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Resumen

 En el presente trabajo se realiza una caracterización bioinformática de los elementos
transponibles CZAR, L1Tc, NARTc, VIPER y  SIRE de Trypanosoma cruzi. En un primer
acercamiento, se utilizaron los genomas de las cepas TCC y Dm28c secuenciadas con
tecnología SMRT de PacBio, a los cuales se les realizó una búsqueda por similaridad
(BLAST)  utilizando  las  secuencias  de  retroelementos  de  referencia  depositadas  en
NCBI.  Se  determinaron  estadísticas  generales  de  las  distintas  copias  de  los
retroelementos (i.e. número de copias, contenido GC), los elementos potencialmente
activos  de  los  retrotransposones  autónomos,  y  se  construyeron  filogenias  con  los
elementos  de  ambas  cepas.  Se  determinaron  las  anotaciones  próximas  a  cada
elemento  con  el  objetivo  de  elucidar  contextos  genómicos  preferenciales  para  la
inserción.  Para obtener un panorama más amplio  sobre la historia  evolutiva de los
retroelementos,  se  aplicó  la  búsqueda  a  genomas  de  otras  cepas  disponibles  en
distintas bases de datos genómicas y se construyeron filogenias con las secuencias
obtenidas. 
 Los  resultados  obtenidos  confirman  resultados  previos  sobre  algunos  de  los
retrotransposones.  Adicionalmente,  las  filogenias  construidas sugieren que hubieron
amplificaciones de CZAR, L1Tc y VIPER posteriores a la divergencia entre las distintas
DTUs,  mientras  que  en  el  caso  de  NARTc  y  SIRE,  las  filogenias  sugieren  que  la
amplificación y  posterior inactivación fue previa a la divergencia.
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Introducción

 Enfermedad de Chagas
 La  enfermedad  de  Chagas  en  una  enfermedad  neotropical  endémica  transmitida
principalmente a través de insectos vector  de la  subfamilia  Triatominae (vinchucas)
siendo su agente etiológico el protozoario Trypanosoma cruzi.  El número de personas
infectadas  por  Chagas  es  alrededor  de  los  8  millones,  y  se  estima  que  produce
alrededor de diez mil muertes por año(1). En 2013, se estimó que la enfermedad de
Chagas  produce  un  costo  financiero  de  627  millones  de  dólares  anuales(2).  La
enfermedad  de  Chagas  no  tiene  cura.  Las  principales  estrategias  de  control
diseminación  de  la  enfermedad  son  a  través  de  la  erradicación  del  vector  en  el
ambiente doméstico y prevención de transmisión vertical y por transfusión de sangre.
Actualmente  existen  dos  medicamentos  para  el  tratamiento  de  casos  agudos
(Nifurtimox y Benznidazol), que debido a sus efectos secundarios no son efectivos para
pacientes crónicos. Considerando estos factores, es relevante estudiar la biología de T.
cruzi para poder desarrollar nuevas tecnologías de diagnóstico, prevención y cura(1,3). 

Biología de Trypanosoma cruzi
 Trypanosoma  cruzi es  un  protozoario  del  orden  Trypanosomatidae,   clase
Kinetoplastida,  phylum  Euglenozoa,  dominio  Eukarya.  El  orden  Trypanosomatidae
contiene a varios parásitos de insectos, de los cuales algunos utilizan a los humanos
como hospederos secundarios; Leishmania spp., Trypanosoma brucei y Trypanosoma
cruzi,  responsables  de  la  Leishmaniasis,  enfermedad  del  sueño  y  de  Chagas,
respectivamente.
 El parásito posee un ciclo de vida que se alterna entre el insecto vector y el mamífero
hospedero. A lo largo del  ciclo,  el  parásito pasa por diferentes etapas morfológicas
adaptadas  a  las  diferentes  condiciones.  El  ciclo  comienza  cuando  el  insecto  se
alimenta de la sangre del individuo a infectar, dejando una herida en la piel. De forma
concomitante con la succión de la sangre, el insecto vector defeca heces en las cuales
se  encuentra  el  parásito  en  su  forma  denominada  tripomastigota  metacíclico.  Los
tripomastigotas  metacíclicos  ingresan  en  el  torrente  sanguíneo,  lo  cual  les  permite
invadir células, infectando diferentes tejidos. Una vez ocurrida la invasión celular, los
tripomastigotas metacíclicos se transforman en amastigotas, y comienzan una fase de
multiplicación por fisión binaria.  Los amastigotas se transforman en tripomastigotas,
para luego abandonar la célula mediante lisis. Estos tripomastigotas pueden infectar
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más células,  reanudando el  ciclo replicativo, o pueden ser ingeridos por un insecto
vector al alimentarse de la sangre. Los tripomastigotas se adhieren al intestino medio
del  insecto,  se  transforman  en  epimastigotas  y  entran  en  una  fase  replicativa
aumentando su número por fisión binaria. Parte de estos epimastigotas migran hacia el
intestino  posterior  transformándose  en  tripomastigotas  metacíclicos,  y  si  el  insecto
vector defeca sobre la herida que causo en un mamífero, se reanuda el ciclo de vida
del parásito(4).
  Trypanosoma cruzi es un organismo predominantemente diploide(5), y se reproduce
de forma asexuada por fisión binaria(6). Ya que la cromatina no se condensa a lo largo
de su ciclo celular, es necesario realizar cariotipos moleculares usando electroforesis
de campo pulsado. Posee una alta variabilidad en cuanto al número de cromosomas(7)
y se han reportado casos de aneuploidías(8). A pesar de la naturaleza clonal de su
mecanismo reproductivo,  T. cruzi posee los genes necesarios para llevar a cabo la
reproducción sexuada(5). Sumado a esto, varios de los linajes existentes del parásito
poseen  genomas  híbridos(9),  y  se  han  obtenido  individuos  recombinantes  en
experimentos in vitro(10). Estos hechos sugieren que  T. cruzi  retiene una capacidad
potencial para la reproducción sexual.
 Actualmente se sostiene que existen seis linajes principales, o Discrete Typing Units
(DTUs)  en  el  sentido  más  estricto:  TcI,  TcII,  TcIII,  TcIV,  TcV,  TcVI,  con  algunas
diferencias  en  sus  nichos,  distribución  geográfica,  hospederos,  vectores  e
implicaciones clínicas(11).  Debido a la naturaleza asexuada de la reproducción, y a
eventos de recombinación meiótica en el pasado, las DTUs se pueden clasificar en
homocigotas: TcI, TcII, TcIII, TcIV, y heterocigotas: TcV y TVI. Actualmente, se sostienen
dos modelos de evolución de los linajes en los cuales tanto TcI como TcII provienen de
un linaje ancestral, mientras que TcIII, TcV y TcVI provienen de eventos de hibridación
entre TcI y TcII (Fig 1)(12).
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Figura  1.  Modelos  de  intercambio  genético  entre  linajes  de  Trypanosoma  cruzi.
Adaptado de Zingales et al 2012.

 T. cruzi, así como los kinetoplástidos en general,  tiene la particularidad de no regular
de forma apreciable la tasa de iniciación de la transcripción, regulando la expresión de
genes codificantes a nivel post transcripcional. Otra particularidad es que transcriben
sus genes codificantes de forma policistrónica, sin mostrar sesgos por la función del
gen, salvo algunas excepciones(13). Los policistrones están organizados en Directional
Gene Clusters  (DGCs),  conjunto  de genes ubicados en la  misma hebra,  y  que se
transcriben en un mismo RNA precursor. Estos DGCs están delimitados por regiones
en la cual cambia la hebra transcripta, llamadas Strand Switch Regions (SSRs). Como
consecuencia las SSR pueden ser cabeza-cabeza (ambos DGCs adyacentes terminan
la  transcripción),  o  cola-cola  (ambos DGCs adyacentes inician  la  transcripción)(14).
Estas  regiones  están  enriquecidas  en  secuencias  derivadas  de  retrotransposones,
sugiriendo que estos podrían cumplir un rol importante en la organización genómica de
los tripanosomátidos(15).
 La maduración hacia ARNm a partir de un ARN policistrónico involucra un proceso de
trans-splicing en el cual se agrega un ARN conteniendo un cap 5’ del exón del gen
Spliced Leader(SL),  con la concomitante poliadenilación del extremo 3’(14).
 
 Una excepción a la transcripción policistrónica son los genes  Spliced Leader,  que
poseen su promotor transcripcional corriente arriba del sitio de inicio(16). Contienen un
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exón de 35 pb, el cual es ligado a los mRNA en el proceso de  trans-splicing(17). Se
encuentran ordenados en tándem, separados por secuencias intergénicas de ~400 pb,
las cuales han sido utilizadas como marcador para estudios filogenéticos(18).
 El  genoma  de  T.  cruzi se  secuenció  por  primera  vez  en  2005  por  El-Sayed  y
colaboradores.  Este  trabajo  fue  de suma importancia,  permitiendo revelar  aspectos
clave de la biología del parásito. Se logró estimar el número de genes presentes, y
muchas de sus funciones; la mayoría de estos pertenecen a familias multigénicas y
ARN  ribosomal.  Fueron  determinadas  las  secuencias  de  genes  involucrados  en
procesos  de  reparación  de  ADN,  vías  de  señalización  y  generación  de  respuesta
inmune. Subsecuentes análisis genómicos permitieron ampliar el conocimiento sobre
las  capacidades  metabólicas  y  patológicas  del  organismo.  Sumado  a  esto,  fue
caracterizado un gran número de secuencias repetitivas, estimando que constituyen el
50% del  genoma.  Estas  secuencias  repetitivas  incluyen   las  familias  multigénicas,
repetidos en tándem, y retrotransposones(5). 

Clasificación de elementos transponibles
 Las secuencias repetidas fueron consideradas por mucho tiempo “ADN basura”. Sin
embargo, hoy se sabe que  participan en la evolución de los genomas, contribuyendo a
su plasticidad, moldeando y dando luz a nuevas funciones e innovaciones biológicas.
Por  su  naturaleza  repetitiva,  estas  secuencias  tienden  a  sufrir  recombinaciones
homólogas y ectópicas. En particular, los elementos transponibles, tienen la capacidad
de  insertarse  en  ORFs y  secuencias  regulatorias,  alterando  los  procesos  celulares
establecidos y dotando de materia prima a los procesos evolutivos para la generación
de complejidad biológica. Cabe destacar que numerosas enfermedades son causadas
por inserciones de elementos móviles o por los rearreglos cromosómicos que estos
pueden promover (19).
 En  2007,  Wicker  y  colaboradores  (20) propusieron  un  sistema  de  clasificación
jerárquico  para  los  elementos  transponibles  eucarióticos,  con  el  fin  de  proveer  un
consenso  para  facilitar  el  trabajo  de  la  anotación  y  el  análisis  evolutivo  de  estos
elementos. Este trabajo hace uso de esa clasificación.
 Los elementos transponibles (ET) se dividen en dos clases: los retrotransposones (ET
de clase I), y los transposones de ADN (ET de clase II). Los transposones de DNA, se
escinden del genoma de forma temporal, para luego insertarse nuevamente. Esta clase
de  elementos  transponibles  no  se  encuentra  en  el  genoma  de  T.  cruzi.  Los
retrotransposones  se  replican  usando  un  intermediario  de  ARN  (transcripto  de  su
secuencia), para luego insertarse en otro punto del genoma.
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Fig  2  Clasificación  de elementos  transponibles  de Clase II,  junto  con los  dominios
proteicos  más  comunes  en  sus  ORFs.  Los  retroelementos  SINE  no  tienen  ORFs,
suelen tener en cambio secuencias de promotores en sus extremos 3’.

  Cada clase se divide en subtaxones del nivel orden, y el criterio de clasificación a este
nivel depende del mecanismo específico de retrotransposición (desde el punto de vista
mecanístico  y  enzimológico),  de  su  organización  (qué  marcos  abiertos  de  lectura
poseen,  como  están  organizados),  y  la  relación  filogenética  de  sus  dominios
transcriptasa reversa.
 Los  retrotransposones  son  subdivididos  en  cinco  órdenes;  Long  Terminal  Repeat
(LTR), Penelope Like Element (PLE), Long Interspersed Nuclear Element (LINE), Short
Interspersed Nuclear Element (SINE) y Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence
(DIRS).
 Los retrotranposones del orden LTR son predominantes en los genomas de plantas, y
presentes en algunos genomas de animales. Su longitud se encuentra en el intervalo
de los cientos de pares de bases hasta 25 kb. Contienen marcos abiertos de lectura
(ORFs) que codifican para una proteína GAG, necesaria para el ensamblaje de virus-
like particles (necesarias para el proceso de retrotransposición) y una proteína POL que
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posee  dominios  proteasa  aspártica  (AP)  cuya  función  es  clivar  la  proteína  POL;
transcriptasa reversa(RT), necesaria para transcribir el mRNA del TE; RNasa-H (RH),
cuya  función  es  degradar  el  ARN  en  la  hebra  ARN-ADN  formada  en  la
retrotranscripción; y DDE integrasa(INT), necesaria para realizar la recombinación entre
el ADN intermediario y el ADN genómico. La característica principal de los LTR, a la
cual  debe  su  nombre,  es  la  presencia  de  repetidos  largos  de  100-700  pb  a  cada
extremo  del  elemento.  Esta  particularidad  es  esencial  para  un  mecanismo  de
retrotransposición  exitoso,  y  además  es  clave  para  comprender  el  patrón  de
degradación de este orden.
  Descritos por primera vez en Drosophila virilis, los elementos móviles del orden PLE
suelen  presentar  dos  ORFs,  uno  con  un  dominio  RT,  y  otro  con  un  dominio
endonucleasa EN. Suelen presentar secuencias flanqueantes similares a los LTR en
sentido  directo  o  inverso.  Poseen  una  distribución  extensa,  al  estar  presentes  en
genomas de animales multi y unicelulares, plantas y hongos (20).
 Los  retroelementos  del  orden  LINE  se  encuentran  en  la  mayoría  de  organismos
eucariotas.  Sus  ORFs  codifican  al  menos  un  dominio  RT  y  un  dominio  nucleasa
(endonucleasa  o  endonucleasa  apurínica/apirimidinica),  necesarios  para  la
transposición. Suelen poseer ORFs similares a la proteína GAG, y los LINEs de la
superfamilia I suelen poseer un ORF codificante para una RNAsa H. Se ha reportado
que los ARN intermediarios tienen afinidad por las proteínas que codifican; una vez que
los  ORFs  son  traducidos  en  el  citoplasma,  las  proteínas  se  asocian  con  el  ARN
intermediario  y  este  complejo  ARN-proteína  es  importado  hacia  el  núcleo,  lo  que
contribuye  a  la  inserción  copia-específica.  Suelen  presentar  duplicaciones  en  sus
extremos que se originan a partir del mecanismo de inserción (duplicaciones del sitio
de inserción, DSI).
 Los elementos del orden SINE son elementos transponibles no autónomos, dependen
de la maquinaria de retrotransposición de otros elementos móviles para su replicación.
Se originan a partir de la fusión de un promotor de pol III localizado en el extremo 5’ del
SINE y un segmento hacia el extremo 3’ que suelen poseer homología con ETs del
orden  LINE.  Presentan  duplicaciones  en  sus  extremos,  ya  que  su  mecanismo  de
replicación es necesariamente igual a los LINEs. Son más pequeños que los elementos
autónomos, cubriendo un rango de 80 a 500 pb.  Uno de los elementos SINE más
estudiados  es  Alu,  que  se  encuentra  exclusivamente  en  el  genoma  humano  con
aproximadamente un millón de copias (21), y hay abundante evidencia de su rol en el
origen de enfermedades hereditarias(22).
 Los retroelementos  del  orden DIRS,  de  manera  similar  a  los  retroelementos  LTR,
poseen ORFs que codifican para proteínas GAG, y POL con dominios AP, RT y RH.
Tienen en cambio la particularidad de poseer un dominio tirosina recombinasa (YR), a
diferencia de los LTR que poseen dominio integrasa, que cumple la misma función.
Otra particularidad es que sus extremos presentan repetidos inversos o  split  direct
repeats. Estas diferencias implican que los retroelementos del orden DIRS poseen un
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mecanismo de retrotransposición distinto al de otros órdenes de retrotransposones(20).

 Bajo la taxonomía propuesta por Wicker et al, las superfamilias dentro de un orden
comparten  estrategias  de  replicación,  y  su  clasificación  depende  de  características
estructurales  a  gran  escala,  como  puede  ser  la  estructura  de  las  proteínas  que
codifican  sus  ORFs,  estructura  de  secuencias  no  codificantes,  y  tamaño  de  DSI.
Generalmente no hay conservación de secuencia a este nivel.  El  nivel  familia está
determinado  por  conservación  en  secuencia  de  ADN,  en  general  restringida  a
segmentos conservados en regiones codificantes. Las subfamilias están definidas por
datos  filogenéticos  y  son  útiles  para  diferenciar  entre  elementos  autónomos  y  no
autónomos. El último nivel, inserción, está definido como un evento de transposición
particular en el genoma, con coordenadas genómicas particulares. El término inserción
se usa de forma intercambiable con el término copia en este trabajo.
 En el genoma de  T. cruzi  se han encontrado únicamente retrotransposones de los
órdenes LINE,  SINE y  DIRS. Consecuentemente,  este trabajo  está  enfocado en la
biología de este subconjunto de elementos transponibles. 

Biología de los elementos transponibles 
 Los TEs poseen la capacidad de autorreplicarse dentro del genoma de un individuo, y
evolucionar al  enfrentarse a presiones selectivas ejercidas por  el  hospedero.  Como
consecuencia de estas presiones selectivas, muchas familias de TEs se encuentran
altamente conservadas a lo largo de distintos clados y existe una gran variedad de
mecanismos de replicación, sitios de inserción y patrones de degradación (23). 
 Un modelo de mecanismo de replicación ampliamente aceptado de los órdenes LINE y
SINE  depende  del  uso  del  ARN  del  retrotransposon  como  molde  para  su
retrotranscripción  directa  en  el  genoma del  hospedero.  Este  mecanismo (Figura  3)
depende de la presencia en su extremo 3’ de una cola poly(A), un repetido en tándem,
o  una  región  rica  en  adenina.  La  endonucleasa  cliva  una  de  las  hebras  del  ADN
genómico  exponiendo  una  secuencia  complementaria  al  extremo  3’  del  ARN
intermediario, para luego formarse un complejo ARN-ADN (ii). Una vez establecido el
apareamiento, comienza la retrotranscripción por parte de la transcriptasa reversa del
retrotransposon (iii). A continuación, el ADN genómico es clivado por la endonucleasa
en la hebra de ADN genómico complementaria corriente arriba del complejo ARN-ADN,
exponiendo un extremo 3’-OH en el ADN genómico. Este extremo 3’-OH es susceptible
a una ligación que involucre a la secuencia retrotranscripta (v), lo cual tendría como
consecuencia la síntesis dependiente de ADN de la secuencia complementaria a la
hebra retrotranscripta y luego su ligación (vi). Este tipo de integración produce DSI en
los extremos flanqueantes del retrotransposon (vii)(24).
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Figura 3. Modelo de retrotransposición de LINEs. Adaptado de Han et al 2010. 

 Las  particularidades  de  este  mecanismo  de  retrotranscripción  tiene  algunas
implicancias en cuanto a los patrones que se observan a nivel  de conservación de
secuencia, y al momento de inferir sobre la autonomía de las copias. En el proceso de
retrotranscripción, la retrotranscriptasa puede disociarse sin haber llegado hacia el final
del ARN intermediario, lo cual tendría como resultado la integración de un elemento
truncado en su extremo 5’, y posiblemente no autónomo debido a la fragmentación del
primer ORF. A este tipo de integración de elementos inactivos se le suele llamar “dead
on arrival”  y es muy común encontrar en los genomas elementos truncados por su
extremo 5’, aunque podrían seguir activos al utilizar la maquinaria de retrotransposición
de sus parientes activos(20).
 Los LINEs y SINEs poseen especificidad de inserción variada; los elementos R1 y R2
de  insectos  se  insertan  dentro  del  locus  28S  rDNA  mediante  la  acción  de
endonucleasas (AP endonucleasa en el caso de R1)(25,26). Otros ejemplos son los
elementos DRE y Tdd3 de Dictyostelium discoideum, que se insertan corriente arriba y
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abajo de genes de ARNt, respectivamente. Estudios demuestran que el retroelemento
L1 con una endonucleasa inactiva puede integrarse en sitios con lesiones en el ADN y
en telómeros disfuncionales en células CHO deficientes de p53(27,28).  

 Se han propuesto dos mecanismos de replicación distintos para los retrotransposones
del orden DIRS, cuya diferencia radica en el tipo de regiones repetitivas que poseen en
sus  secuencias.  Los  retrotransposones  denominados  DIRS-like poseen  repetidos
terminales  largos  invertidos  (inverted  terminal  repeats,  ITRs)  parcialmente
complementarios entre sí en sus extremos 5’ y 3’, y repetidos complementarios a los
ITRs  en  una  región  interna  no  codificante  denominados  internal  complementary
regions.  Otros  retrotransposones  del  orden  DIRS,  denominados  PAT-like,  poseen
cuatro regiones de secuencias repetidas; A1, se encuentra en el extremo 5’, B1 y A2 se
encuentran en orden en una región interna no codificante y B2 se encuentra en el
extremo 3’, en donde las secuencias A1 y A2 son complementarias entre sí, al igual que
B1 y B2(29–31).
 Según  el  modelo  de  replicación  de  los  elementos  DIRS-like  (Fig  4A),  el  proceso
comienza  por  la  transcripción  del  retrotransposon  (a),  este  ARN  es  luego
retrotranscripto en un ADN copia (ADNc) por la transcriptasa reversa del elemento(b).
Los ITRs del ADNc se aparean parcialmente en donde uno de los ITRs sobresale con
respecto al  otro,  acto  siguiente,  una ADN polimerasa utiliza uno de los ITRs como
molde para completar el más corto (c,d). A continuación, ambos ITRs se aparean con
sus respectivos ICRs (e), esta estructura es luego convertida en un ADN circular de
simple cadena mediante el uso de ADN polimerasas y ligasas (f)(30). 
 El modelo propuesto para la replicación de los elementos PAT- like (Fig 4B) comienza
con la transcripción del retroelemento en ARN(a), y su subsecuente retrotranscripción
en un ADNc (b). El proceso de circularización de ADNc depende de las secuencias
repetidas A y B; las secuencias A1 y B2 del ADNc se aparean con las secuencias A2 y
B1 del ARN del retrotransposon(c), respectivamente. En este complejo híbrido, el ARN
es utilizado como molde para la circularización del ADNc (d)(31).
 Los ADN circulares en ambos modelos son luego sujetos a una síntesis de doble
hebra. El ADN de doble hebra circular resultante, sufre una recombinación catalizada
por la tirosina recombinasa codificada por uno de los ORFs del retroelemento para
integrarse en el  genoma(29).  Se ha reportado que los retrotransposones del  orden
DIRS poseen especificidad de inserción por secuencias GTT y TAA(29), además de
una preferencia de inserción por secuencias DIRS pre-existentes(30).

12



Figura 4. Modelo de retrotransposición de DIRS. Adaptado de Poulter et al 2005.

 Otras características son compartidas por diversos órdenes de ETs. La mayoría de los
ETs  poseen  promotores  para  Pol  II  o  Pol  III,  lo  que  garantiza  que  el  inicio  de  su
transcripción  sea  independiente  del  hospedero.  En  eucariotas  multicelulares,  es
necesario que los ETs sufran períodos de expansión en la línea germinal para poder
transmitirse de manera vertical, y de hecho, se ha encontrado evidencia en plantas y
animales  de  un  aumento  en  la  actividad  de  transposición  en  células  de  la  línea
germinal(32).
 Existen  modelos  que  proponen  como  los  ETs  podrían  modelar  la  arquitectura
genómica y la regulación génica. Los ETs poseen secuencias de unión a proteínas de
unión  a  ADN  (DBP)  que  podrían  interactuar  con  genes  en  cis,  modificando  su
transcripción. Si en un evento de expansión, las copias del ET se insertan cerca de un
set de genes particular, o dentro de sus UTRs, este set de genes podría comenzar a
ser corregulado por las DBP que se unen a las secuencias del ET, estableciendo una
red regulatoria. Un caso similar podría suceder si el mRNA del ET poseyera secuencias
de unión a proteínas de unión a ARN (RBP); los genes cercanos a los ETs podrían ser
transcriptos  junto  con  un  segmento  del  ET  que  posea  el  sitio  de  unión  a  RBP,
estableciendo  así  una  red  regulatoria  post-transcripcional.  Otra  posibilidad  es  la
interacción de los ETs con el silenciamiento génico mediado por microARNs; de forma
similar  al  caso  anterior,  si  los  genes  son  transcriptos  con  un  segmento  de  ARN
perteneciente al ET, y a su vez las secuencias de ETs expresadas son procesadas por
la maquinaria de silenciamiento para su uso como ARN guía, el set de genes puede ser
elegido como blanco para su degradación, controlando sus niveles de expresión(33).
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 Algunas de las funciones y mecanismos propuestos para los TE se han confirmado
con el desarrollo de la biología molecular clásica junto con las nuevas tecnologías de
secuenciación y herramientas bioinformáticas. Un ejemplo clásico de exaptación de
ETs para cumplir un rol funcional lo encontramos en los genomas de Drosophila spp.,
en  donde  el  retrotransposon  HeT-A cumple  un  rol  similar  a  la  telomerasa  en  el
mantenimiento de los telómeros(34). Hay evidencia diversa que refuerza la idea de que
los  ETs pueden proveer  secuencias  reguladoras en  cis(35);   estudios de ChiP-Seq
demuestran que los ETs contribuyen a un porcentaje considerable de sitios de unión a
factores de transcripción(36,37), además hay familias de ETs que están enriquecidas
en eventos de unión a factores de transcripción(32,37–39). Algunos SINEs contienen
sitios de unión que actúan como aisladores, alterando los patrones de formación de
heterocromatina(32), mientras que otros (L1) forman ensamblados eucromatínicos(35).
 A partir de su transcripción, los ETs también pueden actuar como reguladores en trans,
produciendo  miRNAs,  lncRNAs  y  sufriendo  trans-splicing;  en  L.  major,  el  ET  no
autónomo SIRE participa en la  regulación post-transcripcional  de los ARNm, en  H.
sapiens   el  SINE  Alu/B1  que  codifica  para  un  lncRNA  que  regula  los  niveles
transcripcionales mediante un mecanismo de RNA decoy(35), y el uso de secuencias
derivadas de ETs de ADN para la modulación de vida media de ARNm mediada por
miRNAs en algunas plantas(40).
 En  mamíferos,  los  ETs  tienden  a  agruparse  cerca  de  genes  involucrados  en  el
desarrollo  y  la  regulación  de  la  transcripción  (33).  En  un  ensayo  de  ChIP-Seq
comparativo  con  26  factores  de  transcripción  ortólogos  entre  dos  líneas  celulares
comparables de ratón y humano, más del 98% de los picos derivados de ETs fueron
especie específico(37),  indicando un rol  en el  establecimiento de redes regulatorias
linaje específicas. 
 Otro  descubrimiento  interesante  es  que  algunas  características  asociadas  a  la
domesticación de plantas y animales son producto de selección artificial que favorecen
la presencia de secuencias reguladoras en cis provenientes de ETs(41–44).
 Vale  la  pena  aclarar  el  hecho  de  que  la  conservación  filogenética  y  a  nivel  de
secuencia  de  elementos  regulatorios  originadas  de  ETs  no  son  suficientes  para
determinar su importancia funcional. En general es necesario hacer estudios de knock-
out para determinar si verdaderamente la ausencia de estos elementos tienen un efecto
fenotípico apreciable(32).
 Es de suma importancia estudiar los elementos transponibles, ya que son un factor
esencial a tomar en cuenta en el estudio de la evolución de los genomas, alterando la
regulación transcripcional, post-transcripcional, la formación de heterocromatina, y la
organización  genómica,  además de ser  modeladores de redes  regulatorias  linaje  y
especie específicas.
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Elementos transponibles en Trypanosoma cruzi

 Hasta  el  momento  se  han  reportado  cinco  retrotransposones  en  el  genoma  de
Trypanosoma cruzi, dos del orden LINE; L1Tc y CZAR, dos del orden SINE; NARTc y
SIRE, y uno del orden DIRS; VIPER (45–47).
 L1Tc es el  retroelemento más estudiado de  Trypanosoma cruzi,  de ~4.9 kb y con
especificidad  de  inserción(48).  Con  320  copias  estimadas(5),  se  encuentra
ampliamente distribuido en el genoma. Se encuentra flanqueado por duplicaciones de
sitio de inserción de aproximadamente 12 pb. Posee un promotor dependiente de pol II
hacia su extremo 5’ (49) y un tramo poly-A hacia su extremo 3’.
 Su único ORF de 4722 nt codifica para una proteína con dominios AP endonucleasa,
transcriptasa reversa, RNAsa H, y un dominio de unión a ADN hacia el  extremo C-
terminal. 
 Hay evidencia abundante de que L1Tc está activo; se ha evidenciado la presencia de
transcriptos en ensayos  in vitro(49) y de actividades endonucleasa AP, chaperona de
ácidos nucleicos y transcriptasa reversa en la proteína que codifica su ORF(50–52)
 L1Tc  pertenece  a  la  familia  de  retrotransposones  ingi.  Esta  familia  abarca
retrotransposones  presentes  en  los  genomas  de  Tripanosomátidos.  A partir  de  un
análisis  filogenético  con  el  dominio  RT,  Bringaud  y  colaboradores  definen  seis
subclados;  en  el  subclado  más  basal,  ingi1,  L1Tc  agrupa  junto  con  L1Tco  (T.
congolense), y retrotransposones inactivos de L. brasiliensis (LbDIRE), los otros cinco
subclados (ingi2-6) contienen los retrotransposones ingi y DIRE (“degenerate ingi/L1Tc-
related  elements”)  de  T.  brucei,  T.  congolense,  T.  vivax,  L.  major,  y  L.  brasiliensis
(15,48,50,53,54).
 Como  ejemplo  de  “parasitismo  anidado”,  tenemos  a  NARTc  (“non-autonomous
retrotransposon  in  T.  cruzi“),  un  retroelemento  no  autónomo,  que  depende  de  la
maquinaria de transposición de L1Tc para su replicación. De un largo de ~0.26 kb y con
133 copias estimadas(5), NARTc posee cierto grado de homología con L1Tc y ambos
retroelementos poseen las mismas duplicaciones de sitio de inserción, sugiriendo el
mismo mecanismo de transposición.
 L1Tc y NARTc poseen una homología del 100% en las primeras 77 bases. Desde el
nucleótido 78 al 252, NARTc posee una secuencia que ha divergido bastante de L1Tc,
con un 52% de homología. Hacia el extremo 3’ posee una secuencia poly-A al igual que
L1Tc.
 De  forma  similar  a  L1Tc,  el  elemento  ingi  de  T.  brucei posee  un  compañero  no
autónomo,  RIME.  Considerando  la  similaridad  entre  ingi  y  L1Tc,  y  las  relaciones
ingi/RIME y L1Tc/NARTc, se propusieron dos escenarios evolutivos posibles; el primero
es  un  escenario  en  el  cual  los  elementos  no  autónomos  se  formaron  a  partir  de
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deleciones de sus compañeros autónomos, el segundo escenario posible es que tanto
RIME como NARTc se hayan originado a partir del ancestro común de los elementos
ingi y L1Tc (54).
 El retrotransposon CZAR, reportado en 1991 por Villanueva y colaboradores, es un
elemento móvil  de ~7.9 kb y entre 30 y 40 copias estimadas. Posee dos ORFs; el
primero,  de  1158  nt  codifica  para  una  proteína  con  dominio  de  unión  a  ADN,   el
segundo ORF,  de 3951 nt  codifica para  una proteína con un dominio  transcriptasa
reversa. Este elemento posee la particularidad de tener especificidad de inserción por
gen de Spliced Leader RNA (SL), insertándose en la posición 11 del exón, generando
DSI  de  22  nucleótidos  tras  su  inserción.  Estas  DSI  fueron  reportadas  como  muy
conservadas  en  las  copias  caracterizadas,  sugiriendo  una  actividad  de
retrotransposición reciente. En su extremo 5’, corriente arriba del primer ORF, posee
2.5 copias de un repetido en tándem (TR) de 185 pb. Hacia el extremo 3’, posee un
tramo polyA, de aproximadamente 42 nucleótidos(55).
 SLACS y  CRE1,  retrotransposones de  Trypanosoma brucei y  Crithidia  fasciculata,
respectivamente, comparten la particular especificidad de inserción. Estos elementos
móviles poseen DSI de entre 22 y 49 nucleótidos, particularmente largas considerando
que  la  mayoría  de  los  retrotransposones  no-LTR  producen  DSI  de  entre  4  y  14
nucleótidos. Sus ORFs muestran un porcentaje de similaridad considerable. Además,
están presentes en bajo número de copias en sus genomas hospederos, y están todos
asociados  con  los  tándem  de  SL.  Estas  características  compartidas  sugieren
fuertemente que son elementos cercanamente emparentados (56,57).

 Trypanosoma cruzi posee un único representante del orden DIRS; VIPER (“vestigial
interposed retroelement”). VIPER tiene un largo de 4480 pb y 275 copias estimadas(5).
A partir  de  las  secuencias  de  varias  copias  de  VIPER,  Lorenzi  y  colaboradores
reconstruyeron tres ORFs. Este procedimiento fue necesario para determinar el orden y
naturaleza de los ORFs ya que todos presentaban múltiples codones STOP. El primer
ORF posee un dominio gag, el segundo, de 842 nt, posee un dominio YR, y el tercero,
de  1470  nt,  posee  dominios  transcriptasa  reversa  y  RNasa  H.  Estudios  de  su
distribución  en  el  cromosoma tres  de  T.  cruzi (TcCh3)  indican que  el  elemento  se
localiza frecuentemente en regiones que contienen otros retroelementos como L1Tc y
DIRE  (57). Secuencias homólogas a VIPER han sido encontradas en  Trypanosoma
brucei y Trypanosoma vivax (58).
 VIPER posee  un  compañero  no  autónomo  denominado  SIRE (“short  interspersed
repetitive  element”),  de  ~0.42  kb  y  480  copias  estimadas.  Presentan  una  alta
homología en sus extremos 5’ y 3’, el extremo 3’ de SIRE posee parte del dominio
RNasa H. SIRE posee tres regiones altamente conservadas; dos hacia sus extremos 5’
y 3’, y una entre los nucleótidos 190 y 260, con alto contenido GC. Hacia su extremo 3’
posee un sitio  AG aceptor  de splicing.  SIRE ha sido encontrado en los 3’ UTR de
histona  H2A,  2-hidroxiácido  deshidrogenasa,  oligopeptidasa,  alfa-manosidasa
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lisosomal,  aldehído  deshidrogenasa  y  en  otros  ORF  no  identificados.  Además  su
secuencia codifica para el extremo C-terminal de una RNAsa H y un ORF de función
desconocida(59).  Esta evidencia,  sumada al  hecho de que SIRE presenta una alta
conservación de secuencia a lo largo de las distintas DTUs indican fuertemente un rol
funcional en la biología del parásito(60).

Secuenciación y ensamblado de datos NGS 
 La secuenciación y ensamblaje del genoma humano en 2001 dio paso a una nueva
era en los estudios genómicos (61). Distintas organizaciones comenzaron a desarrollar
tecnologías  de  secuenciación  y  software  de  ensamblado  eficientes  para  poder  dar
sentido a la gran cantidad de información que se encuentra en los genomas de los
seres vivos.
 La mayoría de los organismos eucariotas poseen secuencias repetitivas en su genoma
en distintas cantidades. Estas secuencias repetitivas suelen ser repetidos en tándem,
familias  multigénicas,  duplicaciones  segmentales,  y  elementos  transponibles.
Tecnologías de Next Generation Sequencing de reads cortos proveen reads de 50 a
900  pb  (62).  Ya  que  las  secuencias  repetitivas  suelen  tener  tamaños  mucho  más
grandes, los reads cortos no son capaces de resolver por completo estas secuencias.
Los algoritmos diseñados para el ensamblaje de estos reads cortos(basados en grafos
de  de  Bruijn,  u  Overlapping  Consensus  Motifs)  suelen  colapsar  todos  los  reads
provenientes de secuencias en unas pocas copias debido a la alta identidad de los
reads,  subestimando  el  número  y  variabilidad  de  las  secuencias  repetitivas.  Otros
problemas que surgen son la fragmentación  y el  mal  ensamblado de contigs,  que
tienen como consecuencia bajos valores de N50 y errores en el  orden de genes y
sintenia;  estos  problemas  afectan  la  calidad  de  los  genomas  y  los  análisis
subsecuentes. Estos obstáculos que presentan las secuencias repetitivas han podido
ser parcialmente eludidos gracias a protocolos de secuenciación que permiten estimar
las distancias y el ligado entre contigs (mate pair sequencing),  y que hacen posible la
preparación  de  reads  largos  sintéticos,  como  la  preparación  de  cromosomas
bacterianos artificiales (BACs) en conjunto con DNA barcoding (63).
 El  advenimiento  de  tecnologías  de  secuenciación  de  reads  largos  logró  saltar  en
mayor medida el problema de las secuencias repetitivas; con PacBio SMRT sequencing
es posible obtener una longitud máxima de reads de 60 kb y un promedio de 10 kb
(64), y con Oxford Nanopore una longitud máxima de 1 Mb (65). Con estas tecnologías,
muchas  secuencias  repetidas  pueden  ser  determinadas  en  su  totalidad  con  baja
ambigüedad,  además de obtener sus secuencias flanqueantes, que podrían brindar
información relevante para comprender la importancia de la organización genómica.
 Usando un genoma secuenciado con esta tecnología, es posible caracterizar copias
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específicas de elementos transponibles de interés. Se podría en teoría trazar su patrón
de  amplificación  y  distribución  genómica,  determinar  especificidad  de  inserción,
patrones  de  degradación,  y  determinar  la  localización  genómica  específica  de
elementos transponibles potencialmente activos.
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Materiales y métodos

Datos
 Los  genomas  y  archivos  de  anotación  de  Trypanosoma  cruzi  TCC  y  Dm28c
ensamblados  a  partir  de  reads  PacBio  e  Illumina  fueron  proveídos  por  Berná  y
colaboradores.  Los  genomas  de  las  cepas  Esmeraldo,  Sylvio  y  Bug2148  fueron
obtenidos  de  NCBI,  assembly  ids:  GCA_000327425.1,  GCA_000188675.2,
GCA_002749415,  respectivamente.  El  genoma  de  la  cepa  CLBrener  separado  por
haplotipos fue obtenido de TriTryp (release 34); bajo los identificadores TcruziCLBrener,
TcruziCLBrenerEsmeraldo-like y TcruziCLBrenerNon-Esmeraldo-like.
 Las secuencias de referencia de los elementos transponibles fueron descargadas de la
base de datos de NCBI,  números de acceso: CZAR; M62862.1,  L1Tc; AF208537.2,
NARTc; AF215898.1, VIPER; AY747608.1, SIRE; ver Anexo.
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Software

Búsqueda por similaridad

 La  búsqueda  de  ET  se  realizó  con  el  software  BLAST+  (ver.  2.6.0)(66).  Se
construyeron bases de datos de nucleótidos con el comando:

makeblastdb -input_type fasta -dbtype nucl

Este comando construye una base de datos de nucleótidos a partir de un archivo fasta.
Dicha base de datos es utilizada por el  comando blastn, lo cual permite un acceso
rápido y eficiente al gran número de secuencias. 

 El comando utilizado para la búsqueda fue:

blastn               -db $database \
                    -query $reference \
                    -out blastnout/${strain}_${element}_blastn.out \
                    -evalue 1e-5 \
                    -outfmt "6 qseqid sseqid qstart qend sstart send  length
pident qcovhsp sstrand evalue"\
                    -num_threads 5

 
El cual toma un archivo fasta y la base de datos de nucleótidos como input. El archivo
fasta  contiene  la  secuencia  de  referencia  (query)  a  buscar  en  la  base  de  datos
(subject).  La  opción  -outfmt determina  que  el  output  del  programa sea  una  tabla
personalizada que contenga información sobre los High-scoring Segment Pairs (HSPs)
encontrados en la base de datos. Estos HSPs son subsecuentemente filtrados con el
script blastout_to_gff.py segun su largo y porcentaje de identidad del query; en este
caso se utilizó un criterio de 70%  de ambos para obtener los ETs menos degradados y
de esta manera trabajar con secuencias más informativas.

 El hecho de que esta tabla personalizada posea información sobre la hebra en la cual
se encuentra cada ET (parámetro sstrand), permite obtener las secuencias de los ET
de la hebra sentido, necesaria para los subsecuentes análisis. 
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Búsqueda de dominios conservados en ORFs

 A partir de los archivos fasta obtenidos en la búsqueda de ET, se buscaron ORFs con
el software getorf de EMBOSS suite (ver. 6.6.0.0)(67). Este programa toma como input
una secuencia en formato fasta,  y  otros parámetros que determinan el  criterio  que
define un ORF. Los parámetros utilizados fueron:

getorf -find 1 -reverse 0, -minsize 600 ,-maxsize 6000

los cuales determinan que sólo sean devueltos los ORFs que comienzan con un codón
START (AUG) y terminan en un codón STOP (UAA, UAG o UGA), en la hebra sentido,
con un número de nucleótidos mínimo de 600 nt y máximo de 6000 nt. La salida del
programa  es  un  archivo  fasta  con  las  secuencias  aminoacídicas  de  los  ORFs
encontrados.

 Para  la  búsqueda  de  dominios  conservados,  se  utilizó  la  plataforma  Web  Batch
Conserved  Domain  Search de NCBI  (CD-Search)(68),  que  predice  la  presencia  de
dominios conservados en un conjunto de secuencias aminoacídicas. La predicción es
realizada  comparando  la  secuencia  problema  con  bases  de  datos  curadas  que
contienen secuencias consenso para los distintos dominios conservados a lo largo del
árbol  evolutivo.  En  esta  búsqueda  se  utilizó  la  base  de  datos  Conserved  Domain
Database (69).

Alineamiento de secuencias

 El  alineamiento de secuencias se realizó con el  software MAFFT (ver.  7.222)(70),
utilizando la opción:

mafft --auto

que indica al programa que elija un algoritmo de alineamiento óptimo dado el tamaño
de los datos y la complejidad de las secuencias. MAFFT toma como input un archivo
multifasta, y devuelve un archivo multifasta con las secuencias alineadas.

 Debido al gran número de secuencias involucradas, se utilizó TrimAl (ver. 1.4.rev22)
(71), un programa que automatiza la curación de alineamientos múltiples. Se utilizaron
las opciones:

trimal -gt 0.9 -cons 60
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donde -gt 0.9 especifica que se conserven solo las columnas con gaps en menos del
10% de las posiciones. En caso de que este procesamiento devuelva un alineamiento
reducido a menos del 60% de sus columnas, la opción  -cons 60 especifica que se
conserven las mejores columnas para llegar al 60% de las columnas del alineamiento
original.

 La visualización de alineamientos múltiples se realizó con Jalview (ver. 2.10.1  )(72)

Construcción de filogenias

 La construcción de árboles filogenéticos realizó con el software MUSCLE (ver. 3.8.31)
(73) implementando el algoritmo Neighbor Joining (74) con las opciones:

muscle -maketree -cluster neighborjoining

MUSCLE toma como input un archivo multifasta alineado, y devuelve un archivo de
árbol filogenético en formato Newick.

Scripts
 Para un uso automatizado y organizado de los datos, se escribieron scripts en BASH.
Además,  se  escribieron  scripts  en  Python  (ver.  2.7.12)  que  permitieron  un  uso
personalizado  de  las  secuencias,  datos  de  anotación  y  archivos  intermedios.  Los
gráficos finales y reportes intermedios se realizaron con R (ver. 3.4.2), utilizando los
paquetes ape (ver. 5.0), ggtree (ver. 1.10.4), tidyverse (ver. 1.2.1), y knitr (ver. 1.19)
(75–79).
 Debajo se encuentra una lista de los scripts creados con un breve resumen de su
funcion,  su  código  se  encuentra  en  el  repositorio  de  github
https://github.com/gaxyz/scripts-tesina.
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Python

blastout_to_gff.py:  Convierte un output de blast tabular en un archivo de anotación
gff.

fasta_extract_from_gff.py:  Extrae  secuencias  correspondientes  a  un  archivo  de
anotación de un archivo multifasta.

retroelements_stats.py:  Calcula  caracteristicas  generales  de  las  secuencias
brindadas como input (número de secuencias, contenido gc promedio, largo promedio,
identidad promedio).

run_getorf.py:  Wrapper  de  getorf.  Usa  getorf  en  un  archivo  multifasta  y  asigna
identificadores comprensibles.

cdsearch_parse.py: Procesa un archivo de output de Batch CD Search y genera una
tabla que especifica si un elemento dado es potencialmente activo. 

get_up_and_downstream_annotations.py:  Determina anotaciones corriente arriba
y corriente abajo de un conjunto de features en un archivo gff. Es necesario proveer el
archivo gff correspondiente al genoma con información redundante.

R

build_two_strain_trees.R: Construcción  de  árboles  de  dos  cepas  a  partir  de  un
archivo formato Newick y una tabla con observaciones para cada copia.

cis_annotations.R:  Filtra  tablas  de  anotaciones  en  cis  a  partir  de  un  umbral  de
proximidad.

full_table_construction.R: Construye tablas de observaciones de cada copia a partir
de tablas de observaciones individuales.

all_trees.R: Construcción de árboles a partir de un archivo formato Newick y una tabla
con observaciones para cada copia.
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Resultados y discusión

Búsqueda y extracción de secuencias

 La  búsqueda de secuencias  de retroelementos  se  realizó  mediante  búsqueda por
similaridad  (BLAST).  El  resultado  de  la  búsqueda  es  una  tabla  que  contiene
información sobre cada HSP; el contig en el cual se encuentra y sus coordenadas, la
región de la referencia con la cual posee similaridad, la longitud del HSP, el porcentaje
de identidad, porcentaje de cobertura y e-value (Figura 5). Estos datos fueron utilizados
para generar un archivo de anotación de formato General Feature Format (.gff) con el
script blastout_to_gff.py, el cual filtra la tabla resultante de la búsqueda de blast para
HSPs  con  porcentaje  de  identidad  y  cobertura  mayor  al  70%  con  respecto  a  la
referencia y reorganiza la información para adecuarla al formato de anotación (Figura
6).  A  partir  del  archivo  de  anotación  generado,  se  extrajeron  las  secuencias
nucleotídicas  correspondientes  del  genoma  ensamblado  con  el  script
fasta_extract_from_gff.py y  se  escribieron  en  un  archivo  fasta  para  su  uso  en
subsecuentes análisis.

Figura 5. Ejemplo de archivo de output de BLAST tabular, visualizado en terminal de

24



Linux. De izquierda a derecha: identificador de query, identificador de subject, comienzo
de HSP en query, final de HSP en query, comienzo de HSP en subject, final de HSP en
subject, longitud de HSSP, porcentaje de identidad, cobertura del query, sentido de la
hebra, e-value.

Figura 6. Ejemplo de archivo de anotación gff,  visualizado en terminal de Linux. De
izquierda  a  derecha:  contig,  programa  utilizado  para  anotación,  tipo  de  feature,
coordenada de inicio de feature, coordenada de fin de feature, puntaje, sentido de la
hebra, marco, atributos de anotación.

 Con el objetivo de obtener características generales de las secuencias extraídas, se
escribió un script (retroelements_stats.py) que calcula el número de retroelementos
encontrados, longitud, contenido GC, y porcentaje de identidad promedios. El cálculo
de porcentaje de identidad promedio se realiza mediante blast “todos contra todos”. Los
resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla 1.
 El número de secuencias encontradas para elementos de familias autónomas (CZAR,
L1Tc, VIPER) es considerablemente más bajo que el de familias no autónomas como
SIRE y NARTc(Tabla 1). CZAR posee 43 copias en el genoma de TCC, y 57 copias en
el genoma de Dm28c, lo cual concuerda con los primeros estudios de caracterización
molecular de CZAR, donde se estimó que su número de copias se encontraba cerca de
40. En cambio, para L1Tc (43 en TCC, 54 en Dm28c), NARTc (110, 55) y VIPER (244,
194) se encontró que su número de copias es menor a estimativos in silico previos (5).
Atribuimos esta discrepancia a los umbrales conservativos de la búsqueda. El número

25



de copias encontradas de SIRE fue de 851 en TCC y 669 en Dm28c,  un número
considerablemente mayor a estimativos previos.
 Dado que TCC es una cepa heterocigota, es esperable que se encuentre un mayor
número  de  copias  al  considerar  que  es  posible  diferenciar  haplotipos  en  algunas
regiones genómicas una vez realizado el ensamblado. Esta predicción se cumple para
NARTc, VIPER y SIRE, en cambio, hay un mayor número de copias de CZAR y L1Tc en
el genoma de Dm28c. Cabe la posibilidad de que estos últimos retrotransposones se
encuentren  en  regiones  del  genoma  de  TCC  que  no  pudieron  separarse  en  sus
respectivos haplotipos, o, de manera no excluyente, que el software de ensamblado
haya colapsado más copias en el genoma de TCC.
  Las longitudes medias encontradas son similares a las reportadas en la bibliografía,
aunque en general de menor tamaño, lo cual se debe a que muchas de las copias
encontradas  son  retrotransposones  degradados.  Las  identidades  medias  son  altas
como  es  de  esperar  al  usar  un  umbral  de  identidad  alto,  todos  los  valores  se
encuentran cerca del 90%. El contenido GC de las secuencias extraídas se encuentra
cerca contenido GC genómico promedio (55%)(5),  con la excepción de las secuencias
de SIRE, que poseen un contenido GC más bajo, alrededor de 44%. Se ha sugerido
que SIRE podría cumplir un rol funcional en el genoma de Trypanosoma cruzi (59). La
diferencia marcada en el contenido GC se podría deber a una colonización reciente; el
tiempo transcurrido no fue suficiente para volver al valor promedio del genoma. Una
explicación  alternativa  sería  la  presencia  de  presiones  selectivas  que  restringen  la
regresión al valor promedio.
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Tabla 1. Características generales del resultado de la búsqueda de ETs en los genomas
de TCC y Dm28c.

ET Cepa N° copias
Largo
medio (nt)

Identidad
media (%)

%GC
media

CZAR
TCC 43 6496 93 55

Dm28c 57 6441 91 56

L1Tc
TCC 43 4873 90 53

Dm28c 54 4748 96 53

NARTc
TCC 110 256 92 51

Dm28c 55 258 90 51

VIPER
TCC 244 3454 84 55

Dm28c 194 3422 87 54

SIRE
TCC 851 440 87 44

Dm28c 669 441 88 44

Búsqueda de retroelementos potencialmente activos

  Siguiendo la definición de copia autónoma de Wicker y colaboradores, consideramos
que una copia de un elemento es autónoma si sus ORFs codifican todos los dominios
necesarios  para  su  transposición.  Este  criterio  nos  permite  reducir  el  número  de
candidatos autónomos mediante métodos bioinformaticos, mientras que para confirmar
su actividad de retrotransposición es necesario recurrir a ensayos experimentales.
 Con el objetivo de encontrar copias autónomas en nuestro set de datos, se realizó una
predicción  ab  initio de  ORFs  en  las  secuencias  de  CZAR,  L1Tc  y  VIPER,  y  una
subsecuente búsqueda de dominios conservados en las secuencias proteicas de estos
ORFs. La búsqueda de ORFs en las secuencias de los retroelementos se realizó con el
programa getorf  de  EMBOSS.  La salida  del  programa es un archivo  fasta  con las
secuencias aminoacídicas de los ORFs encontrados.
 Se escribió un wrapper en python (run_getorf.py) que hizo posible editar los headers
para mantener el identificador de cada secuencia y el número de ORFs encontrados, y
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automatizar la búsqueda de ORFs para todas las secuencias.
 Una vez obtenidas las secuencias aminoacídicas, se utilizó la plataforma Web Batch
Conserved  Domain  Search  de  NCBI  (CD-Search)  para  predecir  la  presencia  de
dominios conservados. 
 Se descargaron las tablas resultantes de CD-Search (Figura 7), y se escribió un script
para  parsear  los  resultados  y  determinar  copias  potencialmente  autónomas
(cdsearch_parse.py).  Los  hits  con  dominios  parciales  fueron  descartados.  Los
criterios  utilizados  para  definir  un  ET  como  potencialmente  autónomo  fueron
formulados en base a la literatura disponible de cada uno de ellos (53,55,58,59), 
 Se consideró que una copia de CZAR es autónoma si posee por lo menos un ORF que
contenga un dominio transcriptasa reversa. En el caso de L1Tc, se considera autónoma
si posee al menos un dominio transcriptasa reversa, RNasa H y endonucleasa entre
todos sus ORFs. Por último, para VIPER se consideró que una copia es potencialmente
autónoma si  posee al  menos un dominio transcriptasa reversa, RNAsa H y tirosina
recombinasa entre todos sus ORFs.

Figura 7. Ejemplo de archivo de output de CD Search, visualizado en libreoffice.

 Los  resultados  se  encuentran  resumidos  en  la  Tabla  2.  El  número  de  CZAR
potencialmente  autónomos  encontrados  fue  de  25  y  34  en  TCC  y  Dm28c,
respectivamente. Estos números son un límite superior del número de CZAR activos,
ya que el criterio de búsqueda requiere de la presencia de al menos un dominio RT
entre sus ORFs . Se utilizó este criterio debido a que ninguno de los ORFs mostraron
homología con dominios que no fueran RT, lo cual se contradice con evidencia de que
posee un dominio de unión a ADN en su primer ORF(55). 
En la búsqueda de L1Tc, se encontraron 26 y 30 elementos potencialmente autónomos
en TCC y Dm28c, respectivamente.
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 No se encontraron elementos VIPER potencialmente autónomos, tal como había sido
descrito en análisis previos(60). 

Tabla 2. ETs potencialmente autonomos. 

CZAR L1Tc

Totales Activos Totales Activos

TCC 43 25 110 26

Dm28c 57 34 55 30

Análisis filogenético 

 Se realizaron alineamientos múltiples con las secuencias de los retrotransposones
para ambas cepas en conjunto. Se utilizó el software de alineamiento MAFFT con la
opción --auto. Los alineamientos resultantes poseían diversos gaps, y muchas de las
secuencias  estaban  fragmentadas  hacia  sus  extremos,  por  lo  que  se  procedió  a
curarlos con el software TrimAl (Figura 8).
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Figura  8.  Alineamientos  de  retroelementos  de  TCC  y  Dm28c.  Previos  al  curado
(columna izquierda), y posteriores al curado con TrimAl (columna derecha).

 A partir  de los alineamientos múltiples curados de cada ET, para ambas cepas en
conjunto,  se  construyeron  árboles  filogenéticos  con  el  método  Neighbor  Joining
implementado en el software MUSCLE.
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CZAR

 En el caso de CZAR (Figura 9), las secuencias se agrupan claramente por cepa, con la
excepción  de  un  clado  en  el  cual  se  encuentran  secuencias  de  ambas  cepas.  La
estructura del árbol  resultante podría ser explicada por eventos de amplificación de
CZAR luego de la divergencia entre ambas cepas; el clado mixto representaría a las
copias “ancestrales” (previas a la divergencia), y los clados cepa-específicos a  las
copias  originadas  en  los  eventos  de  amplificación.  La  determinación  de  CZAR
potencialmente  activos  concuerda  con  este  modelo  de  amplificación;  aquellos  sin
dominios  RT  completos  en  sus  ORFs  se  agrupan  en  el  clado  mixto;  al  ser  más
ancestrales, la degeneración de sus secuencias es mayor.
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Figura 9. Filogenia generada por NJ de copias CZAR en TCC (azul) y Dm28c (rojo).
Las copias potencialmente activas están representadas como triángulos.
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L1Tc

 La filogenia de L1Tc (Figura 10) presenta una estructura similar a CZAR en cuanto a
su agrupación por  cepa.  La  distribución de copias potencialmente  activas  no sigue
ningún patrón particular, estando presentes en todos los clados. Las copias en el clado
mixto podrían ser las copias previas a la divergencia entre las cepas, mientras que los
clados cepa especifico corresponderían a las amplificaciones post-divergencia al igual
que CZAR. 
 Teniendo en cuenta que de las cuatro copias de Dm28c presentes en el clado mixto,
dos son activas y que además, todas presentan un porcentaje de identidad alto con
respecto  a  TCC (98%),  una  explicación  alternativa  a  esta  topología  podría  ser  un
evento de transferencia horizontal entre las cepas. 
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Figura  10.  Filogenia  de  copias  L1Tc  en  TCC  (azul)  y  Dm28c  (rojo).  Las  copias
potencialmente activas están representadas como triángulos.
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NARTc

Se podría esperar que NARTc siguiera un patrón similar a L1Tc; al ser el “compañero”
no  autónomo  de  L1Tc  podría  tomar  ventaja  de  los  eventos  de  amplificación.  Los
resultados (Figura 11) indican que esto no ha sucedido, ya que la distribución de cepas
es relativamente homogénea a lo largo de los clados. 

Figura 11.  Figura 9. Filogenia generada por  NJ de copias NARTc en TCC (azul)  y
Dm28c (rojo)
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VIPER
 
  En la filogenia de VIPER (Figura 12) la mayoría de los clados están compuestos por
copias de ambas cepas,  con la  excepción de algunos clados exclusivos de TCC y
Dm28c. La mayoría de los clados mixtos, corresponden a un patrón en el  cual  las
copias de TCC y Dm28c serían ortólogas, es decir, heredadas del ancestro previo a la
divergencia.  Algunas de las ramas de estas copias ortólogas contienen clados con
copias  parálogas  entre  si,  los  cuales  corresponderian  a  eventos  de  amplificación.
Teniendo en cuenta que estas copias parálogas tienen muy alto porcentaje de identidad
entre sí, estos eventos de amplificación podrían ser explicados, además de por eventos
de retrotransposición, por duplicaciones segmentales o conversión génica.
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Figura 12.  Figura 9.  Filogenia generada por  NJ de copias VIPER en TCC (azul)  y
Dm28c (rojo)
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SIRE

 El retrotransposon SIRE muestra una distribución de cepas homogénea a lo largo de
los  clados (Figura  13),  tal  como se observa para  los  elementos  NARTc.  De forma
análoga  al  par  L1Tc-NARTc,  VIPER  y  SIRE  no  muestran  topologías  similares.  La
ubicuidad  de  ambas  cepas  en  los  clados  indica  que  no  hubieron  eventos  de
amplificación posteriores a la divergencia entre las distintas cepas.

Figura 13. Figura 9. Filogenia generada por NJ de copias SIRE en TCC (azul) y Dm28c
(rojo)
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Anotaciones en cis

 Con  el  objetivo  de  determinar  posibles  especificidades  de  inserción  por  regiones
genómicas particulares, se analizaron las anotaciones adyacentes a cada una de las
copias de los retroelementos estudiados.
 Se escribió un script,  get_up_and_downstream_annotations.py, que toma como
input dos archivos de anotación en formato .gff;  el  archivo generado a partir  de la
búsqueda mediante BLAST, y un archivo de anotación del genoma, en donde también
se encuentran las anotaciones del primer archivo. El output es una tabla que especifica
las anotaciones corriente arriba y corriente abajo de cada copia, y su distancia física en
nucleótidos. En el caso de que no haya una anotación adyacente, como puede ser en
el  caso  de  una  copia  en  el  borde  de  un  contig,  se  asigna  un  “NA”  a  la  entrada
correspondiente  en  la  tabla.  El  script  descarta  las  anotaciones  que  se  encuentran
solapadas con cada elemento evaluado. La tabla generada se procesó con el script
cis_annotations.R,  con  un  umbral  designado  tal  que  solo  sean  consideradas  las
anotaciones que se encuentren a menos de 1000 nucleótidos de distancia.
 Los resultados relevantes se encuentran resumidos en la  Tabla 3.  Muchas de las
anotaciones en cis de gran número coinciden con genes altamente representados en el
genoma, como mucinas, retrotransposon hotspot proteins (RHS), DGF-1, GP63 y trans-
sialidasas, o con genes hipotéticos conservados.
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Tabla 3. Anotaciones en cis relevantes.

 El  estudio  de  anotaciones  en  cis de  CZAR  indica  que  las  copias  de  CZAR  se
encuentran mayoritariamente adyacentes a otras copias de CZAR y a genes  Spliced
Leader.  Esto  es  de  esperar,  ya  que  los  genes  de  Spliced  Leader se  encuentran
ordenados en tándem, y CZAR tiene especificidad de inserción por el exón.
 En el genoma de TCC se encontraron numerosas anotaciones en  cis de L1Tc que
corresponden  a  genes  putativos  de  beta-tubulina.  Este  hecho  fue  verificado  en  el
explorador web del genoma construido por Berná y colaboradores  (80); en todos los
arreglos en tándem de genes de beta tubulina se puede encontrar por lo menos una
copia de L1Tc (Figura 14). El hecho de que estas regiones no son sintéticas permite
descartar la posibilidad de que una de las regiones fue originada a partir de la otra
mediante duplicación.
 En  el  caso  de  NARTc  en  el  genoma  de  TCC  se  encontraron  anotaciones  que
corresponden a endonucleasas y transcriptasas reversas; esto puede deberse a un
problema de anotación en el cual una copia de L1Tc fue anotada como NARTc, debido
a los parámetros de similaridad utilizados.
 No se encontraron anotaciones en cis relevantes en el caso de SIRE y VIPER.
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Figura 14. Proximidad de copias L1Tc con genes en tándem de beta tubulina en el
genoma de TCC. Los segmentos en verde corresponden a genes de beta tubulina, los
segmentos en gris oscuro corresponden a copias de L1Tc. Visualizado en explorador
de genoma de Trypanosoma cruzi construido por Berná y colaboradores(80).

Análisis filogenético con otras cepas

  Con el objetivo de obtener una visión del panorama evolutivo de los retrotransposones
de interés en Trypanosoma cruzi, se procedió a implementar el proceso de búsqueda y
anotación de CZAR, L1Tc, NARTc, VIPER y SIRE en genomas disponibles en la base
de  datos  de  NCBI.  Utilizando  los  mismos  criterios  descritos  anteriormente,  se
construyeron  bases  de  datos  con  los  genomas  de  las  cepas  Sylvio,  Bug2148,
Esmeraldo  y  CLBrener  (divididos  en  sus  haplotipos  derivados  de  Esmeraldo,  No-
Esmeraldo y sin asignar) para luego realizar búsqueda por BLAST.
 El número de retroelementos encontrados depende, además de los parámetros de
búsqueda,  de  la  tecnología  con  la  cual  fueron  secuenciadas  los  genomas  y  la
homocigosis de las cepas. Los genomas secuenciados con tecnologías de segunda
generación (CLBrener, Esmeraldo) van a tender a generar ensamblados con elementos
repetidos  colapsados  (y  como  consecuencia,  menor  cantidad),  mientras  que  los
secuenciados  con  tecnologías  de  tercera  generación  (Sylvio,  Bug2148)  permitirían
encontrar  una  mayor  cantidad  de  retroelementos.  Este  fenómeno  se  cumple  para
CZAR y L1Tc, en donde se encontró mayor cantidad de retroelementos en Sylvio y
Bug2148 que en CLBrener y Esmeraldo (Tabla 4).
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Tabla 4. Número de copias de ETs encontrados, agrupados por orden, cepa y DTU.  
     

DTU Cepa CZAR L1Tc NARTc VIPER SIRE

TcI
Dm28c 57 54 55 669 194

Sylvio 20 104 60 82 485

TcII
Esmerald
o

2 0 30 45 246

TcV Bug2148 24 91 62 159 716

TcVI
CLBrener 12 28 296 275 852

TCC 43 43 110 851 244
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CZAR

 La filogenia de CZAR (Figura 15) muestra un clado (i) mayoritariamente compuesto por
copias de cepas pertenecientes a la DTU TcVI (CL Brener y TCC), con la excepción de
dos  copias  de  Esmeraldo,  perteneciente  a  DTU  TcII.  Los  modelos  actuales  de
intercambio genético de DTUs sostienen que TcVI se originó a partir  un evento de
hibridación entre TcII y TcIII, lo cual explica la presencia de copias de una cepa TcII en
un clado casi  exclusivo  para  cepas de TcVI.  Se observa una separación  clara  por
haplotipos;  dentro  del  clado  i  se  encuentra  un  subclado  (ii)  que  corresponde  al
haplotipo “Non-Esmeraldo like” de TCC y CLBrener.
 En el clado iii, las copias de Bug2148, perteneciente a DTU TcV agrupan junto con
copias de  Dm28c y Sylvio, pertenecientes a DTU TcI. Esto es inesperado, ya que los
modelos actuales sostienen que TcV se originó a partir de una hibridación entre TcII y
TcIII. Se esperaría, en cambio, que algunas copias de Bug2148 agruparan junto con el
clado correspondiente al haplotipo Esmeraldo-like.  Es posible que la cepa secuenciada
bajo  el  nombre  Bug2148  sea  en  realidad  una  cepa  perteneciente  a  la  DTU  TcI.
Experimentos y análisis subsecuentes son necesarios para confirmar o descartar esta
hipótesis.
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Figura  15.  Filogenia  de  copias  de  CZAR de  las  cepas  Dm28c,  Sylvio,  Esmeraldo,
Bug2148, CLBrener (separado por haplotipos) y TCC.
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L1Tc

 En la filogenia de L1Tc (Figura 16) se pueden reconocer tres clados principales; un
clado compuesto exclusivamente por copias de las cepas pertenecientes a TcVI (i), uno
compuesto en su totalidad por copias de Dm28c,  Sylvio y Bug2148 (ii),  y un clado
mixto,  compuesto  por  copias  de  TcI,  TcV  y  TcVI  (ii).  Este  clado  mixto  puede  ser
explicado  por  la   agrupación  de  secuencias  de  L1Tc  ancestrales,  previas  a  la
divergencia  entre  las  distintas  DTUs,  mientras  que  los  clados  DTU-específicos
contienen secuencias que fueron sujetas a una expansión posterior a la divergencia. 
 Nuevamente, se observa que las secuencias pertenecientes a Bug2148 agrupan en su
mayoría con secuencias pertenecientes a DTU TcI.

Figura  16.  Filogenia  de  copias  de  L1Tc  de  las  cepas  Dm28c,  Sylvio,  Esmeraldo,
Bug2148, CLBrener (separado por haplotipos) y TCC.
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NARTc

 Las   cepas muestran  una distribución  homogénea a  lo  largo de  los  clados  en  la
filogenia  de  NARTc  (Figura  17).  Esta  distribución  sugiere  que  los  eventos  de
amplificación de NARTc se dieron previos a la divergencia entre las cepas. De acuerdo
con las filogenias de TCC y Dm28c, NARTc no sigue el mismo patrón de agrupación
que L1Tc. 

Figura 17.  Filogenia de copias de NARTc de las cepas Dm28c,  Sylvio,  Esmeraldo,
Bug2148, CLBrener (separado por haplotipos) y TCC.
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VIPER

 La filogenia de VIPER no muestra un patrón claro con respecto a la distribución de las
cepas en los clados. Esta topología se debe a que las copias de VIPER se encuentran
posiblemente inactivas, y como consecuencia han sufrido una mayor divergencia en
sus secuencias al compararla con los otros elementos potencialmente activos. 
 De todas maneras, es posible observar algunos clados especificos para las DTUs TcI
(Dm28c y  Sylvio)  y  TcII  (Esmeraldo,  y  los  haplotipos  Esmeraldo-like  de TCC y  CL
Brener).  La  presencia  de  estos  clados  podría  ser  explicada  por  eventos  de
amplificación específicos para los ancestros comunes de cada DTU. 

 

Figura  18.  Filogenia de copias de VIPER de las  cepas Dm28c,  Sylvio,  Esmeraldo,
Bug2148, CLBrener (separado por haplotipos) y TCC.
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SIRE

 Las  cepas  muestran  una  distribución  homogénea  a  lo  largo  de  los  clados  en  la
filogenia de SIRE (Figura 19). Esta topología concuerda con los resultados obtenidos
con las secuencias de TCC y Dm28c. En conjunto, las filogenias de SIRE indican que
los eventos de amplificación se dieron previos a la divergencia entre todas las cepas. 
 Se confirma el hecho de que los ETs no autónomos (NARTc y SIRE), no siguieron el
mismo  patrón  de  amplificación  que  sus  correspondientes  ETs  autónomos  (L1Tc  y
VIPER).  Esto sugiere que estos ETs perdieron la capacidad de utilizar la maquinaria de
retrotransposición de sus “compañeros” autónomos previamente a la divergencia entre
las cepas, o que alternativamente nunca la poseyeron.

Figura  19.  Filogenia  de  copias  de  SIRE  de  las  cepas  Dm28c,  Sylvio,  Esmeraldo,
Bug2148, CLBrener (separado por haplotipos) y TCC.
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Conclusiones

 Fue posible encontrar una gran cantidad de copias con alto porcentaje de identidad de
los distintos retroelementos en los genomas de TCC y Dm28c. Se encontró un mayor
número de retrotransposones largos (CZAR y L1Tc) en los genomas secuenciados con
tecnologías de tercera generación (TCC, Dm28c, Sylvio).
 Se determinó el  número de CZAR y L1Tc potencialmente autónomos,  siendo una
fracción considerable de los elementos totales, mientras que no se encontraron copias
VIPER potencialmente autónomos. Estos resultados deben ser verificados en ensayos
de biología molecular, en donde se confirme la actividad de las proteínas que codifican
sus ORFs, y su capacidad para insertarse en una hebra de ADN.
 El estudio de contexto genómico de las copias confirma la especificidad de CZAR por
los tandem de Spliced Leader. Además, se encontró que hay copias de L1Tc en todos
los tándem de genes de beta tubulina.
 Las  filogenias  construidas  indican  que  CZAR  y  L1Tc  sufrieron  amplificaciones
posteriores a la  divergencia entre las distintas DTUs. Particularmente en CZAR, es
posible observar dos clados distintos que corresponden a los dos haplotipos de la DTU
TcVI. En el caso de L1Tc se puede observar un clado que corresponde a las copias
previas a la divergencia, mientras que las copias de CZAR se agrupan en su totalidad
por DTU.
  Las filogenias de VIPER, indican que este elemento se encuentra inactivo, ya que hay
una gran presencia de clados mixtos para las DTUs, y que la divergencia entre sus
copias es mayor que la de los elementos potencialmente activos. De todas maneras es
posible  observar  clados que corresponden a  eventos  de amplificación  que tuvieron
lugar en los ancestros comunes de algunas DTUs, lo cual sugiere que VIPER todavía
se encontraba activo al momento de la divergencia de todas las DTUs.
 En cuanto a NARTc y SIRE, no se observan clados específicos para DTUs, lo cual
sugiere que los eventos de amplificación y “muerte” de estos retrotransposones fueron
previos a la divergencia. El hecho de que NARTc y SIRE no presenten un patrones de
agrupación  similar  a  L1Tc  y  VIPER,  respectivamente,  sugiere  que  estos  ET  no
autónomos ya no poseen la capacidad de utilizar la maquinaria de retrotransposición de
L1Tc, o nunca la tuvieron.
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 Las secuencias provenientes de la cepa Bug2148, en las filogenias que se observan
clados  DTU específico,  agrupan  con  secuencias  correspondientes  a  DTU TcI,  algo
totalmente inesperado ya que Bug2148 pertenece a la DTU híbrida TcV. Es posible que
esto se deba a un error de manipulación de las cepas al momento de la construcción
de librerías.
 Los resultados de este trabajo reflejan la utilidad de los datos de secuenciación de
tercera  generación  para  determinar  la  variabilidad  intragenómica  de  elementos
transponibles.
 Los umbrales de búsqueda utilizados para la extracción de secuencias de las distintas
copias  introducen  un  sesgo  al  momento  de  la  construcción  de  filogenias,  y  como
consecuencia, en las conclusiones obtenidas a partir  de estas. Utilizar umbrales de
búsqueda más laxos, aplicar buenos criterios de clasificación, e incluir secuencias de
numerosas DTUs podría permitir confirmar o descartar los escenarios propuestos en
este trabajo, además de esclarecer los mecanismos que dictaron la historia evolutiva
de los ETs y los eventos de amplificación a los cuales estuvieron sujetos los genomas
de Trypanosoma cruzi.
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Anexo

ID secuencias de referencia SIRE.
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