRNA genes (in addi-
tion to the one present on chromosome 3) are involved in
termination of Pol II transcription of convergent PGCs in
this parasite. A run of Ts of variable length was found
downstream of all the 269 tRNA genes present in the Tri-
tryps. In T. cruzi the clusters of Ts are larger than in L. major
and T. brucei (an average of 6 Ts versus 5 Ts, respectively);
moreover, the presence of a back up T run is more com-
mon in T. cruzi than in the other two Tritryps. Analysis of
the internal promoter elements allowed us to establish
consensus sequences for Boxes A and B of class I and class
II tRNA genes. Interestingly, special characteristics were
found in Boxes A and B from tRNA-Sec genes in Tritryps,
which suggests that the mechanisms that regulate their

Length distribution of termination signals from tRNA genes in TritrypsFigure 8
Length distribution of termination signals from tRNA genes in Tritryps. The size of the run of Ts in every tRNA 
gene from L. major (panel A), T. brucei (panel B) and T. cruzi (panel C) was plotted against frequency. Statistical data is shown in 
panel D.

3 4 5 6 7 8 9 10
0

10

20

30

40
T. brucei

T-run length (nt)

F
re

q
ue

n
cy

3 4 5 6 7 8 9 10
0

10

20

30

40
L. major

T-run length (nt)

F
re

q
u

en
cy

1206683N

16109Max.

444Min.

2.271.061.0Std. Dev.

6.564.894.87Mean

TcTbLm

A B

D

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

10

20

30

40
T. cruzi

T-run length (nt)

Fr
e

qu
e

nc
y

C

Page 15 of 18
(page number not for citation purposes)



BMC Genomics 2009, 10:232 http://www.biomedcentral.com/1471-2164/10/232
transcription might be different from those of other tRNA
genes. Lastly, we have identified several tRNA isodecoder
genes in the Tritryps, especially in T. cruzi. The fact that in
some cases the sequence differences occur within the
internal promoter elements suggests the possibility of dif-
ferential expression of tRNA genes in these organisms.

Methods
All tRNA genes annotated in the L. major, T. brucei and T.
cruzi genome databases http://www.genedb.org (versions
2.1) were analyzed with the tRNAscan-SE program http://
lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/[43] to verify the presence
and identity of the tRNAs. In addition to the examination
of all the features associated to the typical tRNA cloverleaf
structure, we also analyzed the presence of internal pro-
moter elements (Boxes A and B) and T-tracts at the 3' end
of the tRNA gene (which should be present in tRNA genes,
but not necessarily in pseudogenes). Sequence compari-
sons among putative tRNA isoacceptors were performed
using the ClustalW2 program http://www.ebi.ac.uk/
Tools/clustalw2/index.html. Information for the genomic
and synteny maps was obtained from the GeneDB data-
bases. BLAST searches were performed in these databases
to locate the tRNA-Sec genes [13], as well as the sRNA76
[12]. Codon usage data was obtained from the Sanger site
http://www.sanger.ac.uk/ for L. major, and from the
Kazusa web page http://www.kazusa.or.jp/codon/ for T.
brucei. Codon usage data for T. cruzi was calculated by
analyzing coding sequences (obtained from the Sanger
site) in the codon usage page from SMS http://www.bio
informatics.org/sms2/codon_usage.html. The Spearman
correlation analysis and the descriptive statistical analysis
of T-run data were performed with the GraphPad Prism5
program http://www.graphpad.com.
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COMPARATIVE GE:\'O:\1ICS OF LEISHMANIA 

PAR~SITES 
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ABSTR~CT 

Tht parasites oC meo gC'llUS Lflishmania are ttypanosomatid protozoa th..1t prodUCe' a 
speCtrunl oC di~ases raugÍllg frem mild skin or OlUCOsa! lesiolls 10 fa!.al \'isc~a1 
leislunallla,sis. The genome ~uetlces of five differem species of Lelshmonlo ha\'e been 
reponed 10 date: L. major, L. in/am um. L. bro=i/iellsis, L. nltlXicano and L. dono\'Oni. 
Analyses of lhe sequeoces re"ealed Ihal Ihe genomes oflhese parasiles :ue organized inlO 
large dir~tiona! gene clUSletS, I. e. tens-Io-hundreds of protein-coding genes ;m3l1ged 
scquelltially OD the S3lllC' strand of DNA. A remarkable consetValion of gene ordn 
(syllleny) ",as obsernd in Ihe genomes of me differenl Leishmania $pecies. Inleresringly. 
au wlupecledIy small nwnber of species-sp«ific genes "'as idelltified. Howe\'er. the 
analyscs showed gene aud chromosome capy Ilumbn differences betweell species. 
indicaling tbal increased gene capy Dumber may cause changes in gene expression lllal 
might influence disease trapism. COlltrary 10 \\iha! occurs in olher eukaryoles . 
ttanscription in Leishmanfa aud other trypallosonlatids i5 polycistronic. aud mature 
messenger R...~As (mRNAs) are generaled from primary transcripts by tl"alls-spticing and 

• C<.IIT~ponding authot": Email: s<; ••• k @campus.iv .. nb.~ J'h<>nt: (+S2) (n ) S623-1333 W . 39782. Fu: 00 
(+S2) (~ S) 5623_1138. 
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polyadenylatioo. Littl .. is mo\\n "boU! ";Ih.-r Ih .. D:-<A S«jun><: ... or 1M prot";", Ih':l1 ar .. 
invol",,,! io tt=iplioo iniliatioo io Leisnmania. Bioinformalic analy..,. of th .. g ... o",", 
dalaba~ of m..", p3f3sil"s lffi 10 m.. id ... tificatioo of a 5DL1.l1 numbn- of proleins 
invoh'w in g~ npr ... sioo How"""I. fiUlctional .rndi .. s ha"e rev .. alw th.:tl 
tr)1l300s0malids hay .. mor .. gen..-al Ir:mscriplioo f""lOm lhan originally .. stimal .. d 
Analysi. oftb .. Lf/i.hmania datahas .. , . howffi th .. pr .. , .. nce of a r .. lativ..Jy low numMr of 
traD .. f...- R. .... A (IR. .... A) g"""'. which are organiz .. d inlO e1"m-,-,; oflwo lo 10 g""'" th:ll 
may coolam olb...- PollIl -tr:mscrihed g ....... Al.o. wilh tb .... xception of L bro:iliensf~ 

th .. Ll!ishmania g ... o~ does nol conlam acti,· .. rettotransposen •. Int..-..,tingly. L 
bro~ililmsi. po • .., ..... components of an RNA-medialw inlm", ... c .. palhway. which i. 
001 prrsnll in OIMf L~i.hman;a s¡x<:ies 

1. I :"TRODUCTIOl\" 

Th .. ~rs of th .. Trypano.om.atidlo .. fanllly (order Kin.-toplastida) "'" fl.gdlatd 
prOlozoa of botb biologieal and """dical imponanc ... Thi, family includ.e. parasit .. s of th .. 
g .. nus Leishmania ond Trypanm;oma, which exhihil eompl= life cyel .. . ",itb sev...-al 
<kvdopmental Slag ... tbal ahernal<" ~nv...-:n V..,-¡ .. hral .. and in,·en .. hral" bosts. L"ishmania ¡. 

tbe causali" .. ag .... 1 of l .. ishmaniasis. a dis..as .. \\~tb 3 ",i<k rang .. of clinical manif .. stalions 
tbal ari"" from inf..,lion. with difT...-~m sprci ... of th .. parasil" [11- Th .. r .. ar .. tbr .... main 
dinical fortllil of l.-ishmania .• is: culaneous. Dlueocutll1l<"ou. ami '-¡se...-al [2: JI- Cutan .. ollS 
l .. ishmaniasis i. th .. mosl CO!lllli01l form and il typieally proouc .. , uk...--s. which h .. 31 
sp<>1ltal",ously. on tb .. fae .. and anns of th .. i1lÍrcted persono Ho", .. ,-...-. wcem cau ... serious 
disability and 1~3\"" """"'-" and p=nüy disfiguring sean. Mucocutalleous l .. ishm.w.ia.i. 
i. tb .. !llitS1 disfiguring e1inieal form of th .. di""as .. . sinee il causes e'n ..... i,-.. <k-struction of th .. 
oral-nasal and phaf}ng .. al ca,iti ... witb dr .. adful disfiguring l .. siOll5 and mutilalion ofth .. fae .. 
Visceral l.-ishmania,is is ebaraeterized by f .. "...-. suh.mnrial w .. igh! loss and 5wdling of th .. 
,pI ..... , ond tiv...-_ and it is fatal in u... ab",""c" of lI .. al"""01 [41- Leishmanin parasil'" ar .. 
lransminffi lo hwnans and other ,-..nebral'" tbrough tb .. hil .. s of inf..,ted .andflies of lhe 
g .. nus LUF.:Om)1a (in th .. N .. w World) Olld Phl~bolomU5 (in Ihe Old World). Th .. =Iacyclic 
proma'ligol", th .. infeeti"e form of th .. parasile. inudes u... macropbag .. s and difT"'-"'l1iat .. , 
into amastigoles. whieh ar .. 1M prolif...-ativ .. formo wilhin ,h .. , 'en .. hral .. hoS!. Th .. parasit .. 
r..-plical'" \\~Ihin Ih .. íns..,1 '-""or as a non-inf..,tiv .. procydic promasligol .. [51- Aeeording lo 
tb .. World H .. alth Organization (WHO). I .. ishmaniasi. is .. rukmic in 98 eountri .. s or t...-rilori ... 
in tropical and suh-tropical arras of th .. world [61- Approximaldy 350 mi11ion peopl .. "'" 
cOl1siderw al risk of contracnng I .. ishmaniasis. and .0111 .. Iwo milliOl1,..,w ca .... occur yearly 

Vi'iCeral l.-ishmaniasi. caus .. s an .. stimated o,'er 50.000 <k-alh~ atlOlI3lly. a 131 ... wp,assed 
a1llOng parasilic di""ases owy hy malari~. Thu •. th .. Leishmnnia parasit.-s r..-pr.-s"nI an 
imponanl global h .. alth prohl.-tn for which ther .. j. no "acein .. and f.-v.' .. fTt'Cti,· .. n",diein .. s 
The r .. e .. nI publication of th~ geno",," '<Nj1lt1le .. s of s .. ,-...-al ,ptti .. s of Leishmanin will not 
only hdp to impro,'" , ,,ccin .. and drug <k,ign. but also to un<krstand di,-.. .... lllOl..,ular 
a,pttts and Ih .. ..,.-olution of th .. para,il" 
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2. DI\TRSlTI' OF LElSH.llANL4 SPECIES 

In 1903. William Leishman a"d Charl ... Dono,'an inde-p.-n<kmly described Leis/¡mania 

parasil"'. hUI tb .. y w...-.. pr .. üo"sly obs..,-,''''¡ by Da,id D. Cuningham in 1885 ""d P .. I...
Borovsky in 1898 [7]. Th .. para.il<" wa. fU-S1 cultival<"d in 1904 hy L=DMd Rog..-s [81. To 
dal<". mor .. lrum JO difT...-ml .ptti ... of Leishmania ha,'" he.-n d ... cribffi in fi,'" difT...-.. 01 
eonlin.-nts, and al l .. a51 20 of th .. m ca""" disease in h\J1lla1l [61- Mol..,u\ar =tbodologies 
aUow aecural<" s¡x<:i .. , identification. ls"",,DZY'= ..J..,trophor.-si, i, eurrmlly W reíer .. ne .. 
idm tification I..,hniq=. and eorr..Jatio", Wo.\'" ~ .. n "51abli,hffi ~IW".-n clinical fortll'> 3nd 
zymO<k"""s (parasil" popwalioru; wilh eornmon isoenzym .. pan .. m.) for so= '¡x<:i ... 
Kinelopla51 DNA (kDNA) dig"'lw with r .. suietion ..-nzyt=. has ruso Mlp..d 10 idmtify 
sptt;.. .• and parasil" popwatiOl1s (sehizo<k""".). Othet- DNA I..,hniques. mor .. ",""sili,-.. and 
.. asi...-Io """. will plObably pr .. ,,,il in the fume .. 

o..p..nding on whieh parto of th .. sandfly gll1 ar .. eolonizffi hy th .. parasil", th .. g .. nus 
Leishmania is di,i<k<! inlO Ihre<" suhg .. nera: Lei.hmania. Viannia and Sauroleishmm,ia [9-

111- Sptties classififfi within ti", L .. ishmaMia .ubg .. nu. produe .. eutan .. ou. and vise .. ral 
l .. ishmania5i. in botb th .. N .. w World and th .. Old World. whil .. '¡x<:i .. s included in th .. 
Viannia subg .. "". eau"" eutan...,us ""d mucocutll1l<"ous I .. ishmaniasis only in tb .. N .. w World 
Speci ... lbal ~Iong lo tb .. Sn"rolei.hmania subg.-nu. infrcl r .. ptil ... ~nd ar .. nol patbogenie 10 
h""",,,,. Th .. tbr .... Leishmania subg .. """, ar .. di,.i<k<! inlo .... ·..,--,.1 eorupl= ... tbal indude

difT...-ml sptti.-s (figur .. l) 

L«ishmania ~nd lhe r .. sl ofm.. trypanosomatid5 di'-...-g .. d .. arly fr01ll th .. main .. ukaryotic 
li,..,~g ... As a eOl1'<Njuenc .. . this group of organisms .how. nlJ11l<"fous unusnal f .. arur ... al W 

g .. ,..,tie. biocMmical and eytologieall .. vd [5; 12; 13]. For .-xampl .. , Lflishmania pr""",," a 
singl .. branehed milochondrion lbal .. XI .. nds 1M whole l .... glh of tb .. c .. 1l and can mi up lo 
12% of Ih .. e .. 1l ,-olum ... Th .. milochondria contllin th .. kDNA. which is lb .. most unusual 
strucme .. in th .. orga=ll .. ("" .. ~Iow). Leishmania "xlnlSivdy d.rco<ks i" milocbondrial 
transcrlplS Ihrough RNA .. diting. a proc.-ss lbal invo¡'-.. s spttific uridin~ insenion and 
<kl .. tion thal can doubl .. th .. ,ue of th .. primary u-anscripl and thal i. essential for er .. ati01l of 
translatahl .. open r .. ading fuunes [14; 15] 

Anoth...- organdl .. Ihal is =clu.i" .. lo LeishmaMia and oth...- trypano.omalids is 1M 
glyCOS01ll<". 3 p...-ox;so"",, -r .. btffi strucNr .. tba l COll1.-.ins "'IZ)'1l1<"S invoh· .. d in s .. v .. ral 
l1l<"1abotic patlm"ys, induding glyeolysi5. Glyeosom.-s ar .. bounded by a singl .. membr"" .. 
and ha,-.. a prot .. in-d.-nse matrix [1 61- Anotb...- uruqu .. eharacI..nstie ofuypano.omatids i. W 
pr .. senc .. of suhpdlieular micrombul.... which is a Iay...- of micromhul... thal mn 
longimdiruolly lIIldem .. ath Ih .. pla5ma membran .. [17]. Remoddling of this cylOskd .. lon 
faeilitll1es W di'linel morphotogies of Ih .. , 'arious <k-vdopm .. m al fonns of Leishmania. In 
tr}panosomatids. ti", flagdlum consi'l. of a 9+2 mieromh,tI .. configunl;OI1 axonem .. and a 
paraflagdlar rod. a unique Ianie .. -lik .. ,lrucIDr .. thal lies 3longsi<k 1M ax011=. The 
flagdlWl1 .. merg ... from a flagdbr pock .. l. a sm.all in'''ginalion of 1M plasma =rubran .. tbal 
eonstiNI'" th~ only sile of .. xocylO.is and .. ndocylosis in Ih .. e .. 1l [18] 
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3. GENO:.\1.E ORGA..NIZATIOl'i 

The Leishmania genome ís organízed mto large dlreetion<1l gene clusters (DGCs), i.e. 

tens-to-hundreds of protem-eoding genes arranged sequentíally on !he same strnnd of DNA . 
Thís strikiug gene organízation was ínitially observed on 1. maj ar Fríedlín cmomosome 1, 
!he fust eutirely sequeuced cMolllOsome m trypauosomatid~ , wruch contains 85 genes 
organízed mto two divergeut DGCs, wíth !he flrst 32 genes c1ustered on the boltom straud 

aud the remainmg 53 genes grouped on the TOp strand [19]. The publicatíon of!he complete 
genome of 1. maj ar Fríedlm revealed !ha! !he genes m a1I !he cmomosomes are organízed 

mto large DGCs [20]. A similar gene orgamzation was reponed for T. brucei [21] and T. cruzi 
[22], mdicating tb,1t !he presence of DGCs is another unusual feature !hat is present m all 
trypanosomatíds. Recent1y. the gellome sequences of other four species of Leishmal1ia were 
reponed: 1. il1fal1tu11l (straía JPCMS), 1. braz ilirmsis (M2904), L. "uuicana (U1l03) and 1. 
donovani (BPK282/0d4) [23-25]. These reports provided resourees for eomparative genomie 
studies, and mfOl1lli1tíon about ¡he genes !hat might have a role m !he tissue-specific 
development of the different species of Leishmania . 

Figure 2. Synteny ofprotein-coding gen.es on chromosome 1 from Leishmania. The fírst eight genes of 
each oflhe two directional gene clusters present on this chromosome are shown for L. major (Lmaj), L. 
donovani (Ldon), L. in/antum (Lint), L. mexicana (Lmex), and L. braziliensis (Lbra). The names of lhe 
gen.es, indicated only for L. majar, are abbreviated (for instance, 0250 corresponds to LmjFOl .0250). 
Orthologous genes are joined by grey lin.es . In the enlargement of lhe strand switch region (SSR) from 
L. majar, Ihe transcription start sites for both OGCs are denoted wilh arrows. 

The genomes of the different species of Leish11lania show a notewonhy conservation of 
gene order (synteny), despite an estímated divergence of 46 million years [26] . Gene order is 
conserved for more !han 99% of genes between 1. majar, 1. infantu11I and L. braziliensis [23]. 

To exemplify synteny, figure 2 shows a schematic representation of the strand switch region 
(SSR) and the [lrst eight genes of the two DGCs presenl on chromosome 1 from seveml 
species of Leishmania . As observed, !he order of Ihe genes is exact1y !he same in all the 
species. The only exception is !he orthologtle of gene 0260 (LmjFO 1.0260), ~vruch was 10st m 
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ih .. L. bm~ili"ns~ g .. nolll<' (figu.-.. 2). ~mc .. con',,,,,,"ation of coding ..,gions i. high alllOng 
diff.-rml sp<'Ci<". of L .. i5hman¡,,; fo.- <'Xalllpl .. , th ... ,-""ag" &mino "cid idmtily b",w<""" L. 
major ""d 1. ¡nfl111lUm is 92%. and ih .. . v=g .. fiudeoti& id .. ntity is 94% [23] 

T ab le 1. Summa,"y of L .. ;,¡mlflllin, T. brlla; ami T. cm:i ¡ enom ••. 

L,"''!i0T 
L. '"""'''''' 

L L 0N.tic."" L. dMo" ... i r. m,<,; - r. "U,,; " 
brn;:ib""" ~ "" ~ " '" 

, ". " " U' " ~ 

~-- J1.8~5.0~ JU01,nS 31997,771 ll!08.m 3144-1.'198 16.07H'16 ~_OOO.OOO , "' "' ~ 

O\....J.I G-+C 19.7 • 19J ¡H ~9_7 " "' " C001"" ("I.) 

Codin¡i;G-+C 
<"""';; fl.) 

6D 61.U · 603& '" " ~. ~H 

~~ 
¡m>t<in-<:odmg U12r><1 S)l~r><I 8317 ["l 8,150 " 9.006& _12.000 

~o_ 

" " ,o. M " ~ ,,~ 

Int« t<lli< 
2M~r>'I l .0.I9[101 1976[><] 

;:;'(\l!'~'" " ,~ 1.179 I ,O!~ -- 1)1 ' , 135 . 1~1 ' " " m m 
~) 

.¡ Only m .. g~ cMomo",,,,,", 
') lbe.s<" num~ corr .. ,poruI lo th .. grn ... annotal~ in GntdJB (L injantmlt. 67 g .. "".; L bm:ili«n.i, 

66; L mexicana. 83. L donomni. 64). plus Iht g~~s !hal I>'~ foun<l using IR.."\IASe311 SE 
<) !\"R, ootr.-pon~<l 
°Rd"=o« oumb",,, "'~ shol>'n in bf:ld"~I. 

Th .. su .. of!h .. haploid g .. nomes in m.. di,-.,,-s .. sptti", of Lrushmania is ,-...y similar. 
ranging from 31.9 lo 32.8 IIl<"gaba ..... (Mb) io L. bra~ilümsis and L majar. resp.-cti,'dy (mbl .. 

1). Thes .. g=omes a.., slight1y larg.,,-!han lb .. 00 .. frOUl T. broai (26 Mb). bUl sma.lb than 

th .. on .. from T. cro~i (-60 Mb). Th .. oumb.-r ofpr .. dic~d prot .. in-coding g"""s is 8412 in L 
majar, 8241 in L injanlran, 8357 in L bra~ilirmsis and 8250 in L m=icantl [24}. Th .. 

"'IUnaIN munbn- of protein-<:odiog g .. n", is 9068 in T. bn,eei [22] and -12000 in T. enó 
[27}. Th .. majority of tb .. pr..-diet .. d gm ... (-70"/.) meo& bypoth .. tieal prol..rnS of unknowo 

fimetion. Th .. s.- may r.-pres.-nt g="s that ha,'" par1Isite-sp.-cifie funetions. or which ac .. 
sufficimt1y div.,,-g .. d as to hav .. 00 signifieant ,;n¡u .. nce simi1arily lo Ib .. ;,- functional 

homolog. in olb.,,-~es [28}. 
In lb .. Leishmania gmo",,"s. IllOsl pro~in-<:oding gm ... ar .. ""P"ra.t .. d by rd ali,-dy short 

int.,,-g .. nic r .. gioos (lIl<"an lenglb of2045 bp in L majar). Th .. &o,ity of protein-<:oding gen ... 
in Ih .. L mtljor geno",," is 252 g .. o ... pe.- Mb. whieh is simi1ac to whal has knI found io olber 

1I)l'aoosomatid. (317 g='" p.-r Mb in T. bnicru aod 385 g='" p.-r Mb in T. ene,} bUl 

considerably higher than whal has knI r.-port .. d in human (-8 g='" p.-r Mb) [29}. Th .. 

o\-"fl'Ill G-tC cont=1 of th .. g .. oomes of th .. variou. ,¡><"Cies of L"ishmania (frOUl 57.8 10 
59.7%) is highM" dllUl G+C cont=t in T. broe"i (46.4%) alld T. cnó (51~~). and th .. G+C 
e0111<"01 ofth .. eodiog regioos is even high.,,- (62 .5% in L. major) (lable 1). Similarly to oth...

.. ukaryot .... Ibe ends of th .. ehromosolll<"s in Leishmtlnitl contain th .. tdomeric r'1"'at 
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GGGTIA ChrOIllOSO",,"S cootain short subtdomer:ic r .. gion. composed ofvariabl .. r~liti,-.. 

d ... ",,01s that ar .. r .. spoo~ible for a major pan of th .. polymorphisms obs.-rved ~tw .. = 
homolosou. CbromoSOIllCS. In conlfllst. subtdomeric r .. gioo~ in T. b,."cei are long IIIld mco& 
s¡><"Ci .. s-sp.-eific s .. nes . DNA repeats r.-pr .. s.-n1 9- 10% of Leishm""ia geno",,". Also, 

eonseryed amino acid r'1"'als. whieh ha,-" btto hypolbesiz.-d 10 hav .. a rol .. in palbogenicity, 
ar .. pr ..... nt io 3-4% oflbe predicl .. d prOl .. ins in Leishmtlnia [24}. Th .. '<lsl majority of prol..rn 
eodinS g=e. in 1I)l"'oosomatids lack introns; in facl. ós-splicing has ooly k= detnonsU3led 

for Ihe gen .. =coding lb .. poly-A polymerase [30] 
Trypanosomatids do ool ... nn ro coomin DNA transposons. How",'er. analysi5 ofth .. T. 

crud and T. bnicei g .. oOlllCS confirmed th .. pr ....... ce of abnod,,1l110ng mminal repeal (LTR) 

and o01l-LTR ",uou:msposoos 111 ; 31}. Thry accoum for -5% "nd 2% of d, .. T. cn':; and T. 

bn,eei s enolllCs. r .. spectivdy. In coouaSI. L. majar a"d L. i"jtlnrum do nol contaiu aeli,-.. 
r .. uotransposoIIs. N .. vt·rthd .. s~. Ih'")' have rmwants of .. xtincI iogiILITe-lik .. r .. 1rOposons 

called DIRE. [32}. R.-cnllly, Iwo ""w flllllili .. s of d .. s .. n.,,-aled r .. uotransposom w .. r .. 

identified in L"ishma,,;a: SIDERI and SIDER2 [33: 34}. Thes ..... qu.-uces ar .. predominaody 
located within m.. 3" -UTR of Leishma"ia mRNA •. and it wa. showo ihat SIDER1 aels as an 
instability d .. lIlCIlI. sine .. SIDER2-<:01ltainiug mRNA, ar .. gen...-ally .. xpr ...... d al lower I .. ,-ds 
eompared to m.. oOll-SIDER2 mRNAs (33) 

Surprisingly, r..,=1 findings show .. d Ihe pre.mce of pol .. ntially acti,-" SIACS/CZAR 
r .. uoposoos in Ibe L. bro::ilie"si. g .... o""" [23: 35}. Thes.- dnn .. 1l1s ar .. assoc;'u .. d wilh 
um&mly r~ated spliced I .. ader g="', sho\\~og ao ammg<m<"m similar- lo thal oflb .. SIACS 

or CZAR demeots in T. bmeei or T. eni~;, r ... pectivdy. Mor .. O\-"r. th .. td omer:ie r"sions of L 
bra~iliemis eonlain " flllllily of 20-30 prn-:iously ullknown uan'posabl .. dnnents ca11ed 
··tdomer .. -associalN transposabl .. dnnents" (TATE.). Each TATE inelu&. pumcive r .. v.,,-... 

lra1lSCripIaS~, phag .. inl .. gra ... , and DNA audlar RNA polymn-a .... <"<¡umees. TATEs ar .. 

pr ..... 1l1 0Il at I .. ast 12 chromoSOlll<"s. ins.." .. d in Ib~ middle ofth .. GGGTTA Idomer:ic r"P .. als 

f36] 

4, SPEClES-SPECIFIC Gn'ES ..%.,,\ 'D RNA I l\"TERFEREl\'CE 

S<"<I""'''''' compansoos among lb .. diff.,,-e1l1 sp.-eies of u;shmmJia mow'" a surpri~ingly 
small nUlll~r ofsp.-ei .. s -specific g"o",. in spit .. oflb .. broad differ=ces in pathog=icity and 

imonm .. r .. spon ... [23 : 24]. In L. mm:ica"tl it was r.-port .. d tl ... pr<,.=ce of ooly IV,o lUUqu.
g=es. which =coo.. predicled prol .. ins of unknown function. Inter .. stingly, 0IlC of th ..... 
g .. nes is pr..-dicI .. d lo b.- a p ... ndog ...... io oth .. r Leishmanitl specie •• but it i. th .. onhologue of 
an intacl s .. ne in T. broce;. L. majar poss .. ss.-s 14 sp.-eific s .. oes: 13 =coo.. prot .. in~ of 
unknowo function and one .... co<ks a PF1'I-like peptida .... In L. bro::iliensi. th.,,-e ,..., 67 

nniq"" ge""", of which 54 ar .. predicted lo .. ncoo.. prot .. ins of unknown functiorl. Sp.-ei .. s 
frOUl lb .. L. dano\'O,,¡ compl= (L. dOlJO\'01Ii and L. inja1lmm) contain 19 sp.-eific g=es. of 
wh;eh 15 enco& prot .. ins OfUllknOWll function; m..s.- gen ... miglu play an importanl rol .. in 
lb .. poteorial for ,-:isc .. ralization associated wilb m.. L dOllo\'01Ii compl .. x [25 ]. Th .. locarian of 

lb .. speeie . -sp.-cific s .. o .. s in Leishmtlnia i5 also no .. xp.-cted, sinee th .. y ar .. disJ><"fS'"d all O\"er 
th .. g= ud,.,,- Iban dust...-.. d in subtdomeric r .. gion. or br .. akpoints of DGCs, as r.-ported 

in olher trypanosomalids [22] 
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To Ikmruin .. if sp.-ci .. s-sp.-cific g=es ar .. presnlt in diff<'f .. m straim ofm .. 5IU1l<' s?<,ci .. s. 
S<'C ond strains of 1. major and 1. mcricana W<'f" s<,<\u=eed [241. h was fowm mat m ..... eond 
strnin of 1. m,o:icana (M379) conrnins intael eopi .. s of oom uniqu .. gen ... i<kmified in 1. 

mnicmra U1I03. Similarly . m.. strain LV39 from L. maj or eontains U of m .. 14 s?<,cific 

g .. n ... found in L maj or Fri .. dlin. Mor .. ov...-. 17 diff<'fml s trnins of L donomr. i isolat .. d frorn 
pali=1S from India. N<'Pal and Elhiopia eontained m .. 19 uniq"" gen ... found in th .. L 
donowm i compla [25]. Thus. specifie g= '" in Leisnmania ar .. cons<'fved b.-tv.' .. en strnins of 

m .. same speci .... ", 'm wh .. n m .. y W<'f" irolal..d from diff<'f=1 g .. ographical r .. gions 
Ho", .. , '<'f ... "t .. n,i,-.. variation in gm .. and ehroll105ome eopy nurnh<'f was r.-pon..d among 

diff<'fml sp.-ci ... and smoins of Ltlishmanio ( ..... lodow) 
In Leishmanio . ... talolishinml of ps<"udog .. " ... and g .. ne loss Sttrn lo b.. m .. llllIin faClors 

mat inflU<'llce lb .... voluuonary fOfllllluon of n<'W sp<'Ci ... . n... species .sp.-cificity of IllOsI 
g .. n .. , can b.- attrilo", .. d lo m .. deterioraliOll of a 1'.= " in m .. om<'f sp.-ci .. s. In om<'f words. in 
m .. sp.-cies mallad, lb .. ñmelional g .. n .. m .. r .. is a degen .. rnt ..... quene .. (pseudog ...... ) in lb .. 

eorr .. sponding r .. gion of sym .. ny 123; 24]. For .. xampl .. , one of Ih .. uniqu .. genes in L 
infanmm. 1M on .. mal encocles a pulaTi .... phospbalidylinosilol J -kim.s .. (PIJK). i, predicled 10 

.. neocle a P"<""lo gm .. in m .. om<'f sp.-ci .. s of Leishmania. Airo. A2 is on .. ofme 1. dono""ni
sp.-cifie g=es Ihal has ~" propos.-d lo b.. requir .. d for parnsi! .. "u".-ival in úsc..",1 organs. L 

ma¿or and 1. troI?ico COlltain onI~ A2 J?S .. udo~= .. s [!7]. 

RNA inl..n<'fenc .. (RNAi) i~ a mechani.m of g=" silencing pr .. senl in many .. ukaryol",s 
In this proc..... ShorT ooulol .. -su-anded R},'A molecul .. s induce m.. sequenc .. -sp.-cific 

degradauon ofhomologous rnRNA. h is moughl tllIIl RNAi is nol oruy involv .. d in m .. control 
of =dog .. nons rnRNAs. hUI also ha . a def .. n,i,.., rol .. agai""1 tJ:m'poson aClivity and viru, .. s 
[38]. NU1l1<'foUS prOl .. in. participa! .. in RNAi , including Dic .. r aud AJ-gOfl/lUle. s..veral y .. ars 

ago a funclional RNAi pamway was idemifi .. d in T. bnlcei [39]. In comrn". T. cnó , 1. maj or 
Mm 1. donomni bek Dic...- and AJ-gowmt .. aeu"iues and a. ,ociat .. d gen .. s [40]. Thes.. 
findings led to m .. asswnpuon lhat T. bnlcei was ti, .. onIy trypanosornaud ,,~m acuv .. RNAi 
Ill<'Chanisms. Consequendy. il was smprising when gmes in,'olv..d in m .. RNAi palhway 

w...-.. idenlifiNl in 1. bra~ilignsis [23; 35] and om...- s?<,ci .. s oflhe Viatmia suhgenus. snch a. 

1. guyane""is and 1. p<1namensis [41]. II w .. ~ later demomtrnlNl tbal in fael 1. bra~ilienús 
shows strong RNAi activity wim r .. port...- md endogenou. gm .. s [41]. FWlCtiOnal and 
.. yoluuonary smdies of RNAi g .. II ..... ,tahlished mal Rt'llAi mml hav .. heen losl rn~c .. 

inde-pendenTly in trypanosomalids: onc~ in m .. lineag .. I .. ~ding lo T. cnci, and a S<'C ond time 
añ<'f m .. sepruation of me Viannia sulogmus from m .. r .. maining Lei5hmania sp.-ci .. s 141 ]. In 
1. bra~ilien~is, m .. Argonam .. g .. n .. is local .. d on chromo.OIll<' 11. S<,<\uenc .. analysis of m .. 
syntenie r .. gion. in 1. maj ar and L infanmm r .. ,-.. alNl highly deg .. nerale Argonaule 

ps<"udogenes. whieh ~upports Ih .. hypom .. sis tllat RNAi-rda!..d gm es w .. r .. lo.1 in memhers of 
m .. L.ushmania .nhgenu. [36] 

5. G E:'\"E .-\.i'\"D C HRO:\IOSO:\IE COpy NnlBER V ARIATlO;\" 

Importamly. diff .. ..,nc ... in gen .. cont .... 1 and chro~ copy numh<'f b.-tw .. m sp.-c i ... 

and s train" of L"ishmania ha,'" h .... n recognUNI ~s a major sonrC<' of g .. nomic vmalion 
Regarding chromoSOIll<' architectur ... 1. maj or. 1. donomni and L. injamum hav .. 36 
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chrom05Olll<'s. wh .. r .. as 1. bra~iliensis ha. O1t1y 35 chromosome. due lo m .. fusion of 
chrom05Olll<" 20 alld 34. Th .. genom .. of L mexicana is organiz..d inlo 34 chromoSOlll<' . ... s 
m .. r<'SuIT ofrn'o fusiOll .. "mIS in,-oh-ing chrom05Olll<'s g and 29. and ehroll10501lU'S 20 aud 36 

[42]. Lei.hmania i. g"ll<'f311y eonsid...-.. d 10 b.- diploid. almough s", 'eral chromosolll<'s ha,'" 

b..en <kscrib.-d as M,euploid [43: 44]. Homologous chromoSOIll<'S can "ary in siz .. , a . il has 
b..en descrihed for m .. homologous copi .. s of chromoSOIll<' 1 in 1. maj or Fri .. dlin. whieh diff...
in siL<' hy approximaldy -30 kh 145] 

Chromasom .. copy number has heen malyz..d for diff<'fenl s?<,ci .. s of L" i5hmania loy 
ehro~ R .. ad Depm and om...- m"lhodologi .. s .uch a. alld .. fr .. quency di.trilouuon plots. 
FlSH and FACS [24; 25 ; 46]. Analysis of",'o L. major strains. Fri .. dlin aud LV39. showed 

ma! masl ehronlOsome. in mis s?<,ci ... ar .. di'>01llic, = eepl for ehromosome 31 (r .. port .. d as 
letra,oalle). chroll1Osome 1 (triSOMC) md chromoSOIll<' 34 (rtpor1 .. d as supernu lll<'rary) 

S .. "...-al trisomic chromosomes ha.-.. heen rtpor1 .. d in L infa~mm JPCM5 (nin .. 
chrom05Olll<'s ). 1. donom ni LV9 (thr .... chrom05Olll<'s) and 1. mn icana U II03 (thre .. 
chrom05Olll<'s). In L donomni BPK20610, fi,-.. chromosomes ar .. tri<omic and Iwo 

chrom05Olll<'s ar .. letrasoallc. In diff<'fenl sp.-cies, s .... ...-al chrom05Olll<'s aPP<'ar lo b.. of 
inl....-mediat .. stams, h .. ing n .. ilh...- disomic nor tr1somic. Thes<' panerus llllIy resuIT from a 
mixtur .. of indi,'idual cdls wifhin a populalion wilh monosomic. di'>01llic and trisomic 

chrOlllOSOtlU's. Int...-"slingly. in m .. smoin M2904 of 1. bra~iliensis ]O of]5 chromosomes ar .. 
d .. arly tr150miC, tllf .... ar .. tI .. rrasomic and one is hexasoallc (ChrOlllOSOIll<' 31). Thus. in 
COlltra<t to om .. r sp.-cies of Leishmania. 1. bra~iliensis M2904 i, primarily triploid [24]. II is 

wonh Ill<'mioning tba! ehromosome 31 is m .. oruy 011 .. dlat is supernum...-ary in all m .. sp.-ci .. s 
and isolat ... of Leishmania analyzed, induding m .. homologO\lS ehroll105om .. 30 in L 
mnicana. The fimctional Ill<'aning of this finding has y,", to be del...-min .. d. In condu,ion. 

Leishmania parasil"s can COlltain disomic tnSOIlllC. !etra.SOIlllc or sUp...-lllllll<'rary 
chrom05Olll<'s. de?<,lIding on m .. s?<,ci .. s . and m .. pan .. ru of an .. uploidy Sttm, to b.. 
char-acl...-isue for a s?<,cifie s train. 

It i. airo importanllo , .... miOl1 tbal mulucopy gen .. arrnys ar .. pres<'m mor .. freqncndy in 

disoMe ehromosomes than in superulJlll<'rnry chrom05Olll<'s in fonr s»<'<'i ... of L"i5hmonia 
analyz .. d (L. bra~ilie"sis, 1. majO!; 1. mexicana and 1. infanrum). II has ~n sngg<'Sl..d tbal 
mese disomic chromosomes may 1m" .. ?<,rsi'INI as 1I01l--;;U?<,ffiUlll<'rary hecallS<' of fim ... s 

cOl1straim. mal ar .. g .. ne--dosage rd al .. d. Sine .. g,," .. -dosag ... emi!ü~ty is kIlo",n lo b.. 
importan! in sd<'C uon of copy number chang .. s. in Ih .. Lei. /,mania sp.-cies m .. r .. may be 
... lection . gainsl whol .. -chromosolll<' duphcauons for tI,OS<' chromosolll<'.s tbal ha.-.. .. high...
proportion of do ... -sensiti,.., gen .. s [241 

Analysis of alldic varialion among diff<'fm ! kishmania sp.-ci .. s loy MI...-ozygous . ingle
nnd .. oude polymo'1'hi,m. (SI'IP .) show..d a remarkahly low l .. ,-d of h"f .. rozygosity in 1. 

major (297 SNPs) and 1. injanrum (629 SNPs) eompar..d wim 1. mcricana ( 12.531 SNPs) 

and L. bra~iliensis (44588 SNPs). This fmding eould r .. mI! from a high<'f degr .... of 
inhr .... ding within 1. majar and 1. infanmm rdau" .. lo L bra~ilifmú. and L. mexicana . Th .. 
high I" , 'd ofhe1 .. rozygo . ity ow rnd in L. bra~ili"nsis eonld in sorne Ill<'".ur .. b.. altrihulahl .. 

lo ils triploidy and m .. snpemlllll<'flley narur .. of many of ilS chromosomes. s inc .. r .. dulldancy 
of ... senlial g .. II .. S may allow a high .. r rale of neutral mutalion man tbat of m .. diploid 
g .. nom .. s of L maj or and1. infanmm [24J 

Amang diff<'fenl straim of L. donomni. 3549 SNPs "'...-.. identified 125) About 82% of 
metll ",...-e locat..d in 1I0ll--coding ..,gions. 7% w...-.. S)llonytnOus rnutations in eoding r .. gions 
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aud ! 1 % C3USffl chang ... al ih .. prot .. in S"'lU<'fiC<" 1"" .. 1. ~tllIIlkably. """'" SNPs ......" 10 b .. 
rd.u,d lo re<;stanc," lo lb .. antimonial drug s.odium stiboglucOWlI" (SSG) . Al.o , ;1 is 

in¡"" .. sting Ih", SSG-r .. sislant parasil<'s comltin on "\-"fag .. 44% r .. w"r rDNA tran'>Cription 
wlllS and 77~. 1110[<" mini -.. "on unil. Iban =il;\"<" paras;'",_ Mor ... ,-n-. 1. donowmi SSG

r ... islanl lin~ sho\\" mor .. "<>pi .. s of an ...,i,o= ihal contains ih .. mitog=-activ''''d protein 

kinas .. (MAPK) locn. 

6. MAJOR GE:'\E F .UIIl.n :s 

Anolher characl<'nstic r".ruJ<' oftb .. L"j~hman;a g .. """'" is ih<- pr ... me .. oftan<km amlys 
of duplicat .. d g=. ",meh facilitat .. incr .. asffl p.-ot .. in .. xpr .. ssion in 1M ah>m .... of tb .. 
r .. gulatffl InInscriptional control IDaI io found in oth .. r organis!llS. TI, .. num~f of tandnn 

arrays diff .. rs .mong sp..,i ... : 132 in L. mm:;rana U1103 . lOO in L. majar Fri .. dlin, 207 in L 

i"fanmm JPCM5 and 214 in 1. bra~ili""sis [14]. Th .. nwn~ of g~""s p<'1 tarukm array a lso 
,-ari~s amongLeishmania sprc;es 

From!h~ lotal num¡"'r of prOl~in-coding g~""s. OIlly 56 w~r~ pres~nT as multicopy gm~s 

in ,.¡¡ sprci~s of Leishmania [241- 10....., includ~ !he amasTin gm e •• wh;ch =cw .mal! 

~lIfÍace glycoprol~ins of unknown functiou !hal ar~ also pr.....,m in T, cm:i. Th~ majoriTy of 

ama.Un g"''''.;s e"pr~s..,d in inlfllcdlular amastigol<"s, and may coutr;bm~ 10 !he;r sUf>~,-al in 

!he hU1llMl hoST. In L. major. ama.Tin g""~s ar~ distrihUlffl 01' ... veu d;fTer=1 chromosom ... 
Th~ larg~sl tau<km amly. localed on cbromos""", 34. COIltainS 23 omaslin g~n ... 1m.1 "¡I"""'I~ 
w;!h W bigh1y couservffl lUZin g='" (thal encw prOl";n, of unknown function) [47]. L 
infanmm aud L. bra:ilüms;" ha,-e amaslin gm~ arrays al !he .,.me locations: howe,",,'r. 1"" 

large ama.S1in-lUZin ge"" array ..,= lo ¡,., shoner in L. bra:iliemis [231- n.., Leishmm,;a 
glycoprolein GP63. also known as 1";.Junanolys;n ol majo.- sufÍace prol~a.., (MSP), ;s a 

surfuce melalloprolea.., involv~d in pa.rasil~ SUf\~\"a1. infecl;\'iTy and \'iruleuc~ [481- In L. 
major. il ;s ""coded hy a tau<km array of se,..,n g""~s local.-d ou chromosome lO 

InleJ~.Tingly, GP63 lan<km array;s colllpO'.-d of -28 g=e. inL. bro:iliemis [231 
PSA. also caUed PSA-2 o.- GP46_ is a ú!ishmania family ofm=,br-a",, -bound 0< se<:fe'.-d 

prOI..rnS whose main signaru.-e consim in a Sp"c;fíc array of leucine-rieh r~ats flank.-d by 
con,en'.-d c)'S",ine-rieh d.omains. h is o\"er~"pres • .-d in memcyclie proma<tigole •. where i! ;s 
in,'oh-.-d in resiSlaue~ lo eompl~meru -m~di",.-d Iysi •. In L. major, 32 PSA g=es m.v~ ¡,.,= 

id""tifí.-d on chromOSOllles 5. 9. 12. 21 and 31. S;milarly. 14 and 8 PSA g""'" wer~ fOllnd on 
d,~ sam<' cbromosome. in L. infanmm and L. bra:ifümsis. respectivdy. lOe PSA .ubfamily 
pre..,nT on cbromosome 12 ;s !h~ most comple" in L. major and L. inf0/1mm, sinee ;1 ;s 

compos.-d of tan<km arrnys of 24 g=~s in !h~ fonner aud """en geu~. in !h~ laneJ. In 
contrast. in L. bra~iliensis t1",r~ ;. only on~ PSA g=~ on tbis locns [49]. Oth~r mu!t;copy 
g~""s pr~S<1l1 in the Leishmania geno= inclu<k alpm. - ami beta -rubulin, HSP70, HSP83, 

kiue.in •.• e\"eJlIllrnn,lation initiation and dougation faclors. prOl<"in kina.., • . RNA beliea ..... 
prolein phospm.lases. amino ae;d peJlll~a5eS and ..",.,,-,,¡ hypo!h~tical prol~in. [201 
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7. GEl\'E E XPRESSIOl\' Il\' LEISHMAN IA 

Eularyolic edl. uruaUy ha\'~ ~~ d;,Unct cl"-.. ~s of uucl~ar RNA polJ"lll"f'l .... (poi) 
Poi 1, Ir. and ill. Each cia •• of pol)'tl"'n.., transcribe. a d;ffeJ~nt kind of RNA. Poi I 
syllthesiz~s 18S, 5.8S a1ld 28S ribosomal RNA. (rRNAs). and Poi 11 transcribes ,uRNAs and 
moSl of th~ smaU nucl~ar RNAs (snRc'lA.). Poi ill i. im'oh-.-d in 1"" producl;on of smaU 
~5,,,,,tial RNAs. soch as t&'1As, 5S rR..l\IA and SOl"" soRNA. 

Contrary 10 whal OCCUfll in o!her eukar)'ol~s. Poi II trall'iCripl;on in Leishmania and olher 
tr)'panosomal;ds i. polyei<troruc [SO--S2j. MoS! cbromosomes conta;n al l .. aSl Iwo PGCs.. 

wbich can be ~ilher diverg=tly transcribed (lowards !h~ Idomer ... ) Of convergently 
tran=;bed (away from th~ ",Iomeres). Maru.-e nuclear mRNAs ar~ g=eral.-d from primary 
transcripts hy tra~s-splicing and polya<k-nylal;on (figure 3) [53; 54]. Tra~s-splicing ;s a 
proces.lbal.dds a eapp"d 39-ulld=ti& miniexou Of sphced l~adeJ (SL) lo the S' lermini of 

!h~ mRNA. [SS; 56]. A1l th~ g=e. lha! ar~ par1 of a PGC are transcri¡"'d at W ~ I~,..,I, as 

a eons.-qumee ofpolyc;,troruc transcriptiou. How~"eJ, ,he maru.-e mRNA. of adjae=! geue. 
mighl sIlow \"<"f)" differenT coneeutrations andIor stage-'p"cific ~"pr~s<;o". Th;s ;s beeau"" 
g~"" ""pres.;OI' in trypanosomatid. is mainly regulaled posttranscriptionaUy "' !he I~\"d of 
m&'1A processing and stabi1ily 113; S7J S.-q,,,,uces ;n the 3 ' Wltramlal.-d r~giou (3' -UTR) of 

3n tuRNA play a k~y role;n g~"" ""pre,,;ou. FOl """"'PIe, !he 3'-UTR from th~ amastin 
m&'1A in L. itifanmm has 3 450-bp r~gion !hat eouf...,. amastigol~-5Jl"'C;fie gen~ e"pres.;on 

by a mechani'im tha, inerea"". th~ mRNA Iran.lanou [58 ) 

"'-1--'" 
[1jjiijjI CJ - t:"! 

LJ LJ L1J 
_ . ......... _1 

.~ ·I!L·L ~_lo_''''' 

,~-----

e CJ _ r-I ........ u_ 
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yT~ 
.• E9íI •• C"J ..." ._ - .• '=' .. " ... _ .. 

Figure ,. Tnnscriplion .ud pfOC~SSing ofmR."IA, in ü¡<hmanla. Poi 11 transcription initi" .. upstr .. = 
offue fu" g~n .. of lhe DGC. (arro,,".), gen=ling primaryrrmscripts (shown only fOf DGC2) th" ar .. 
proc~,S<'d by tran<-splicing md polyadenylalion lo gene"" .. th~ ""'tuf .. mRNAs. By trans-splicing a 
capp«l splie.-d lud.tl R,'1A ¡, a<ldtd 10 th~ 5' en<! of e\'~ mRNA. In Ih ... plic.-d lud.tl locll' (local"'¡ 
on a differ~nT chrome",m .. ) ~ach gene po''''''''''' ' PellI promol'" f~gion (3<<Ow,). The cap in Ih~ 
'plie«lle.der R,'1A ¡, in<lical~d wilh m ."",id U Ihe 5 end oflh .. R..'1A. lbe fOIlJ As !oc,""'¡ al Ih. l' 
end ofTh .. marur~ mR.'1As "'!'fe....,1 th~ poly-A 13;! 
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In ttypanosoll1mid •. id...,tificanoo of Po] II promoms fo.- prot .. ill-coding gmes has 

prov .. " lo ~ a difficuh goal. comp];cm .. d hy a rdativdy low Poi II transcriptional acti\~ty and 
,"pid proce .. ing of th .. primary transerip!._ N"H'nhd"5s. tran=:iptiOtlllI anal)"'i. of 
dllomosom .. 1 frOIl1 L majar shOWM Iba! PoI TI Inu,=iplion of th .. mlir .. chromoso= 
mirial'" in ih .. 5tnnd-sw;1ch ... g;oo (b<-t\v .. ..., lb .. 1\\"0 diy .. rgml PGCs) and proc .. ..ds 
hidir.-ctionally towMds ih .. tdomer .. s (figur .. 2) [52]. :k"ernl transeript;on .tan .i, ... were 
ma~d fo.- botb PGC. within a < 100-bp r .. gion tba! enmains long G-tracts (O[ C-tnCls). bUl 

do no! contain" TATA oox nr "ny otb .. r 1)'P;C3] Poi II cor .. plomoler d"""'''5. Thus.. whil .. in 
mos¡ <,ukaryot<"S .. "eh g""" pos"".,,",. il. OWIl promolef. a singl .. r .. gion S~< {O dri" .. the 
<,xpr ... sion of th .. .. mir .. cru-omoso= 1 in L. major [521- Similar studi ... pMÍOf11led 00 

crnomosom .. J from L. majar confi~d m..t Poi Ir trnmcription ;mt;"tes only upsu-~am oftM 

fíest g=" oh PGC [591- Sinc ~ lllO.t g='" ar .. org""iz~d into larg .. PGCs in tr)1>"nosomatids. 
th~ num~r of r .. gions wh...-~ transcription of Poi Ir initiat~. in th~"" organi= i. "...-y low 
(only a f~w p<'I chromOS<>tlle) compar~d to oth~r ~ukaryot~ • . n...r~ is "0 sub.tamial .""!u .. nc .. 
holllOlogy among th~ u-anscription initiation r~gions on L. mojor chromOS<>tlle. I and 3 
H~nc~. rigorously c0l15...-,,-.<1 ..... ,,=c .. r~cognitio" .it~. do nO! a~ar 10 b.. r",,!uir..d fo. 1'01 Ir 
transcription initiation in Le;shma,,;o. Im...-... ringly, a r.-c=t ChIP-ehip .rudy in L. mojor 
show..d titar H3 rustones ac .. rylar..d ar K91K14. a mark...- for sil~. of acri,'~ u-anscriprion 

iniriatio" in mh...- eukaryot~ •• ar .. found ar ,,11 div...-g=r stnl.nd-switch r~gions in rh~ parasi~ 
[601- Mor .. ,)\-"r. pt'U:' for Iwo transcriplion faclors. TBP and SNAP50, w...-.. also a5.ocial .. d 
with div...-g .. m strand-'''~lCh r .. gions [60J 

In aypanos01lllltid •. 1M on1y Poi Ir promol...- thm has b..en. nt=>ivdy charact...-iRd is 
th~ 011 .. driving th .. ~"pr ... sion of th .. SL RNA [61-63J. In L. larento/aft il cOl1sislS of Iwo 
domo.ins: th .. --60 d .. ment (from -6710 -58. rd ari,· .. 'o th .. TSS) and tb~ -30 d""""m (fr0l11-41 
lo -31). In Tr)'panosomarids. u-an'iCfiption factors could nol b.. id ... lIifi~d hy 51andard ," sllico 
a.wysi. b..cau, .. Ihry ar .... "tr .. mdy div...-g~m [64: 651- Con ..... ~mly. th.-ir i<knlificarion 
rdi..d on biochomica¡, .trncnu-al and funcrio"al analy ..... R .. garding Poi Ir mwscriplioll, 
SM,·...--..I gen...-al Tnlflscriplion faCTor. Ihal pa.nicipa.~ in SL Ri"A .ymh ... i. ha\'~ be.... i<knlifi..d 
in T. brocl". Th .. ,... inclwk TBP. TFIIB. SNAPc. TFIIA and TFIIH [66-701- ThUs. Ib~"" 

r<'C~m fmdings indical~ thal trypanosomalid. pos"" .. mor~ g .. n...--allrn.nscriprion faclor. titan 
inirially ~slimat..d from In úlico .tudi ... 

8 . GEi',O:\IIC ORG.-\--,YI l...-\TIO:" OF T R-\.:'\'SFER RL"I A 

.-\.:' "D RmOSO:\L-\.L RL"IA GEl\"E S 

Analysi. of 1M L. major g== databa .... .mow..d lb .. pr~..."c e of 83 IRNA genes 
di,tribur..d among 31 loci. 011 19 difT...-.. m chromosomes [20: 711- Mosl IRNA g= au 
organiz..d inlo el""....,. of two lo 10 g=. on .. ilh...- top or boltom .trand. which may conlain 
otb...- Poi III-trl!n'iCfib.-d gm .... For .. """",1 .. , in 1M locu. local .. d on chromOSOlll<' 23 th...-.. ar .. 
lO tRNA genes. a 5S rR..NA g=" and Ihe UI and U3 snRNA g='" (figur .. 4). In T. broce;, a 
loml of 66 tRNA g='" w .. r .. locat .. d O" 26 loc i. O" .. ighl difT...-.. m chromo.on...-s . A. in L. 
major, in T. broce; th~ numb..r of tRNA genes p...- eluSI.-r nmges from two lO lO. In T. cro~; 

120 IRNA g"''''' w...-.. ;tkntifi.-d [711- Thu., Ih .. num~r oflRNA gm~s in Tr)panosomalids i. 
rd alivdy low, consid...--ing thal ~UkMyOtiC organisms usnally conmin ... v...--al hundr..d tRNA 
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g .. n .... For instanc ... C. e/egans has 568 tRNA g""'" and Homo sopl"",s pr ....... ts 497 tRNA 
g .. n ... [72; 73] 

In contrast lo prot .. in--coding g,"",,'. th .. majority of Ih .. IRNA elust...-s do nol .mow 
sylUeny in Tr)1>"nosomarids . bUl 3 f .. w of th .. m do .mow con5...-varion [71]. Among th .. lan...-. 
th .. mo>! outstanding ~xampl .. i. th .. chm...- of 13 Poi ill g .. ""'. locat .. d 011 chromo.o ..... 23 in 
L. major. thal i. highly syntenic. Inl...-.. stingly. th .. o.d...- of th .. g .. "'" in this elu>!...- i. 
idenrical b .. "'· .... n T. broce; and T. cro~I. although Ihr .... gm ... ar .. IOC31..d O" difT...-ent smwds 
[711- Th .. majority of tb .. 13 g='" i. pr .. senl in Ih .. L. malor chm...-. bUl th .. ;,- ord...- i. "01 
idenricallo 6 th...- of tb .. olh .. r Iwo elust...-. (figur .. 4, compar .. L. major "~Ih T. broce,) 
AdditioWlllY. 3 5S rRNA g=" r"Placed a 7SL RNA gm .. and a IRNA-Trp g=" r"Plac .. d """ 
of lh"IRNA-Ly. g .. nes 

Figur .. 4. Comparari\"<' or<!...- ofPol Ill-tran>erib.-d g= in L~¡shmania:md T. brocei. Th .. o!<!...- ofthr 
13 PoI Ill-uanscrit...d g""'" pr ..... nt on cruomosom .. 23 inLe;shmania js ,ho",n fo! L. mojar (Lm:lj), L 
danol'Oni (Ldoo), L. ¡njamum (Linl). L ",,¡x/e<ma (l.=x), L bra:ililm,¡, (Lbn}:md T. bn,,~1 (Thru) 
Th~ loe; inclnd.- ... "enl tR.l\IA g~II<" (11 ... V.l, Gln, Arg, Uu, Thr. Lys. Gly and Trp).' 5S rR.,,'\IA g""" 
(58),1"'0 ,nR.'\IA g ... es (VI .00 U3):md a 7SL R.,,'\IA g""" (78L). All lb .. sptties of Le/,hman/o sIlow 
""acllylh .. ",me or<!...-. T. bro,gJ sho",. ,ame drgr..., of.yn"'ny. Oflhologous g .. n •• ..., Joinrd by grry 
Iin.-. (wilh Ih .. uC"!'tioo ofGly<! and Arg' from r. broa;. whicb "'..,., not join .. d to ,implifylb. 
figur .. ). Flanking prol..m-<:oding g ... es a ..... ho,,-" as diagonally striprd boxes (1101 to sealo) 

Many IR},'A g .. "'" ha,'" nol be.... annotal..d in th .. g~n""", dalaba"". of L. I"ja"mm, L 

bra~IIi"",ús. L. mexicana and L. donol'tml. Thu •. in ortkr lo compar .. lo L. major. w~ 
p.-rf0f11l<'d In .IIi,o ... ",ches of IRNA g~"". and oth...- Poi ill-transcrib..d g ...... s. Our r .. sullS 
.mow..d thal 1M \1I.SI majority of IRNA elust....,. ar .. rughly s}'nl..rnc among Lelshmanla 

spt'ci .... For ~xampl .. , Ih .. ord...- of 1M Poi ill-transcrib.-d g .. " '" locat .. d on ChrOIllOSO!ll<' 23 is 
idenrical in 311 Ih .. s"""~. of L~i.hmanla (figur .. 4). Row .. ,-...-. '''H'ral difT .. renc .. s w...-.. 
ob ... "-,,d. Fo< m'tanc ... a elus"'r of two tR},'A g= and a 5S rRNA g=" locat...! 01. 
chrOIllOSOlll<' 15.....-ru.. lo b.. ab ... m in tll~ corr"'ponding .ym"";c r~gion of L. Injonmm lIud L 

dono..-onl. Al"" whil .. elml~r 1 on chromoso= 11 [71] contains fiv .. tRNA g .. n .. s and ",'0 5S 
rRNA g='" in L major and L. mexicano. it conmin. onIy tltr .... IR..l\IA g""'" in L. I"jmlmm. 
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1. d,,"om,,; and L. brl1~jlie""js_ MorN>,'er. ""H',-al oth...- du"ef"S ¡ack a,I ... " ~ IRt"lA &"'''' 
in 1. bra~jlj¡msis 

In rnosl eukaryotic orgarusms. IRNA g""'" "" .. m lo k di,~=d randomly thmughout 
th .. g=om". How~-...-. in human cdls ,h .. disuibution is non-randolll. sine .. 1llOf<" !han 25% of 
ih .. IRNA gm .. s ar .. localM in a r .. gion of only 300m 4 Mb on ch.-otllosome 6 Ihal repr=ts 
only O 1% ofili .. human getx>tlle [29]. Th .. dimibmion of g=es in th .. 1. majar g .. nom .. does 
no! S~ lo k lotany ,-andom, sine .. half of ih .. chromoSOIll<'S do 1101 conta;n <",-en a singl .. 

IRNA gro". AdditiOll.ll.lly. 60 tR."I\IA g="s (72%) are locat..d on only ,...,-m clu-omos~s (9 
11. 23. 24. 31. 34 "ud 36). which repr .. ""m only 26% of the gellOlll<' [71 1 

h was preúously shown ihal transcription of 1""0 conv...-gem PGCs on L majar 
chromosom .. .3 termina, ... on 1M converg=t slIllnd-'''~ICh regÍo~ "~Ihin a tRNA-gMie r<"gÍon 

[591- InINe'lingly. 14 of Ih .. 39 conv .. rg"'l! mand-swilcb r~gion. (35.9"/0) m 1M L. majar 
genom~ contain al l .. a'l one IRNA g~n ... repr .. .s.enting 45.2% of 1M 31 IRNA loei. A similar 
sirualion was fmUld m T. broc<!i. wh...-~ 34.6% ofd, .. IRNA loei ar .. localed "~Ihin com-...-g .. nt 
.trand-.wiICh regions. This sugg ... ls lhal th .. u ... oflRNA gm~s as signals for l...-minalion of 
mmscriplion of COIlvergml dusI"'" of prol .. m-codmg gm~s migbl be a common process in 
If)l'anosomatids 

Th .. el .. v .. n SS rRNA genes found m m .. L. majar g= ar .. distrihul .. d on si:< 
chromosom~s . and ar~ always associaled lo IR.t'lA genes [20]. A similar organization is 
pr~...,nt m om~r species of Leishmanü,- In contraSI. th~ SS rRNA g",,",' m T. brocei and T. 
cnó ar .. organiz~d mio land.em array. tbal ar .. nol associaled lo IR.NA g .. n ... [74: 75]. In 
tr)l'anosomatids. as m om...- organislllS. lb .. codmg r .. gions of lb .. 18S. 5.8S and 28S rRNAs 
occur as landem repeals Ibal ar .. dusI...-ed al on .. or s~,'...-al loci_ Ho"..,,-...-. a di,lincli,'" 
prop...-ty of rRNA gm~s m trypanosomalids is 1M fragmentation of m .. 28S-lik .. rRNA mio 

multipl .. mdepmdml moleeul .. ., 24Sa. 24SIl. SI. S2. S4 and S6 [76: 77]. Inln ... tingly. m L. 
majar m .. r .. ar .. Iwo copi .. s ofm~ S4 gm .. (also known a. LSUE) m th~ majorjty ofm .. rRNA 

r~~a" [78]. In th .. diff...-~nt s~ci .. s of L"ishmania. rRNA gmes M~ local~d on cbromosome 
27. Th~ nwnb...- ofrRNA r~ .. a" vari~s among spec i .. s and su-ains. hUI il =ns lo be low 
(-10). comparing lo oIMnukaryol~. (-ISO) [25: 78: 791 

9. MITOCHO:'\llRIAL GE"'O:\IE 

As Ill<'Iltion .. d ahov... L"ishmania and om~r If)l'anosomatids hav.. only 011 .. 
milocbondrioQ and il contains a smgl .. kDNA n~lwork tbal js condens.ed mio a disk-sbaped 
strucrur". positione<l m a ~cia.lized ..,gion of Ih~ milOChondrial matrix near m~ flagellar 
ha""l body. Th .. kDNA n~lwork is compo...,d of Iwo das...,s of cal .. nal .. d circular DNA 
mol~cul~s. maxicird .. s and minicird~s [80]. Each milochondrion has approximalely SO 
copi~s ofmaxicirdes. "~Ih a .iz .. belw .. m 20--40 kh. depmding on d, .. species. Th~ nwnb...- of 
minicird~. (- 2 kh) ung .. s frorn S.OOO 10 10.000 pe.- organell .. [SI]. Ma....;cird~s mcoo.. 18 
prol..w.--coding g .. n~s (compon .... " ofm .. respiralory cham), Iwo rihosomal RNAs, and M>",," 
gui<k RNAs (gRNAs). whicb ar .. smllll RNA mole<:ul~. mal participal" m RNA ~ditmg 

These g~n~. ar .. located on bolh mands of a -17 kb-1011g conserntiv .. r .. gion [S21 n... resl of 
d,~ maxieird~ . lmown as !he div...-g .. nt r .. gion. is compo...,d of repeal .. d • .-quenc~s 
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Th .. minicird .. moleeul .. s .. ncode frorn on .. to fiv .. gRNAs. Th~y contam on~ lo foue 
C01lS ... "ed r .. gions and an equal munb...- of variabl~ r .. gi01lS, depmdmg on th .. speei~s. In L. 
ttJr<!ntola". rninicird~s ar~ organized imo a -1 70 hp cons...-ved r~gion tltal conlllms me origins 
of r'1'!ication for hom strands. and " "anabl .. r .. gion tltat defln .... m~ .peciflc minicird~ 
sequenc .. d " .. [83]. Th .. CSB-3 Seqll=C~ (GGGGTIGGTGTA) (c011s...-"ed m minicird ... 
from alllf)-par1Osomalids) prm~<ks a relativ .. posilion:md pobrity mark...- for gRNA genes. A 
r .. gion of hent DNA is . iruated it11l1l<"dialdy adjac .. m lo th~ cons",-Y~d r .. gion All gR.I'i/A 
g .. n .. s so far ide1l1if...-d Me localized ,,~dlln th .. v.nah!e r .. gion 

Maxicird~ seq, ... nc ... ha,-.. be .... r~OI1ed for L. /tmmlOlae .nd L. donomni IS LdBob 
Seqll .. nc .. comparisons show~d tltal tb .. g .. n~ or<kr (wim m .. 12S rR.1\IA gm .. 01' on .. side and 
m~ NDS gm~ on th .. oth...-) is id .... tical bem' ...... bom .~ci ... of L4!ishmania, and identicalto 
dI.at of om...- trypanosomalid. [82]. As .. xpected. g ...... seqU~1lC .. s ar~ vef)' similar ~m· .... n L 
ttJr<!ntolae and L. donamni, wim nud~oti<k idemity I~"el. d05~ to 90% [84]. S~que1lC" 
conser\-ation alM> mduded .mall pr .. ..,dit~d r~gions of S-..,dit~d and ml .. m.lIy-edifed 
milOCbondrial g .. n~s. .. wdl as sonr r .. gions of .. "I .. nsi, 'dy--ediled gm es. How .. "...-. on .. 
importanl diff..,--,,"c .. ~tw .. m botb maxicircles is a fuU -I=gtb minicirde insenion found m 
m~ 3' r .. gion oflh .. NDI g ...... of L. donomni lS LdBob [841 Th .. inseni011 is 99.1% identical 
lo one of tb~ minicird~s fron, L. injantum [851 Th~ ins...-f ha. nol be .... ob...,n· .. d in olb...
strains and speei ... of L~ishma~ia, which .ugg~"s lhat it repr ...... m. " di,tincti" .. cbanclm,tic 
ofth~ suam lS LdBoh of L. donomni 

Th .. mitochondrial g .. nome of Leishmania is transcribed hy a oud .. ar..,ncoded 
milocbondrial R.t'lA polym...-a ... belongmg 10 a family of smgl .. -subunir RNA polyrn...--a .... , as 
it occurs in otb~r ~lIkaryot .. s [S61 N~im...- tnÍtochondrial promo¡..,-s fI01" transcriplion f"ctors 
ha" .. be .... idmlifi .. d m trypanosomatids [87: 881 In maxicircl~s. transcriplion of ¡b .. lop 
strand ~lar1s -1 .2 kb up~tr .. am ofm .. 12S rRNA gm .. [891. while initiation sil", ha,'e not been 
localed on tIt~ bonom strand. NlUll<'rous polycistronic transcnpls ha" .. been deleeted. 
mdicatmg mal maxicird .. s ar.. transcribed polycimonically. Similarly, polyci,tronic 
uanscripts frorn minicircles hav .. al.o bem ohsen-ed [901 lik .. maxicird .. s. no prOtllOI...--s 
ha"e be .... identifled foc rninicirdes. How~,-"r .... eb gRNA transcription Wllt is flanked by 18-
hp imp...-f~cl im-ened repealS tltat b3\.., be .... proposed to function m gRNA expr .. ssion [88]. 

COl\"CLUSIO~ 

New leehnologi .. s ba,-.. allow .. d !he sequmcmg of m .. whol~ gm= of fI,.., diff...-ml 

s~ei ... of L,,;sl,mania. Analyse. ofthe sequenc~s sbowed tltat Ib~ g==s ofme ... para.i .... 
ar~ organized mIO larg .. DGCs. CompansOl'" of Ib~ g~nomic "'quences r~,..,al .. d • higb 
degr .... of .yntmy. nol only fur prolem-coding g .. nes. bm also for tR.1\IA g .. n .. s. Polyci.tronic 
transcription of DGCs g ... ,...-at .. s long prirnary transcriplS mal ar~ proces",d by trm,s-splicing 
and polyadenybtion to prodllc ~ manir .. rnRNAs. Almongb ao lIO~xpeeledly smaU numb...- of 
s~ci .. s-specific genes was found, g ... '~ "nd chromosom .. copy nUlllber diff...-.. nc .. s wer .. 
ob.nY~d bem·~ ... ' .peci .. s. Thus, m th~ absenc .. of r .. gulated uanscription.1 acti,'ity, 
L"ishmania ..... ms lo ui ... mRNA "h,uH!ance by incr~asmg gme--copy 1ll1llib...-. which can be 
achi~"ed vi. g ...... dllplications on disomic chromosomes, or througb tIt .. formation of 
sup...-num...-ary chrorn~s. Chang .. s m g .... ~ ~xpr .. 5sion might inflU~1lC" di...,,.... tropisl1l. 
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Th~ Leishmania groom<' cOIltains a SIUa!! "umkr of IRNA arxl rRNA gt1l.cs. and do nol 
COHtain "el;'-c retrofIlllliposons (",ilb tbe exc<vt;on of L. bra~jlien:;is)_ [m"",esttng!y. a 
funcnonal RNAi paihway was i<kmified ouly in L. brazilüms;s and omer "",m~rs of Ibe 

Vianllia SUbg ... lUS_ lb .. polential 10 manipulate gen .. cxprcssion by RNAi migh! k vny 

usdul fOl" g=c function srudies in Leishmanio. Thu •. ",hole-gen""", ~u .. "cing has off...-ed 
oc", data Ibal i, r .. . haping rcS<'a.-ch initiativ ... fo.-lci.hmani.sis. FW1h...- aMlyses ",in pro,~<k 
IDe hasis fOl" more &tailcd mol~ulM srudics lbal could hdp 10 impro,-c dmg and , .. ccinc 
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