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1.   RESÚMENES 

1.1   Resumen 

El RNA ribosomal 5S (rRNA 5S), componente esencial de la subunidad mayor del ribosoma, 

es sintetizado por la RNA polimerasa III (Pol III). La mayoría de los organismos eucariontes 

contienen de decenas a cientos de genes del rRNA 5S organizados en arreglo tipo tándem. 

Sin embargo, el genoma del parásito protozoario Leishmania major contiene sólo once genes 

del rRNA 5S, los cuales se encuentran dispersos en el genoma y asociados con otros genes 

transcritos por Pol III. En este trabajo reportamos que, en general, el número y orden de los 

genes del rRNA 5S están conservados entre diferentes especies de Leishmania. Mientras que 

en la mayoría de eucariontes los genes del rRNA 5S se localizan dentro del nucléolo o en sus 

inmediaciones, ensayos FISH y de inmunofluorescencia mostraron que los genes del rRNA 

5S en L. major se encuentran dispersos en el núcleo, preferentemente en la periferia nuclear. 

De manera similar, los genes del rRNA 5S de Trypanosoma cruzi, los cuales están 

organizados en tándem, se encontraron dispersos en el núcleo. En contraste, los transcritos 

del rRNA 5S de L. major se localizaron en el nucléolo y dispersos en el citoplasma, donde 

se localizan los ribosomas. A diferencia de otros tipos de rRNA, no encontramos RNAs 

antisentido estables complementarios al rRNA 5S en L. major. Análisis de secuencia 

mostraron que todos los genes del rRNA 5S de L. major contienen los elementos de control 

interno putativos, los cuales son necesarios en otros eucariontes para la unión de los factores 

de transcripción TFIIIA, TFIIIC y TFIIIB. Notablemente, TFIIIA y TFIIIC no han sido 

identificados en Leishmania y otros tripanosomátidos. Experimentos Southwestern y DNA 

pull-down mostraron la presencia de varias proteínas nucleares de entre 15 a 50 kDa que 

podrían unirse a los genes del rRNA 5S. Por espectrometría de masas se identificaron cuatro 

proteínas que podrían interactuar con el gen del rRNA 5S; entre ellas la proteína hipotética  

LmjF.31.1050, la cual presenta similitud de secuencia y estructura con una de las 

subunidades de TFIIIC, el factor sigma de la RNA polimerasa bacteriana y el factor de 

terminación Rho.  
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1.2   Abstract 

The 5S ribosomal RNA (5S rRNA), an essential component of the large ribosomal subunit, 

is synthesized by the RNA polymerase III (Pol III). Most eukaryotic organisms contain from 

dozens to hundreds of 5S rRNA genes organized in tandem arrangements. However the 

genome of the protozoan parasite Leishmania major contains only eleven 5S rRNA genes, 

which are scattered throughout the genome and associated with other genes transcribed by 

Pol III. In this work we report that, in general, the number and order of 5S rRNA genes are 

conserved among different species of Leishmania. While in most eukaryotes 5S rRNA genes 

are located within the nucleolus or in its vicinity, FISH and immunofluorescence assays 

showed that the 5S rRNA genes in L. major are dispersed in the nucleus, mainly at the nuclear 

periphery. Similarly, the tandemly repeated 5S rRNA genes in T. cruzi are dispersed 

throughout the nucleus. In contrast, 5S rRNA transcripts in L.major were localized within 

the nucleolus, and scattered throughout the cytoplasm, where mature ribosomes are located.  

Unlike other rRNA species, stable antisense RNA complementary to 5S rRNA is not 

produced in L. major. Sequence analysis showed that all of the L. major 5S rRNA genes 

contain the putative internal control element, which is necessary in other eukaryotes for the 

binding of transcription factors TFIIIA, TFIIIC and TFIIIB. Notably, TFIIIA and TFIIIC 

have not been identified in Leishmania and other trypanosomatides. Southwestern and DNA 

pull-down experiments showed the presence of several nuclear proteins of about 15 to 50 

kDa that could bind the 5S rRNA genes. Mass spectrometry analysis allowed the 

identification of four proteins that could interact with the 5S rRNA gene; including the 

hypothetical protein LmjF.31.1050, which shows sequence and structural similarity to one 

of the TFIIIC subunits, the bacterial RNA polymerase sigma factor and the transcription 

termination factor Rho.  
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2.   INTRODUCCIÓN 

Leishmania major es un parásito hemoflagelado que pertenece a la Clase de los  

cinetoplástidos (kinetoplastida), uno de los grupos de microorganismos eucariontes más 

interesantes de estudio por presentar diversas particularidades celulares y genéticas. Estos 

protistas divergieron tempranamente en la evolución 1 siendo uno de los linajes eucarióticos 

más antiguos 2. Los cinetoplástidos se caracterizan principalmente por la presencia de un 

cinetoplasto, el cual es una larga red de DNA circular (kDNA) localizada en la mitocondria, 

usualmente asociada a la base del flagelo 3(Figura 1). 

2.1   Biología Celular 

La biología celular de los diferentes cinetoplástidos es muy similar. Por ejemplo, todos son 

organismos móviles con un solo flagelo que se origina en una bolsa en la membrana celular 

localizada cerca del DNA mitocondrial. La endocitosis y exocitosis ocurren sólo en la bolsa 

flagelar. Sus peroxisomas, conocidos como glicosomas, están modificados para realizar la 

glicólisis. Además, su citoesqueleto está constituido por una capa de microtúbulos que se 

localizan bajo la membrana celular. Asimismo, su superficie celular se encuentra cubierta 

por proteínas específicas que son críticas para su supervivencia. Típicamente se reproducen 

asexualmente, dividiéndose por fisión binaria, y durante la división celular su membrana 

nuclear no se disuelve ni sus cromosomas se condensan 4.  

Estos organismos además presentan otras peculiaridades, que incluyen: edición del mRNA 

mitocondrial, arquitectura única del DNA mitocondrial, maduración de todos los mRNA por 

trans-splicing, y el arreglo de genes en unidades policistrónicas largas. Algunos 

tripanosomátidos presentan evasión del sistema inmune cambiando sus proteínas de 

superficie y la habilidad de escapar de la destrucción migrando a vacuolas fagocíticas 1,5–10. 
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Figura 1. Diferentes etapas de desarrollo de cinetoplástidos patógenos. Estas etapas se definen en base a la forma 
general de la célula, la posición del cinetoplasto en relación con el núcleo, y la región de donde emerge el flagelo de la 
bolsa flagelar. A) Morfología de las etapas; promastigote, amastigote, tripomastigote y epimastigote pertenecientes a los 
cinetoplástidos: Leishmania major (I y II), Trypanosoma cruzi (II, III y IV) y Trypanosoma brucei (III y IV). B) 
Fotomicrografías con diferentes preparaciones de las etapas de promastigote (I), amastigote (II), tripomastigote (III) y 
epimastigote (IV). 
 

2.2   Evolución 

Hasta hace poco, la historia evolutiva de los cinetoplástidos no era lo suficientemente sólida 
11. Recientemente se ha propuesto la hipótesis de que el ancestro común de los cinetoplástidos 

y los euglénidos adquirió un plástido fotosintético endosimbionte que posteriormente fue 

perdido del linaje de los  cinetoplástidos y que durante este proceso algunas de sus rutas 

metabólicas fueron secuestradas en los peroxisomas, mismos que después se convirtieron en 

glicosomas 1. Los ancestros distantes de los cinetoplástidos fueron similares a los Jacóbidos 

en cuanto a su ecología y morfología. Mediante análisis de la estructura del genoma 

mitocondrial se determinó recientemente que los parientes más cercanos de los 

cinetoplástidos no son los euglénidos, sino los diplonémidos, que son un grupo de organismos 

de vida libre que ocasionalmente son parásitos facultativos de invertebrados 12 (Figura 2). 

Dentro de los cinetoplástidos, la familia más estudiada es la de los tripanosomátidos 

(Trypanosomatidae), la cual incluye a Leishmania y Trypanosoma, entre otras especies. Estos 

organismos descendieron de parásitos de insectos mordedores hace al menos 100 millones 

de años. La transmisión de un tripanosomátido de insectos hacia un hospedero mamífero 
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debió de haber ocurrido varias veces, pero pocas de manera exitosa. Sin embargo, cualquier 

éxito abriría un extenso nicho al parasito, ya que probablemente la transferencia a otros 

vertebrados se daría con mayor facilidad 11. 

 
Figura 2 Arbol filogenético. Se muestra la distancia evolutiva en relación con eucariontes superiores, protistas y 

procariontes. Modificada de 1. 

 

2.3   Clasificación 

A finales del siglo XIX la taxonomía de los parásitos cinetoplástidos se basaba en la presencia 

de los diferentes estadios de desarrollo del ciclo de vida, que son morfológicamente 

distintivos. Sin embargo, diferentes estudios moleculares han transformado el conocimiento 

de estos organismos, colocando sistemáticamente a Leishmania como un protozoario del 

orden Trypanosomatida y de la Familia Trypanosomatidae 11. En esta última se agrupan once 

géneros, entre los que se incluyen Trypanosoma, Leptomonas y Crithidia 3. Leishmania, a su 

vez, incluye tres subgéneros: Leishmania, Viannia y Sauroleishmania. Las especies 

pertenecientes al subgénero Leishmania producen leishmaniasis cutánea y/o visceral tanto en 

el Viejo como en el Nuevo Mundo; mientras que las especies que se incluyen en el subgénero 

Viannia causan leishmaniasis cutánea y/o mucocutánea sólo en el Nuevo Mundo. Por su 

parte, las especies que pertenecen al subgénero Sauroleishmania no son patógenas para el 

humano, pues infectan sólo reptiles 3,13 (Figura 3). 
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Figura 3. Clasificación de las especies de Leishmania. Las diferentes especies de Leishmania se dividen en tres 
subgéneros. Se indican las especies que se localizan en el Viejo y/o el Nuevo Mundo. También se señala la forma clínica 
de la leishmaniasis que producen las diferentes especies, así como su hospedero vertebrado.  

2.4   Ciclo de Vida 

El ciclo de vida de Leishmania comienza cuando las moscas de la arena hembras 

(Phlebotomus en el Viejo Mundo, Lutzomyia en el Nuevo Mundo) se alimentan de un 

hospedero mamífero infectado, adquiriendo los parásitos que se encuentran replicándose 

intracelularmente en forma de amastigotes en los fagolisosomas de los macrófagos y otros 

fagocitos 14 (Figura 4). Cuando los parásitos llegan al intestino de la mosca de la arena se 

activa su desarrollo, debido al cambio de condiciones en temperatura y pH 15. Los 

amastigotes se transforman entonces en promastigotes procíclicos, que es una forma 

replicativa.  
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania. Depende de la mosca de la arena (azul) y de un mamífero (amarillo). A) La 
morfología de los amastigotes y promastigotes. Cada forma tiene un núcleo (N), cinetoplasto (C) y un flagelo (F). El 
cinetoplasto es el genoma mitocondrial. El flagelo en amastigotes es interno y no funcional; en los promastigotes el 
flagelo se extiende de la célula y empuja al organismo en la dirección en que se muestra, emergiendo de la parte anterior 
de la célula. B) La replicación de los parásitos ocurre en tres sitios: los amastigotes dentro de los fagolisosomas de los 
macrófagos de mamíferos; los promastigotes procíclicos en el intestino medio de la mosca de la arena; y los 
promastigotes leptomonados en el intestino torácico. Estos estadios de replicación se encuentran unidos por varias fases 
donde no ocurre división celular. 

 

Después de unos días, el parásito se diferencia en  promastigotes nectomonados alargados, 

los cuales son formas migratorias que  se mueven a la región anterior del intestino hasta que 

alcanzan la válvula estomodeal, en donde se transforman en promastigotes leptomonados 

(formas pequeñas que reinician la replicación) 16 (Figura 4). Algunos de estos promastigotes 

leptomonados y nectomonados se adhieren a la superficie de la válvula y se diferencian en 

promastigotes haptomonados 17. Finalmente, algunos de los leptomonados se diferencian en 

promastigotes metacíclicos, los cuales infectan al mamífero al ser depositados en su piel 
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cuando la mosca se alimenta nuevamente de la sangre del mamífero. De las 500 especies 

conocidas de insectos flebotómidos, sólo 30 de ellas han sido identificadas como vectores de 

la enfermedad. 

2.5   Leishmaniasis 

Numerosas especies del género Leishmania causan un espectro de enfermedades conocidas 

como leishmaniasis. Se estima que 12 millones de personas se encuentran actualmente 

infectadas en 88 países alrededor del mundo 18, incluyendo Latinoamérica, África, Asia y los 

países de Europa que rodean al mar Mediterráneo. Se calcula que la enfermedad amenaza a 

un total de 350 millones de personas 18 (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Localización mundial de la leishmaniasis. Se muestran las regiones de casos de co-infección con VIH (azul 

marino) y leishmaniasis en general (turquesa). Modificada de: 

http://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden_hiv_coinfection/en/ 

 

La leishmaniasis se presenta con un amplio espectro de manifestaciones clínicas en el 

hombre, siendo las principales la leishmaniasis cutánea (LC), la leishmaniasis mucocutánea 

(LMC) y la leishmaniasis visceral (LV) (Figura 6). 

La leishmaniasis cutánea se manifiesta con la presencia de llagas o úlceras en las partes 

expuestas del cuerpo, tales como cara, brazos y piernas; y puede presentarse de forma 

localizada (LCL) o diseminada (LCD). La leishmaniasis mucocutánea produce lesiones que 
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pueden llevar a una destrucción masiva y desfigurativa de mucosas, fundamentalmente la 

nasal y bucal. La leishmaniasis visceral, o kala azar, es la forma más grave. Se caracteriza 

por la presencia de fiebre, pérdida de peso, espleno- y hepatomegalia y anemia. Este tipo de 

leishmaniasis es mortal si no es tratada a tiempo. La leishmaniasis dermal post-kala azar 

(PKDL) es una complicación de la leishmaniasis visceral que desarrolla dermatosis. 

Se estima que el número de casos nuevos de leishmaniasis cutánea cada año en el mundo es 

de alrededor 1.5 millones, mientras que para el caso de la leishmaniasis visceral es de 

alrededor de 500,000 18. Se ha detectado un gran número de casos de coinfección 

Leishmania-virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), lo que ha modificado la historia 

natural de la leishmaniasis. Debido a que ambas enfermedades afectan células similares del 

sistema inmune, ejerciendo juntas un daño sinérgico en la respuesta inmune celular 19. 

 
Figura 6. Signos clínicos de la leishmaniasis. A) Paciente de Perú con leishmaniasis cutánea. B) Paciente de 
Bolivia con leishmaniasis mucocutánea. C) Paciente de Uganda con leishmaniasis visceral. D) Paciente de India 
con leishmaniasis dérmica post kala-azar (PKDL). Tomada de 20. 
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En México, actualmente se presentan diversas formas clínicas de la leishmaniasis cutánea, 

mucocutánea y visceral en los estados de Campeche, Chiapas, Coahuila, Guerrero, Jalisco, 

Michoacán, Morelos, Nayarit, Nuevo León, Oaxaca, Tamaulipas, Quintana Roo, Tabasco, 

Veracruz y Yucatán 21. 

Durante más de medio siglo la base farmacológica del tratamiento de la leishmaniasis han 

sido los compuestos de antimonio pentavalente, estibogluconato sódico y antimoniato de 

meglumina, y como alternativas se utiliza la anfotericina B y el isonato de pentamidina. Sin 

embargo, todos estos medicamentos presentan alta toxicidad, a veces irreversible. Algunos 

han presentado una disminución en su eficacia en algunas regiones 22. El miltefosine se 

encuentra bajo investigación como un medicamento oral efectivo para la leishmaniasis 23. 

También se han identificado moléculas con actividad en contra de infecciones de animales 

en estudios bioquímicos y moleculares que se están validando 24.  

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar los mecanismos de expresión genética 

en Leishmania major Friedlin, la cepa de referencia del “Proyecto del Genoma de 

Leishmania”. En particular, nuestro interés está enfocado en el análisis de la transcripción de 

la RNA polimerasa III (Pol III), la cual sintetiza moléculas de RNA pequeñas que son 

esenciales para el crecimiento celular. 

2.6.1   Transcripción en eucariontes 

La transcripción (o síntesis de RNA) es el proceso mediante el cual la información contenida 

en una secuencia de DNA es copiada a una nueva molécula de RNA. El proceso es realizado 

por  enzimas llamadas RNA polimerasas (Pol), las cuales requieren reconocer el inicio de un 

gen para que sea transcrito 25. 

En eucariontes se han identificado tres RNA polimerasas principales, denominadas Pol I, Pol 

II y Pol III. Éstas difieren en su localización nuclear, composición de subunidades y más 

importante, en la clase de RNAs que sintetizan. De manera general, Pol I sintetiza los 

precursores de RNA ribosomales (rRNA), Pol II transcribe todos los genes codificadores de 

proteínas (mRNA) y la mayoría de los genes de RNA pequeños nucleares (snRNA). Pol III 

es responsable de la síntesis de varios tipos de moléculas de RNA pequeñas, incluyendo el 

rRNA 5S, los RNAs de transferencia (tRNA) y el snRNA U6  26,27 (Figura 7). 
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Figura 7. Espectro de la transcripción en eucariontes. En el centro se encuentran los tres tipos de RNA Polimerasas: 
Pol I (verde), Pol II (rojo) y Pol III (azul). En la zona externa se indican los genes transcritos por cada RNA Polimerasa: 
mRNAs (naranja), snRNAs (morado), tRNAs (turquesa) rRNAs (amarillo) y rRNA 5S (oliva). Modificada de 9 .

 

Pol I, II y III constan de 14, 12 y 17 subunidades, y tienen un peso molecular de 589, 514 y 

693 kDa, respectivamente. Diez subunidades forman el núcleo estructural altamente 

conservado y las subunidades adicionales se encuentran localizadas en la periferia  28 (Figura 

8A). 

2.6.2   RNA polimerasa III 

Pol III es la más compleja de las RNA polimerasas ya que está compuesta de 17 subunidades. 

Las 10 subunidades que forman el núcleo estructural son: C160, C128, C11, ABC27, ABC23, 

ABC14.5, ABC10α, ABC10β, AC40 y AC19 (Figura 8A). Las dos subunidades más grandes, 

C160 y C128, muestran homología substancial con las subunidades de Pol II Rpb1 y Rpb2, 

respectivamente. Cinco subunidades de Pol III son compartidas con Pol I y Pol II (Rpb5, 

Rpb6, Rpb8, Rpb10 y Rpb12). Las subunidades de Pol III AC40 y AC19 son compartidas 

con Pol I y son homólogas a las subunidades Rpb3 y Rpb11 de Pol II respectivamente. C11 

tiene cierta homología con la subunidad Rpb9 de Pol II y el factor de elongación TFIIS de 

Pol II. En la periferia del núcleo estructural de la enzima, Pol III contiene siete subunidades 

adiciones, las cuales forman 3 subcomplejos distintos: C82/C34/C31, C53/C37 y  C17/C25.  

Los subcomplejos C82/C34/C31 y  C53/C37 son específicos de Pol III, mientras que se 
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piensa que el complejo C17/C25 es la contraparte de los subcomplejos Rpb4/Rpb7 en Pol II, 

y Rpa14/Rpa43 en Pol I 28,29 (Figura 8B). Con respecto a su estructura tridimensional, en 

comparación con Pol II, Pol III se caracteriza por tener un tallo más grueso (formado por C17 

y C25), además de presentar una abrazadera que se ubica por arriba de la grieta por donde 

pasa el DNA y un lóbulo más grande (Figura 8D). Esto último se atribuye a las cinco 

subunidades específicas presentes en los subcomplejos C82/C34/C31 y C53/C37 30,31. 

Las subunidades específicas proporcionan propiedades particulares a Pol III, las cuales  

permiten la interacción con su aparato de transcripción y el reclutamiento de Pol III a sus 

promotores; facilitando así la iniciación, elongación, término, y reinicio de la transcripción, 

para poder producir los altos niveles de ncRNAs que son requeridos para el crecimiento y 

desarrollo celular 32. 

Los factores de transcripción son proteínas que participan en la regulación de la transcripción, 

reconociendo y uniéndose a secuencias específicas de DNA (promotores), o a otros factores, 

o interaccionando directamente con la RNA polimerasa para promover o bloquear su 

reclutamiento a genes específicos. En el caso de Pol III, se han descrito diferentes factores 

de transcripción generales que tienen diferentes rutas de ensamble pero que convergen en el 

reclutamiento de Pol III 33. 
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Figura 8. Estructura de Pol III y Pol II. A) Subunidades del núcleo catalítico compartidas por Pol II y III. En color 
negro se indica el nombre de las subunidades de Pol III y en color azul las subunidades de Pol II. B) Diagrama de la vista 
superior de Pol III que presenta las 7 subunidades específicas que le dan su estructura característica. C) Subunidades 
específicas de Pol II que forman parte del tallo. D) Comparación de la estructura tridimensional obtenida mediante cryo-
EM de Pol III (azul) y Pol II (beige). La estructura tridimensional de Pol III muestra las diferentes estructuras de los 
subcomplejos en diferentes vistas (superior, lateral y frontal). También se observa la cadena de DNA codificante (azul 
marino), no codificante (azul agua) y el RNA (rojo). La flecha naranja en la vista lateral indica la dirección de la 
transcripción de Pol III. 
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2.6.3   Transcriptoma de Pol III 

Pol III sintetiza el rRNA 5S, los tRNAs, el RNA 7SL, el snRNA U6 y otros RNAs pequeños 

estables que tienen diversas funciones. Junto con Pol I domina la transcripción celular, 

excediendo el 80% de la síntesis total de RNA en células en crecimiento 34. La maquinaria 

de Pol III hace en gran medida uso de elementos promotores localizados dentro de la región 

transcrita 27. Estas regiones de control interno son estructuras generalmente discontinuas 

compuestas de bloques esenciales separados por regiones no esenciales 34. La mayoría de los 

promotores reconocidos por  Pol III se agrupa dentro de uno de tres tipos bien definidos (tipos 

I-III), dependiendo de la ubicación y del tipo de elementos que lo constituyen 35 (Figura 9). 

Tipo I. Está presente en los genes del rRNA 5S, y está formado por un elemento de control 

interno (ECI) que contiene tres elementos promotores: una caja A localizada entre +50 y +64, 

un elemento intermedio (EI) entre +67 y +72 y una caja C en la región de +80 a + 97 34,35 

(Figura 9A). El promotor es relativamente intolerante a cambios en el espacio entre los 

elementos individuales 36. Este tipo de promotor es reconocido por el factor de transcripción 

específico TFIIIA, el cual recluta a TFIIIC, TFIIIB y a Pol III 37. 

Tipo II. Es característico de los genes de tRNA, y está formado por cajas A y B bien 

conservadas dentro de la región transcrita 27,34 (Figura 9B). La caja A se localiza más cerca 

de la posición +1 (aproximadamente entre +10 y +20), en comparación a la caja A del 

promotor tipo I, lo que refleja que este elemento promotor participa en la selección del sitio 

de inicio de la transcripción (SIT) 35. La caja B se localiza a una distancia variable de 30 a 

60 pb río abajo de la caja A. Ambas cajas son reconocidas por el factor de transcripción 

TFIIIC que subsecuentemente recluta al complejo TFIIIB para reclutar a Pol III al SIT 38. 

 



15 
 

 
Figura 9 Representación esquemática de los tres tipos de promotores de Pol III. Se muestra el gen del rRNA 5S 
(tipo 1), un gen de tRNA (tipo 2) y el gen del snRNA U6 (tipo 3). La posición  aproximada de los elementos de control, 
localizados internamente o río arriba, se encuentra indicada relativamente al SIT (flecha). A, caja A; B, caja B; C, caja 
C; EI, Elemento intermedio; Tn, señal de término de la transcripción; EP, elemento proximal; ED, elemento distal; 
TATA, caja TATA o secuencia TATA-like. Además se muestran los diferentes factores de transcripción principales  que 
se unen a los diferentes promotores específicos. En el promotor tipo 1, el Elemento de Control Interno (ECI) lo conforman 
la caja A, el EI y la caja C. 

 

Tipo III. Se caracteriza por secuencias promotoras que residen exclusivamente río arriba de 

la secuencia codificante 35. El promotor tipo III mejor caracterizado pertenece al snRNA U6 

de humano. Las secuencias requeridas para una eficiente expresión son una caja TATA entre 

-20 y -25, un elemento proximal (EP) entre -66 y -47 y un elemento distal (ED) entre -244 y 

-214 34 (Figura 9C). El elemento proximal interactúa con un factor de transcripción de varias 

subunidades llamado SNAPc. Por su parte, el elemento distal contiene un sitio de unión SPH 

y una secuencia octámera, reconocidos por los factores de transcripción Staf y Oct1, 

respectivamente 27,39. 
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Varios genes transcritos por Pol III  contienen regiones promotoras con características 

particulares que no se pueden incluir en alguno de los tres tipos antes descritos, presentando 

en algunos casos tanto secuencias promotoras internas como secuencias río arriba del SIT 36. 

2.7.1   Genes del rRNA 5S 

Los genes del rRNA 5S en los genomas eucariontes están organizados generalmente en 

arreglos tipo tándem en uno o varios cromosomas. Sin embargo, estos genes pueden también 

estar distribuidos al azar en el genoma, asociados a genes transcritos por cualquiera de las 

tres Pols. Existe variación considerable en el número de copias de los genes del rRNA 5S en 

diferentes organismos, desde únicamente tres copias en Plasmodium falciparum 40, a cientos 

de copias en Xenopus 41; y hasta alrededor de un millón de copias en el parasito ciliado 

Euplotes eurystomus 42. Conjuntamente, los genes del rRNA 18S, 5.8S y 28S forman el 

cistrón del rRNA y son transcritos por Pol I, sintetizando un precursor de RNA que debe ser 

procesado para originar las tres moléculas de rRNA maduras Usualmente los organismos 

eucariontes contienen un número similar de copias del cistrón del rRNA y de los genes del 

rRNA 5S, aunque existen excepciones 43. La variabilidad en esta relación sugiere que no 

todas las copias de los genes del rRNA son transcritas en un momento determinado y que 

existen mecanismos regulatorios que trabajan para mantener un balance en la expresión de 

todas las moléculas del rRNA 44. De hecho en Arabidopsis thaliana los transcritos del rRNA 

5S se originan a partir de  sólo dos de seis loci genómicos 45. Espacialmente los genes del 

rRNA 5S se localizan en la periferia nucleolar o en el nucleoplasma alrededor del nucléolo, 

a diferencia de los otros genes rRNA, los cuales se localizan dentro del nucléolo 46. 

2.7.2   Elementos promotores del rRNA 5S en eucariontes 

Como se mencionó anteriormente, los promotores del tipo I están presentes en los genes del 

rRNA 5S. El primer promotor identificado del gen del rRNA 5S fue el de Xenopus laevis y 

es el que se utiliza como modelo para los promotores tipo I 47–49 (Figura 10). 

Subsecuentemente, dos dominios más fueron identificados en la región codificante de los 

genes del rRNA 5S en X. laevis:  el elemento río arriba de TFIIIA (TFUE) 50, y un elemento 

río arriba del SIT (TUE) 51. En diferentes organismos existen diferencias con respecto al 

promotor consenso del rRNA 5S. Por ejemplo, en humanos y en otros mamíferos existe un 

ECI y un elemento río arriba del SIT llamado Caja D (alrededor de -21 a -36) 52,53. De manera 
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interesante, además del ECI, un motivo tipo TATA (TLM) localizado entre los nucleótidos 

(nt) -30 a -25 en relación al SIT, es esencial para la transcripción in vitro del rRNA 5S en 

Caenorhabditis elegans y C. briggsae 54. Otros metazoos poseen un ECI así como otras 

regiones regulatorias potenciales río arriba (entre el SIT y el nt -40), incluyendo un motivo 

WTAA, una caja TATA y una secuencia TLM 55. Drosophila melanogaster tiene cuatro ECIs 

(EC-I y II muestran similitud con las cajas A y B respectivamente), y una caja TATA río 

arriba del SIT (-39 a -26) 56. Las regiones promotoras de los genes del rRNA 5S en 

Arabidopsis tienen un ECI y cuatro elementos conservados río arriba del SIT: una citosina 

en -1, una región de 3 pares de bases (pb) rica en AT de -4 a -2, dos nucleótidos conservados 

de -12 a -11, y un TLM de -28 a -23 que no se encuentra muy conservada en plantas 57,58. 

Saccharomyces cerevisiae tiene un ECI, un elemento de sitio de inicio (SSE) de -14 a +8, y 

un elemento promotor río arriba (UPE) de -17 a -20 36,59,60.  Schizosaccharomyces pombe 

tiene un ECI y un elemento TATA río arriba del SIT 61. El gen del rRNA 5S de Neurospora 

crassa contiene un ECI similar al de Xenopus, pero con un caja A divergente; además tiene 

una ribo caja en la posición +18 a +34 y un TLM río arriba del SIT 62,63. Sorpresivamente, en 

Yarrowia lipolytica alguna de las copias de los genes del rRNA 5S están asociadas a genes 

de tRNA, formando dicistrones que son transcritos conjuntamente empezando desde el 

tRNA; la transcripción se reduce drásticamente cuando las cajas A y B del tRNA son mutadas 
64. Los genes del rRNA 5S en protozoarios como Naegliera gruberi y Trypanosoma cruzi 

tienen un ECI que no ha sido caracterizado funcionalmente. N. gruberi además tiene una caja 

TATA río arriba de SIT 65,66. En Acanthamoeba castellanii el promotor del gen del rRNA 5S 

consiste de un ECI, un SSE y una caja TATA río arriba del SIT 67. Trichomonas vaginalis 

tiene un ECI putativo, un TLM (-32 nt), un UPE (-13 nt) y un SSE (-1 nt) 68. Plasmodium 

falciparum tiene solo una caja A putativa desde +54 a +65 40. De manera interesante parece 

que los genes de Giardia lamblia  carecen de un ECI y que sólo tienen un TLM putativo 

como secuencia promotora 66. 
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Figura 10. Elementos promotores de los genes del rRNA 5S en diferentes eucariontes Se muestran organizados por 

reinos (animales, plantas, hongos y protistas). Los genes del rRNA 5S están esquematizados como tubos amarillos. La 
flecha indica el sitio de inicio de la transcripción (SIT); también el elemento de control interno (ECI) se muestra y está 
compuesto por la caja A (A), el elemento intermedio (EI) y la caja C (C); Tn, Señal de término; TUE (elemento río arriba 
del SIT); TFUE (elemento río arriba de TFIIIA). En animales existen varios motivos río arriba del SIT, como WTAA; 
caja D (D); caja TATA (TATA), motivo tipo TATA (TLM). En D. melanogaster regiones de control interno I a IV (ICR-
I-IV). Otros motivos del gen del rRNA 5S son: citosina (Cy); dinucleótido GC (GC); región rica en AT (AT); elemento 
promotor río arriba (UPE); elemento de sitio de inicio (SSE); ribo caja (R); caja A de tRNA (tA); caja B de tRNA (tB). 
La figura no está a escala.
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2.7.3   Factores de transcripción de los genes del rRNA 5S 

Pol III requiere de varios factores de transcripción para reconocer los elementos promotores 

de sus genes blanco. Para que ocurra la transcripción del gen del rRNA 5S, Pol III necesita 

tres factores de transcripción que se unen en el siguiente orden secuencial: TFIIIA, TFIIIC y 

TFIIIB 69(Figura 11). La unión de los factores de transcripción induce cambios 

conformacionales en la estructura del gen del rRNA 5S, ayudando a Pol III a unirse para 

transcribir al gen 70. 

TFIIIA es una proteína de alrededor de 42 kDa que contiene nueve dedos de zinc del tipo 

Cys2-His2, cuya función esencial es dirigir la expresión genética al unirse al ECI 

(principalmente a la caja C) 71. Se ha demostrado que los primeros tres dedos de zinc (1 al 3) 

se unen fuertemente a la caja C, mientras que los últimos tres dedos de zinc (7 al 9) 

interactúan con la caja A, y el dedo de zinc 5 se une al EI 72,73 (Figura 11). 

TFIIIC es un complejo proteico compuesto de seis subunidades que se agrupan en dos 

subcomplejos: τA (formado por las subunidadesTfc1, Tfc7 y Tfc4) y τB (Tfc3, Tfc6 y Tfc8) 74 

(Figura 11). La función de TFIIIC es la de unirse y estabilizar el complejo TFIIIA-rDNA 5S 

previamente formado y  reclutar a TFIIIB. La subunidad Tfc1 contacta la caja A, mientras que 

Tfc4 interactúa con Brf1 y Bdp1 (subunidades de TFIIIB) y con la subunidad C53 de Pol III 75. 

Poco se sabe acerca de cómo TFIIIA recluta a TFIIIC, aunque en levadura los dedos de zinc 

1 al 3 son candidatos para la interacción con TFIIIC, uniéndose al subcomplejo τB en primera 

instancia; además el aminoácido 81 que se encuentra entre los dedos de zinc ocho y nueve  parece 

ser un segundo sitio de unión para el subcomplejo τA de TFIIIC 76,77 (Figura 11). 

TFIIIB es un complejo trimérico compuesto de las subunidades TBP, Bdp1 y Brf1 (Figura 11), 

el cual tiene la capacidad de unirse río arriba del SIT y es responsable de reclutar a Pol III. 

Además, TFIIIB está involucrado en la abertura del promotor, por lo que es requerido para la 

iniciación de la transcripción 78,79.  Este factor interactúa directamente con el subcomplejo 

C82/C34/C31 de Pol III 80 y con las subunidades C37 y C17 81,82. 
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Figura 11. Factores de transcripción de los genes del rRNA 5S. El tubo amarillo representa al gen del rRNA 5S que 
contiene al elemento de control interno (ECI) con las cajas A y C y el elemento intermedio (EI). TFIIIA con sus dedos 
de zinc del 1 al 3 reconocen la caja C y los dedos de zinc del 7 al 9 la caja A. TFIIIC se divide en dos subcomplejos: τB 
en violeta (Tfc8, Tfc6 y TFc3) y τA en morado (Tfc4,Tfc1, Tfc7). TFIIIB tiene tres subunidades TBP, Bdp1 y Brf1 (en 
color rosa). Pol III se muestra en color azul.  Las flechas en color turquesa muestran las subunidades de Pol III, TFIIIB 
o TFIIIC que tienen contacto entre sí. 

 

2.7.4   Término de la transcripción de los genes del rRNA 5S 

Una propiedad inherente de Pol III es su fuerte preferencia por iniciar la transcripción con 

purinas 83. Consecuentemente, la mayoría de los genes del rRNA 5S empiezan con una 

guanina o una adenina 84. Río abajo de la mayoría de los genes transcritos por Pol III existe 

un pequeño tracto de timinas (Ts), que se ha demostrado funciona como señal de terminación 

de la transcripción 85. Además, se sabe que el mecanismo de término de la transcripción 

depende de tres subunidades de Pol III (C53, C37 y C11) 86. Se ha observado que diferentes 

especies necesitan un número variable de Ts. Por ejemplo, en genes del rRNA 5S de Xenopus 

y humano un tracto de 4 Ts es suficiente para terminar la transcripción 87; mientras que en 

levadura tractos de más de 5 Ts son necesarios. Además existen reportes de señales de 

término no canónicas, que en su mayoría corresponden a tractos de Ts interrumpidos por 

otras bases 88. Notablemente, algunas secuencias de terminación de genes del  rRNA 5S en 

ratón y rata contienen tractos de adeninas, las cuales derivaron de la retrotransposición de 

transcritos del rRNA 5S. Resulta interesante el hecho de que algunos de estos genes se 

expresan 89.  
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2.7.5   Estructura y función del rRNA 5S 

La estructura secundaria del rRNA 5S se encuentra altamente conservada en la naturaleza 90, 

pues en todos los organismos contiene 5 hélices (I-V) y 5 asas (A-E) (Figura 12). La 

estructura se divide en tres dominios estructurales (α, β y ϒ) que se extienden hacia afuera 

desde el asa A. El dominio α contiene la hélice III, mientras que el dominio β está formado 

por las hélices II y III y las asas B y C; el dominio ϒ contiene las hélices IV y V, y las asas D 

y E 84 (Figura 12A). 

En todos los seres vivos el rRNA 5S es un componente integral del ribosoma, formando parte de 

la subunidad mayor junto con los rRNA 28S y 5.8S, y alrededor de 50 proteínas 91. Aunque el 

rRNA 5S se ha estudiado por más de 50 años, su función precisa no ha sido totalmente elucidada. 

Sin embargo, datos recientes indican que el rRNA 5S enlaza y coordina todos los centros 

funcionales del ribosoma 92 (Figura 12E) y además regula las rutas de señalización que acoplan 

la proliferación celular con la producción de ribosomas (como la de MDM2-p53) 93 (Figura 12C). 

Se ha sugerido también que antes de integrarse a la subunidad 60S como una entidad estructural, 

el rRNA 5S podría funcionar como un tipo de chaperona de RNA con una función similar a la de 

una llave inglesa que serviría como un punto de control estructural, coordinando así la biogénesis 

ribosomal 94 (Figura 12D). 
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Figura 12. Estructura y función del rRNA 5S eucarionte. A) Estructura secundaria del rRNA 5S, mostrando la 
secuencia consenso, obtenida de diferentes organismos. Las asas se nombran de la A a la E y las hélices del I al V. Los 
dominios α, β y ϒ están indicados en corchetes. Las zonas translucidas en morado, lima y café son las zonas de contacto 
principal de la proteína La, TFIIIA y L18, respectivamente.  La nomenclatura de nucleótidos de acuerdo a la IUNMN es 
la siguiente: N: cualquier nucleótido; Y: C o U; R: A o G; W: A o U; S: G o C; M: A o C; K: G o U. Los puntos denotan 
núcleotidos no conservados. B) Estructura tridimensional. Los dominios α, β y ϒ están coloreados en naranja, turquesa 
y azul; los extremos 5´y 3´ también están indicados. La figura fue modificada de 84. C) el rRNA 5S en su forma libre 
(L5-L18-rRNA 5S) actúa bloqueando la función de MDM2 (degradar a P53) por lo que P53 puede regular la proliferación 
celular. D) el rRNA 5S en la subunidad mayor del ribosoma inmaduro tiene una estructura de llave inglesa que requiere 
de un movimiento de rotación para posicionarse en su posición final en la protuberancia central; este movimiento de 
rotación es un punto de control para la biogénesis ribosomal. E) El rRNA 5S en su posición final en la protuberancia 
central de la subunidad mayor del ribosoma maduro regula los sitios funcionales de la síntesis de proteínas. 
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2.7.6   Procesamiento del rRNA 5S 

El transcrito primario del rRNA 5S necesita ser procesado y modificado para poder ser 

completamente funcional. En el extremo 3´, el pre-rRNA 5S requiere de la remoción del 

tracto de uridinas. La enzima Rex1p, la cual pertenece a la familia de la exonucleasa RNasa 

D, es requerida para el procesamiento 3´ del rRNA 5S y otros RNAs en levadura 95. Este 

procesamiento es afectado por nucleótidos adyacentes al sitio de procesamiento (nt 118-122). 

En el rRNA 5S de Drosophila, el procesamiento del extremo 3´ también es regulado por las 

hélices II y III, sugiriendo el involucramiento de una proteína que reconoce estas regiones 

del rRNA 5S 96,97. La eliminación de TFIIIA en Y. lipolytica generó moléculas más largas 

del rRNA 5S, sugiriendo que TFIIIA podría participar en algún tipo de procesamiento 64. No 

existen reportes de procesamiento en el extremo 5´ del rRNA 5S en eucariontes; a diferencia 

de organismos procariontes, donde el pre-rRNA 5S contiene nucleótidos extras en su extremo 

5´ que son removidos por la tRNAsa Z 98. Cuando el rRNA 5S contiene nucleótidos extras 

en la región terminal 3´, debido a un procesamiento incorrecto o por mutaciones internas que 

conllevan a un rRNA 5S de estructura aberrante, puede que ocurra la poli-adenilación en el 

extremo 3´ por la acción de la poli (A) polimerasa. La región de poli-A funciona como una 

secuencia blanco para la subsecuente degradación del rRNA 5S en el exosoma 99,100. 

La única modificación que ha sido reportada en el rRNA 5S es la pseudouridilación. Esta 

modificación también ocurre en otras moléculas de rRNA y tiene un papel funcional en el 

procesamiento, doblamiento y transporte del rRNA, así como también en la síntesis de 

proteínas. El proceso de pseudouridilación es generalmente dirigido por RNAs pequeños 

nucleolares (snoRNAs) que forman parte de partículas ribonucleoproteicas nucleolares 

pequeñas (snoRNP) 101. Sin embargo, el proceso de pseudouridilación del rRNA 5S no está 

dirigido por una snoRNP, sino por la pseudouridina-sinatasa Pus-7, la cual reconoce una 

secuencia consenso de 7 nt requerida para la formación de pseudouridina en el rRNA 5S 102. 
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2.7.7   Transporte y asociación del rRNA 5S 

2.7.7.1   Proteína “La” 

En eucariontes la primera proteína que contacta al rRNA 5S es la proteína “La”, caracterizada 

por la presencia de tres regiones principales: el motivo “La” en la región amino-terminal, un 

motivo de reconocimiento a RNA (RRM), y una región carboxilo altamente cargada. Su 

principal función es proteger el extremo 3´ de los rRNA 5S y otros RNAs pequeños de la 

digestión de exonucleasas 103,104. “La” también funciona como una chaperona molecular para 

algunos transcritos y como un factor de retención nuclear 105. Se ha observado que “La” existe 

en dos formas, fosforilada y defosforilada, localizada en el nucleoplasma y en el citoplasma, 

respectivamente. La forma fosforilada es la que se une a los RNAs nacientes 106. Mutantes 

en levadura que carecen de “La” mostraron que no es esencial para la viabilidad celular y 

que no participa en la transcripción del gen del rRNA 5S 107. 

2.7.7.2   Transporte nuclear y citoplasmático del rRNA 5S 

En ovocitos de Xenopus se ha mostrado que el rRNA 5S es exportado del núcleo hacia el 

citoplasma para almacenarse en complejos RNP con TFIIIA (formando la RNP 7S) o para 

una rápida movilización y ensamblaje del ribosoma con la proteína L18 (RNP 5S) 108. TFIIIA 

(que también funciona como factor de transcripción) se une al asa E del rRNA 5S usando sus 

dedos de zinc 4 al 7 109 (Figura 13A), lo cual promueve la exportación del RNP 7S al 

citoplasma 110. Más tarde, el rRNA 5S almacenado en el citoplasma debe de ser reimportado 

al núcleo del ovocito. Para que esto ocurra, el rRNA 5S se asocia con la proteína L18, la cual 

parece ser la única proteína requerida para el proceso de importación 111–114. Se ha 

determinado que el complejo RNP 5S es formado por un proceso co-traduccional que 

requiere la unión del rRNA 5S al péptido naciente L18 115.  

2.7.7.3   Transporte nuclear corto del rRNA 5S con L18 

En células somáticas de mamíferos existe una ruta alterna más corta en el transporte del 

rRNA 5S, en donde la proteína L18 reemplaza a la proteína “La”, migrando directamente del 

sitio de transcripción al nucléolo para su incorporación en los ribosomas 116 (Figura 13B). 
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Así, esta ruta de transporte no requiere de la exportación y almacén del rRNA 5S en el 

citoplasma. 

Figura 13. Síntesis y transporte del rRNA 5S. A) transporte nuclear y citoplasmático. B) Transporte nuclear que 
depende de L18. C) transporte nuclear del rRNA 5S que requiere la unión del complejo trimérico Syo1-L18-L5; además 
dentro del nucléolo las proteínas Rrs1 y Rpf2 ensamblan al ribosoma inmaduro 60S el trímero rRNA 5S-L18-L5 en una 
posición que necesita rotar para ubicarse en su posición final en la protuberancia central de la subunidad mayor del 
ribosoma maduro 60S. D) importación mitocondrial del rRNA 5S (la RNP 5S proviene del cuarto paso en el panel A). 
Cada panel tiene un diferente color de fondo. PN, poro nuclear; Rds, rodanasa; RNP, ribonucleoproteína. 

 

2.7.7.4   Transporte nuclear en asociación con L18 y L5 

Recientemente en levadura ha sido caracterizada una nueva ruta para el transporte del rRNA 

5S del nucleoplasma al nucléolo. Esta ruta comienza cuando la proteína Syo1 se asocia 

simultáneamente con la proteína L18 (anteriormente conocida como L5) y la proteína 

ribosomal L5 (previamente llamada L11) en el citoplasma para formar el complejo Syo1-

L18-L15 (Figura 13C). Subsecuentemente este heterotrímero se asocia a la proteína 

importadora Kapβ2 (también conocida como Kap104). Tras la translocación nuclear, Kapβ2 
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se une a la proteína RanGTP y se separa del complejo trimérico Syo1-L18-L15, el cual se 

une al rRNA 5S para producir el intermediario ribonucleoproteico Syo-RNP 5S. La 

conversión de este intermediario en una RNP 5S competente ocurre cuando se disocia Syo1 
117,118. Subsecuentemente, el complexo L18-L15-rRNA 5S es incorporado en partículas 

tempranas pre-60S con la ayuda de Rpf2 y Rrs1 119,120. 

Algunas especies presentan características particulares. En Xenopus, por ejemplo, una 

proteína de nueve dedos de zinc llamada P43, la cual es similar a TFIIIA, se une al rRNA 5S 

para almacenarlo en el citoplasma 121 (Figura 13A). En el parásito protozoario Trypanosoma 

brucei dos proteínas altamente relacionadas, P43 y P37, complementan a L5 y promueven su 

interacción con el rRNA 5S, ayudando en eventos de biogénesis ribosomal temprana 122. 

2.7.7.5   Asociación del rRNA 5S con las proteínas L18 y L5 en el ribosoma 

El rRNA 5S se encuentra localizado en la protuberancia central (PC) de la subunidad mayor 

del ribosoma, junto con la hélice de RNA que corresponde al segmento de expansión 12 

(ES12) del rRNA 28S, y las proteínas L18, L5, L6e, L30, L21 y L10e. Las proteínas que 

tienen más interacciones con el rRNA 5S son L18 y L5 123,124. 

L18 es una proteína ribosomal de alrededor de 34 kDa cuya función en el ribosoma es la de 

anclar el peptidil-tRNA al sitio P 91, 125. Diferentes residuos de los dominios amino, central y 

carboxilo de L18 se unen al rRNA 5S 126,127. De hecho, ensayos de footprinting mostraron 

que L18 protege una parte substancial del rRNA 5S que se extiende desde el asa C a través 

de la hélice III, asa B, hélice II, asa A y porciones de las hélices I y V 128. Sin embargo, la 

interacción más fuerte se hace con dos adeninas desapareadas localizadas en la hélice III, y 

con el asa C 129. 

L5 es una proteína ribosomal de ~19 kDa, homóloga a la proteína procarionte L5, que 

participa en la unión entre subunidades, formando un puente inter-subunidad con la proteína 

S13 de la subunidad menor. L5 además media la unión del peptidil-tRNA con el sitio P del 

ribosoma 130. La interacción de L5 con el rRNA 5S se logra después de que la proteína L18 

induce cambios conformacionales en las hélices B y C 131. 
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2.7.7.6   Importación mitocondrial del rRNA 5S 

La mayoría de los genomas mitocondriales aparentemente carecen de los genes del rRNA 

5S, aunque existen genes homólogos del 28S y 18S que siempre están presentes 132. Esto 

sugiere que los genes del rRNA 5S se perdieron durante la evolución mitocondrial en 

diferentes organismos. Aunque también es posible la existencia de genes del rRNA 5S 

altamente divergentes e irreconocibles 133. En relación con esto, se reportó que el genoma 

mitocondrial en amebas contiene genes parecidos al rRNA 5S que son expresados; además, 

los transcritos del rRNA 5S se asocian con los ribosomas mitocondriales 134. Aunque no hay 

genes del rRNA 5S en el genoma mitocondrial humano, el rRNA 5S codificado en el genoma 

nuclear es importado hacia la mitocondria. La importación ocurre cuando los precursores 

citoplasmáticos de la proteína mitocondrial ribosomal L18 (preMRP-L18) compiten por la 

unión del rRNA 5S con L18 (RNP 5S); promoviendo cambios conformacionales en el rRNA 

5S que se necesitan para la unión con una segunda proteína llamada rodanasa, la cual permite 

que el rRNA 5S citoplasmático se importe y ensamble en el ribosoma mitocondrial (Figura 

13D). Dos regiones del rRNA 5S son requeridas para la importación mitocondrial: la parte 

proximal de la hélice I, el asa E y la hélice IV 135 (Figura 12A). 

2.8.1   Transcripción en cinetoplástidos 

La transcripción en los cinetoplástidos muestra variaciones substanciales en relación a los 

paradigmas de la expresión genética de los eucariontes superiores. Entre las características 

distintivas de este grupo de organismos se encuentran las siguientes: la transcripción 

policistrónica, el trans-splicing, la escasez de promotores de Pol II, la ausencia de regulación 

en la iniciación de la transcripción para la mayoría de los genes codificadores de proteínas, 

la transcripción de algunos genes que codifican para proteínas por Pol I (Figura 14), la 

ubicación subnuclear exclusiva para la transcripción de glicoproteínas variables de superficie 

(VSG), la síntesis de tRNA mitocondriales en el núcleo y la edición del mRNA mitocondrial 
9,136. 

2.8.2   Organización genómica en tripanosomátidos 

La comparación del contenido genético de T. brucei, T. cruzi  y  L. major (conocidos como 

los TriTryps) reveló una fuerte conservación del orden de los genes (sintenia) y un proteoma 

conservado de alrededor de 6200 genes codificantes de proteínas que están ordenados en 
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unidades policistrónicas largas (decenas a cientos de genes en un arreglo secuencial en la 

misma hebra de DNA). El genoma de L. major tiene un tamaño de 32.8 megabases (Mb) y 

está distribuido entre 36 cromosomas diploides que tienen un rango de tamaño  de 0.28 a 2.8 

Mb. Se han predicho 911 genes de RNA, 39 pseudogenes y 8272 genes codificadores de 

proteínas, habiendo una densidad de 252 genes por Mb, de los cuales sólo al 36% se le ha 

atribuido una función 137. 

 
Figura 14. Espectro de la transcripción en tripanosomátidos. En el centro se encuentran los tres tipos de RNA 
Polimerasas: Pol I (verde), Pol II (rojo) y Pol III (azul). En la parte externa se indican los genes transcritos por cada RNA 
Polimerasa: mRNAs (naranja), snRNAs (morado), tRNA (turquesa), miniexón (violeta), rRNAs (amarillo) y rRNA 5S 
(oliva). En los tripanosomátidos todos los snRNAs son sintetizados por Pol III y algunos mRNAs codificadores de 
proteína son sintetizados por Pol I.  El miniexón es sintetizado por Pol II. Modificada de 9.

 

El análisis de la secuencia del cromosoma 1 de L. major, el más pequeño del parásito, reveló 

la presencia de 79 genes. Los primeros 29 genes se encuentran en una unidad policistrónica 

en la hebra de DNA de abajo, mientras que los otros 50 se localizan en la cadena de arriba 
138. Ensayos de run-on nucleares y de 5´-RACE con sondas específicas para los genes del 

cromosoma 1 demostraron que la transcripción de las unidades policistrónicas inicia en la 

región de cambio de orientación de genes, en forma bidireccional y divergente en dirección 

hacia los telómeros 139. En contraste con el cromosoma 1, el cromosoma 3 contiene dos 

unidades policistrónicas largas de 67 y 30 genes que inician su transcripción a partir de los 

telómeros y que convergen en un gen de tRNA, además de un solo gen ubicado a la izquierda 
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que es transcrito divergentemente hacia los telómeros 140,141. Arreglos similares están 

presentes en el resto de los cromosomas de L. major, y en los cromosomas de T. brucei y T. 

cruzi.  En los cromosomas más largos hay más cambios en la dirección de la transcripción, 

además de genes transcritos por Pol I y Pol III. El arreglo de genes en los tripanosomátidos 

es reminiscente al de los operones de bacterias. Sin embargo, a diferencia de los operones de 

bacterias, los genes presentes en las unidades policistrónicas de los tripanosomátidos no 

comparten una misma función 142. Resulta interesante el hecho de que la mayoría de las 

regiones codificadoras de proteínas no se encuentran interrumpidas por intrones en los 

tripanosomátidos. 
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3.   ANTECEDENTES 

En L. major y otros tripanosomátidos se sabe poco sobre la transcripción de los genes del 

rRNA 5S y la biogénesis ribosomal. El genoma del parásito sólo contiene once genes del 

rRNA 5S, los cuales se encuentran dispersos y asociadas con otros genes transcritos por Pol 

III 137. En cambio, en T. brucei y en T. cruzi los genes del rRNA 5S se encuentran organizados 

en arreglos tipo  tándem 65,143. En T. brucei se predijo la estructura secundaria del rRNA 5S, 

encontrándose que es muy parecida a la estructura consenso de eucariontes superiores. 

Además, se determinó el SIT y se identificaron por comparación las probables regiones de 

control interno 144,145. Notablemente, de los tres factores de transcripción requeridos para la 

transcripción del rRNA 5S, sólo TFIIIB ha sido identificado en Leishmania y otros 

tripanosomátidos 137,146,147. En T. brucei y en T. cruzi se han caracterizado dos proteínas 

esenciales de unión al rRNA 5S llamadas P34/P37 y TcP37/NRBD, respectivamente, que 

forman un complejo con la proteína ribosomal L5. Cuando estas proteínas no están presentes 

el rRNA 5S se desestabiliza y la ruta de biogénesis ribosomal es comprometida 148. La 

estructura del ribosoma de T. brucei a nivel atómico reveló la presencia de segmentos de 

expansión inusualmente largos que forman puentes entre la subunidad mayor y menor, 

además de la región de la protuberancia central que es donde se localiza el rRNA 5S en los 

ribosomas maduros 149. En ninguna especie del género Leishmania se han estudiado los genes 

del rRNA 5S, ni las secuencias y proteínas que regulan su transcripción. Tampoco se ha 

analizado la localización nuclear de los genes del rRNA 5S en relación con el nucléolo, ni la 

localización nuclear y citoplásmica de los transcritos del rRNA 5S o la existencia de RNAs 

antisentido complementarios al rRNA 5S. En el presente trabajo analizamos varios de estos 

aspectos en los genes y transcritos del rRNA 5S en L. major. 
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4.   OBJETIVOS 

4.1   Objetivo general 

 

Determinar la localización celular de los genes y los transcritos del rRNA 5S en el 

protozoario parásito L. major. Asimismo, analizar las interacciones DNA-proteína entre los 

genes del rRNA 5S y proteínas nucleares. 

4.2   Objetivos particulares 

 

 Determinar el número, secuencia y contexto genómico de los genes del rRNA 5S entre 

diferentes especies de Leishmania. 

 

 Localizar los sitios de inicio y término de la transcripción del rRNA 5S de L. major. 

 

 Determinar la localización celular del rRNA 5S, así como la localización nuclear de sus 

regiones codificantes (genes del rRNA 5S). 

 

 Determinar si se expresan RNAs antisentido complementarios al rRNA 5S. 

 

 Analizar las interacciones entre la región promotora probable del gen del rRNA 5S y 

proteínas nucleares mediante ensayos Southwestern. 

 

 Aislar e identificar proteínas que se unan al promotor del gen del rRNA 5S por medio de 

cromatografías de afinidad a DNA (DNA pull-down) y espectrometría de masas. 
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5.   MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1   Bioinformática 

La información para los análisis de secuencias y los mapas de sintenia de las diferentes 

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

se obtuvieron de las bases de datos de TriTrypDB (http://tritrypsdb.org/tritrypdb/) (Release 

26). Las búsquedas BLAST se realizaron para identificar genes no anotados del rRNA 5S y 

pseudogenes. Las comparaciones de secuencia se hicieron usando el programa DNAman 

(versión 7). Para localizar o verificar la presencia e identidad de los genes de RNAt, se utilizó 

el programa tRNAscan-SE (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/). La búsqueda de 

motivos conservados se realizó con Motif Search (http://www.genome.jp/tools/motif/) y el 

modelamiento por homología se hizo con SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/interactive). La estructura secundaria consenso del rRNA 5S 

se predijo con el servidor web RNAalifold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAalifold.cgi).  

5.2   Extracción de DNA genómico 

Se centrifugaron 3  108 promastigotes de L. major  a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4°C 

(centrífuga de mesa HERMLE Z 383 K); posteriormente la pastilla se resuspendió en una 

solución de lisis que contiene 5 µl de SSC 1 (NaCI 3 M y citrato de sodio 0.6 M), 4.5 ml de 

TNE (Tris 40 mM pH 7.6, EDTA 1 mM pH 8.0 y NaCI 15 mM), 0.5 ml de Sarcosyl al 10% 

y 100 µg de proteinasa K. La reacción se agitó en vortex (Daigger Genie 2) y después se 

mantuvo durante 2 horas a 55°C. A continuación se adicionaron 0.5 volúmenes de fenol y 

0.5 volúmenes de alcohol isoamílico,  se agitó con vortex y se centrifugó a 4,000 rpm durante 

8 minutos a 4°C. 

La fase acuosa se transfirió a un tubo de 50 ml, se precipitó con 0.1 volúmenes de acetato de 

sodio 3 M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto a -20°C toda la noche. Al otro día el precipitado 

se centrifugó a 9,000 rpm por 15 minutos y se lavó la pastilla con etanol al 70%, para 

finalmente resuspender el DNA en 300 µl de TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.6 y EDTA 0.2 mM 

pH 8.0). La concentración del DNA fue estimada en un espectrofotómetro a 260 nm (1 D.O. 

a 260 nm = 50 g/ml). 
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5.3   Amplificación de DNA por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para amplificar secuencias específicas de DNA se realizaron múltiples reacciones de PCR 

utilizando diferentes DNA polimerasas (KAPAtaq, KAPAbiosystems; Pfu Ultra, Stratagene; 

Pfu, Stratagene; Platinum Pfx, Invitrogen; Red Taq, Sigma) con diferentes eficiencias de 

copiado (fidelidad), dependiendo de la precisión requerida para los experimentos. Las 

reacciones de PCR se realizaron con la DNA polimerasa (0.5-2.5 unidades) y su respectivo 

buffer de reacción 1, mezcla de dNTPs 10 mM, los oligonucleótidos sentido y antisentido 

específicos (0.1-10 M cada uno), el DNA molde (normalmente 10-100 ng), y en algunas 

ocasiones MgSO4 ó MgCl2  1.5 a 5 mM; finalmente la reacción se llevó a un volumen de 50 

µl con agua bidestilada. Después, la mezcla se introdujo al termociclador (Cycler Corbett 

Research) en donde se efectuaron las reacciones de iniciación a 94°C por 1 minuto; 30-40 

ciclos de: desnaturalización a 94°C por 30-60 segundos, alineamiento durante 1 minuto a 

temperatura variable (45-55°C), extensión a 72°C durante 1-2 minutos (dependiendo de la 

velocidad de la polimerasa y del tamaño del DNA).  Finalmente, un ciclo de extensión final 

a 72°C durante 1-2 minutos. 

5.4   Electroforesis en geles de agarosa 

El DNA de los diferentes experimentos fue analizado en geles de agarosa (Agarose D-1 low 

EEO PRONADISA) a diferentes concentraciones (de 1 - 2.5%) con amortiguador TBE 1 

(Tris Base-HCl 5.4%, ácido bórico 2.74% y EDTA 0.46%) y 0.1 µg/ml de bromuro de etidio. 

Las moléculas de DNA fueron resuspendidas en amortiguador de carga 1 (azul de 

bromofenol 0.25%; xilen cianol 0.25%; glicerol 30%) y corridas junto con marcadores de 

peso molecular (1 kb Plus DNA ladder, Invitrogen; 50 bp DNA ladder, Fermentas; 100 pb 

ladder PROMEGA) Los geles se corrieron inmersos en amortiguador TBE 1 dentro de una 

cámara de electroforesis (Gel XL Ultra V-2, Labnet) a 25-100 voltios durante tiempo 

variable. Después de la electroforesis, los geles fueron fotografiados con un aparato Gel Doc 

EZ System (Bio-Rad). 
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5.5   Construcción de plásmidos 

Tres fragmentos de DNA de L. major fueron amplificados por PCR y clonados en el vector 

pGEM-T Easy (Promega). Para el plásmido p5SrRNA, un fragmento de 118 pb (+1 a +118 

en relación con el sitio de inicio de la transcripción de los genes del rRNA 5S) se amplificó 

con los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 (5´-GAGTACGACCACACTTGAGTG) y 5SrRNA-

R1 (5´- GAGTACGGCACTCAGGGTT). Para el vector p5SrRNA344, un fragmento de 344 

pb (desde -31 hasta +313 en relación con el sitio de inicio del gen LmjF15.5SrRNA.01) se 

amplificó con los oligonucleótidos Lm15-rRNA5S 5´ (5'-

GAAAGCATCTCTGTGGGTTCGA) y Lm15-rRNA5S 3' (5´-

CCCGGGGTCCTGCAAATG). Para el vector pRegionE, un fragmento de 120 pb de 

LmjF.06.0200 (que codifica para una proteína hipotética) se amplificó con los 

oligonucleótidos Lm06.0200-5´   (5'-CCATCCCATGACAAGAGC) y Lm 06-0200-región-

3´ (5´-TTTGCCGCCACTGCCACTG). Para obtener el vector pB6-PTP, el sitio de 

calmodulina (CBS) presente en pB6-TAP 150 fue reemplazado con el epítope de la proteína 

C (ProtC) 151. Para hacer esto, pB6-TAP se digirió con XbaI y NheI y el CBS fue eliminado 

por electroforesis en un gel de agarosa. La secuencia ProtC se obtuvo al alinear los 

oligonucleótidos ProtC-sense (5´-

CTAGAGGTTCCGACGGCGAAGATCAGGTGGATCCTCGTCTTATTGATGGGAAA

TATGATATTCCAACTACTG) y ProtC-antisense (5´-

CTAGCAGTAGTTGGAATATCATATTTCCCATCAATAAGACGAGGATCCACCTGA

TCTTCGCCGTCGGAACCT), los cuales contienen sitios de restricción XbaI y NheI en sus 

extremos. El fragmento ProtC después fue clonado en el cuerpo del vector de pB6-TAP. Para 

obtener el vector pELp3b-PTP, el gen RBP6 en pB6-PTP fue reemplazado con el gen Elp3b 

de L. major (LmjF.23.1350). Para preparar el cuerpo del vector de pB6-PTP, el vector fue 

digerido con XmaI y XbaI y el fragmento del gen de RPB6 se eliminó por electroforesis en 

un gel de agarosa. El gen Elp3b fue amplificado por PCR a partir de DNA genómico con los 

oligonucleótidos Elp3-AgeI-5´ (5´-ATACCGGTATGTCCGACCACGCCGACAT) y Elp3-

XbaI-3´ (5´-ATTCTAGAGGGTGTGTTCTTGTGGAACC). El producto de PCR se clonó 

en el vector pGEM-T Easy (Promega), se digirió con AgeI y XbaI y se ligó en el cuerpo del 

vector de pB6-PTP. Para obtener el plásmido pCold-LmNop56, El gen completo de L. major 

(LmNop56) se amplifico con los oligonucleótidos LmNop56-Kpn1-F (5´-
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GGTACCATGTCGAGAACGCTGTACA) y LmNop56-XbaI-R (5´-

TCTAGACCCGGACTCAGAGGCGGC), se clonaron en pGEM-T Easy y se subclonaron 

en los sitios de restricción KpnI y XbaI del vector de expresión pCold1 (Takara Bio Inc.). 

Todos los vectores fueron verificados por secuenciación. 

5.6   Cultivo celular y transfección 

Promastigotes de L. major MHOM/IL/81/Friedlin (LSB-132.1) fueron crecidos en medio 

BM (medio 1× M199 pH 7.2 que contiene 10% de suero fetal bovino inactivado, 9.5 g/l 

infusión de cerebro corazón, HEPES 40 mM, hemina 0.01 mg/ml, biotina 0.0002 %, 100 

IU/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina, y 1× de L-glutamina) a 26°C y tomados 

en fase media logarítmica. Epimastigotes de T. cruzi CL Brener se mantuvieron en medio 

infusión de hígado triptosa y glucosa (LIT) que contiene suero fetal bovino inactivado al 10 

%, 50 IU/ml penicilina, 50  μg/ml estreptomicina y hemina 0.025 mg/ml a 28°C. Para obtener 

una línea celular de L. major que expresara la versión de la proteína nucleolar Elp3B con un 

tag de PTP, células de L. major se transfectaron por electroporación con el vector pElp3b-

PTP. La electroporación y el plaqueo fueron realizados como previamente se describe en 152. 

Brevemente, 4×107 promastigotes fueron transfectados en 0.4 ml de buffer de electroporación 

(HEPES 25 mM, KCl 120 mM, CaCl2 0.15 mM, MgCl25 mM, KH2PO410 mM, K2HPO4 10 

mM, EDTA 2 mM, pH 7.6) con 10 µg de pElp3b-PTP por electroporación a 1600 V, 50 μF 

y 25 Ω (ECM Electro Cell Manipulator, BTX). Las células se dejaron crecer por 24 horas 

antes de que se esparcieran en placas que contenían agarosa Seaplaque GTG al 0.7% (FMC 

Bioproducts) en medio BM con 50 μg/ml de G418. Algunas de las colonias aisladas se 

seleccionaron para continuar con su  análisis detallado. 

5.7   Extracción de RNA total 

Los cultivos en la fase media de crecimiento logarítmico se centrifugaron a 5,000 rpm durante 

10 minutos a 4°C. El botón de células fue lisado pipeteando repetidamente con  750 µl del 

reactivo Trizol (Life Technologies) o Tri (Sigma) por cada 5  107 células. Las muestras 

homogenizadas se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente para la 

fase de separación se adicionaron 200 µl de cloroformo por cada 5  107 células y se agitó 

vigorosamente por 15 segundos para después ser incubadas por 2 minutos a temperatura 
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ambiente y centrifugadas a 12,000 g por 15 minutos a 5°C. Este proceso generó una fase roja 

de fenol-cloroformo (ubicada abajo), una interfase, y arriba la fase acuosa transparente que 

contiene el RNA. Para precipitar el RNA, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se 

mezcló con 500 µl de alcohol isopropílico por cada 5  107 células; después fue incubada a 

temperatura ambiente por 10 minutos y centrifugada (Sorvall Legend Micro 21 R) a 12,000 

g por 10 minutos a 5°C. Inmediatamente después se retiró el sobrenadante y la pastilla de 

RNA se lavó con etanol al 75%, se dejó secar por 10 minutos y se disolvió en un volumen de 

20-50 µl de agua tratada con DEPC. La concentración de RNA se determinó con un 

espectrofotómetro (Jenway genova) a 260 nm (1 D.O. a 260 nm = 40 µg/ml).  

5.8   Análisis Northern blot 

Experimentos Northern blot se realizaron separando 10-30 µg de RNA total en geles al 10 

% de poliacrilamida con 8 M urea. Después de la electroforesis, el RNA se transfirió a 

membranas Hybond N+ (GE Healthcare) por electro transferencia usando una cámara semi 

seca Trans-Blot SD (Bio-Rad). La sonda para el rRNA 5S correspondió al oligonucleótido 

5S rRNA-R1 (R1 (5´-GAGTACGGCACTCAGGGTT), y la sonda antisentido correspondió 

al oligonucleótido 5S rRNA –F1 (5´-GAGTACGACCACACTTGAGTG). Los 

oligonucleótidos se marcaron con [γ-32P] ATP usando T4 cinasa. La hibridación  se realizó 

en 6× SSPE (60 mM Na2HPO4, 0.9 M NaCl y 6 mM EDTA), 5× solución Denhardt y 1% 

SDS a 42°C. Los lavados se realizaron a 55°C en 0.2 × SSC y 0.1 % SDS. 

5.9   Análisis por 5´-RACE 

Para localizar el sitio de inicio de la transcripción de los genes del rRNA 5S en L. major, se 

hicieron experimentos de amplificación rápida de los extremos 5´ (5´-RACE) con 4 μg de 

RNA total con el kit de Life Technologies, Inc. La síntesis de la primera cadena de cDNA se 

realizó con el oligonucleótido 5SrRNA-R1 (5´-GAGTACGGCACTCAGGGTT) y las 

amplificaciones del PCR se realizaron con el oligonucleótido anidado 5SrRNA-R2 (5´-

CCCGAGTCATCACTGACCTCAG) y el oligonucleótido AAP (5´-

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG). Los productos del PCR anidado 

fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega) para su posterior secuenciación. 
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5.10   Análisis por RT-PCR 

El sitio de término de la transcripción de los genes del rRNA 5S fue mapeado adicionando 

una cola de poli(A) al RNA total. Con este propósito, 4 μg de RNA total fueron mezclados 

con 1 µl de ATP 25 mM, 2 µl de buffer de reacción 5× de la Poli (A) polimerasa y 1200 

unidades de poli (A) polimerasa de levadura (USB) en un volumen final de 20 µl. La mezcla 

se incubó por 20 minutos a 37°C, y la reacción fue detenida calentando a 65°C por 10 

minutos. El cDNA se preparó con el oligonucleótido anidado Nested(dT) (5´-

CCTCTGAAGGTTCACGGATCCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTVN). La 

primera amplificación por PCR se realizó con los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 y B1 (5´-

CCTCTGAAGGTTCACGGAT) y el segundo PCR con los oligonucleótidos 5SrRNA-F2 

(5´-TGAAAACACCATATCCCGT) y B2 (5´-CACGGATCCACATCTAGAT). Los 

productos anidados de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega) y 

secuenciados. 

5.11   Hibridación fluorescente in situ de DNA (DNA-FISH) combinado con 
inmunofluorescencia 

Para estos experimentos se utilizó una línea celular de L. major Friedlin que expresa la 

proteína recombinante nucleolar Elp3b-PTP. Para los ensayos DNA-FISH, 1×106 células en 

fase media logarítmica fueron tomadas, lavadas dos veces en PBS y dispersadas en laminillas 

cubiertas con poli-L-lisina. Las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% por 30 

minutos a 4°C, permeabilizadas con Tritón X-100 al 0.1% por 5 minutos a temperatura 

ambiente y lavadas con PBS. La sonda de DNA fue desnaturalizada en buffer de hibridación 

(formamida desionizada al 50%, fosfato de sodio salino EDTA (SSPE) 2×, dextrán sulfato al 

10%, DNA de esperma de salmón 250 µg/ml) a 95°C por 10 minutos. Finalmente se sellaron 

las laminillas con marcos plásticos, la sonda se incubó por 10 minutos a 80°C y después por 

16 horas a 37°C. El sello se removió y las laminillas primero se lavaron con formamida al 

50% y SSC 2× por 30 minutos a 37°C; después con 1×, 2× y 3× de SSC por 10 minutos a 

37°C cada lavado. Las laminillas se incubaron con estreptavidina conjugada con Alexa Fluor 

568 (dilución 1:1500, Life Technologies) en buffer de bloqueo (NaCl 150 mM, ácido maléico 

100 mM, Tween 20 al 0.1%) por 30 minutos. Finalmente se hicieron dos lavados con PBS y 

Tween 20 al 0.05% por 5 minutos y un lavado con PBS previamente al montaje con solución 

Vectashield-DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) (Vector Laboratories Inc.). 
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Los tratamientos control con DNAsa y RNAsa se hicieron después del paso de 

permeabilización usando 6 U de DNAsa I (libre de RNAsa) (Thermo Scientific) por una hora 

a 37°C, o con 20 µg de RNAsa A (Promega) por 30 minutos a 37°C.  

La sonda de 344 pb (desde -31 hasta 313 en relación con el SIT del gen LmjF15.5SrRNA.01) 

se amplificó por PCR a partir del plásmido p5SrRNA344 con los oligonucleótidos Lm15-

rRNA5S 5´ y Lm15-rRNA5S 3' y fue marcada con el kit Biotin-High Prime (Roche).  

Para continuar con la inmunofluorescencia indirecta, después del último lavado con PBS en 

el DNA-FISH, las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% por 30 minutos a 4°C, 

lavadas dos veces con PBS y permeabilizadas con NP-40 al 0.1%. Las células se bloquearon 

con BSA al 2% por 30 minutos y se incubaron con el anticuerpo primario policlonal de conejo 

anti-proteína C (Delta Biolabs) diluido a 1:25 con solución de bloqueo por una hora a 

temperatura ambiente y lavadas con PBS. Después, las células se incubaron con un 

anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (Life 

Technologies) diluido a 1:300 con solución de bloqueo a temperatura ambiente por una hora, 

y lavadas con PBS por 10 minutos. Finalmente, las células fueron montadas con solución 

Vectashield-DAPI (Vector Laboratories Inc.). Las imágenes se obtuvieron utilizando un 

microscopio Carl Zeiss AX10 y fueron analizadas con el programa Zen 2012 (edición azul). 

Ensayos de DNA-FISH con epimastigotes de T. cruzi CL Brener se hicieron bajo las mismas 

condiciones. En el DNA-FISH acoplado con inmunoflurescencia se utilizó un anticuerpo 

primario policlonal contra la proteína nucleolar NOP56 de L. major diluido 1:1000. 

5.12   RNA-FISH combinado con inmunofluorescencia indirecta 

Para este experimento primero se generó por transcripción in vitro una sonda antisentido de 

RNA, complementaria al rRNA 5S, usando el kit MEGAshortscript T7 (Ambion) con biotina 

11-UTP (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA molde utilizado en la 

reacción fue un producto de PCR obtenido del vector p5SrRNA-rev con los oligonucleótidos 

5SrRNA-F1 y promotor T7. Como control negativo, para detectar al rRNA 5S antisentido se 

transcribió in vitro al rRNA 5S a partir de un producto de PCR que se amplificó con los 

oligonucleótidos 5SrRNA-R1 y el promotor T7 a partir del vector p5SrRNA (ver sección 

6.4). También se sintetizo in vitro un RNA no relacionado que contenía el polylinker del 
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vector pGEM-T easy,  el cual se obtuvo a partir de DNA templado que se amplificó por PCR 

utilizando los oligonucleótidos T7 y SP6, a partir de dicho plásmido. 

Después, se tomaron promastigotes de la línea celular de L. major que expresa la proteína 

recombinante Elp3b-PTP, se dispersaron en portaobjetos, y se permeabilizaron y lavaron 

como se indica en la sección del DNA-FISH. La sonda de RNA (3 ng/30 µl) se desnaturalizó 

a 65°C por 5 minutos en buffer de hibridación con 40 U de inhibidor de RNasa Ribolock 

(Thermo Scientific) y se dejó en hielo. Las laminillas se sellaron en marcos de plástico y se 

hibridaron 5 minutos a 65°C, e inmediatamente después se incubaron por 20 horas a 37°C. 

Estas laminillas se lavaron con formamida al 50% y SSC 2× por 15 minutos a 50°C, en SSC 

2× por 15 minutos a 37°C, dos veces en SSC 1× 15 minutos a 37°C y una vez en SSC 0.5× 

15 minutos a 37°C. Después, se incubaron con estreptavidina conjugada con Alexa Fluor 568 

(dilución 1:1000, Life Technologies) en PBS por una hora a temperatura ambiente. 

Finalmente, las laminillas se lavaron dos veces en SSC 2× 15 minutos y se montaron en 

solución Vectashield-DAPI (Vector Laboratories Inc.). Los tratamientos control con DNasa 

y RNAsa también se realizaron después de la permeabilización, como se indica en la sección 

de DNA-FISH. 

En algunos experimentos se realizó la inmunofluorescencia indirecta antes de los ensayos de 

RNA-FISH. En estos casos, las células fueron dispersadas en las laminillas de vidrio, 

permeabilizadas y lavadas como se indicó en la sección del DNA-FISH. Las células  fueron 

después incubadas con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-proteína C (Delta 

Biolabs) diluido 1:20 en BSA al 0.5% por 30 minutos a temperatura ambiente y lavadas con 

PBS. Las células después fueron incubadas con un anticuerpo secundario de cabra anti-

conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (Life Technologies) diluido a 1:300 con solución de 

bloqueo a temperatura ambiente por 30 minutos, lavadas dos veces con PBS para continuar 

con la hibridación de la sonda de RNA. 

5.13   Extractos nucleares 

Proteínas nucleares de L. major se obtuvieron como se ha reportado anteriormente 153 con 

algunas modificaciones. Los núcleos se aislaron a partir de 5×107 promastigotes, lavando tres 

veces en PBS y resuspendiendo las células en 4 ml de buffer de lisis frío (HEPES-KOH 10 
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mM pH 7.9, MgCl2 1.5 mM, KCl 10 mM, ditiotreitol 0.5 mM, inhibidor de proteasas al 1% 

de SIGMA). Se permitió que las células se hincharan en hielo por 10 minutos y fue 

adicionado NP-40 a una concentración final de 0.2%. Las células fueron transferidas a un 

homogeneizador de vidrio con mazo de teflón  y rotas con 10 golpes. Los núcleos se 

colectaron por centrifugación a 12,000 rpm por 15 segundos a 4°C, se resuspendieron en 100 

µl de buffer C frío (HEPES-KOH 20 mM pH 7.9, glicerol al 25%, NaCl 420 mM, MgCl2 1.5 

mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5 mM, coctel inhibidor de proteasas al 1%) y se incubaron por 

20 minutos para una extracción de proteínas nucleares con alta concentración de sal. 

Finalmente la muestra fue centrifugada a 12,000 rpm por 4 minutos a 4°C y la fracción del 

sobrenadante, que contiene las proteínas nucleares, fue almacenada a -70°C. 

5.14   Análisis Southwestern 

Alrededor de 90 µg de proteínas nucleares se separaron por SDS-PAGE usando geles de 

poliacrilamida al 14%. Las proteínas fueron electro-transferidas a membranas de PVDF en 

buffer de transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 190 mM, metanol al 20%) a 100 V por 2 

horas a 4°C. Las membranas fueron bloqueadas y renaturalizadas en buffer de unión (HEPES 

10 mM, NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1 mM y Tritón X-100 0.1×) con 

PVP-40 al 0.5% durante 2 horas a temperatura ambiente. Las membranas fueron cortadas en 

tiras que corresponden a cada carril electroforético. Las tiras fueron incubadas con 2.5×105 

c.p.m. de sondas de DNA (gen del rRNA 5S y DNA no relacionado) por 3 horas en buffer 

de unión con 10 µg/ml poli dI:dC y 0, 20 u 80 µg de DNA de esperma de salmón como 

competidor. Finalmente las tiras fueron lavadas 3 veces por 30 minutos en buffer de lavado 

(HEPES 10 mM, NaCl 300 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM y leche descremada en polvo al 

0.25% p/v). Las tiras se dejaron secar al aire libre y se expusieron para obtener la 

autoradiografía. La sonda del rRNA 5S (118 pb) se amplificó por PCR a partir del plásmido 

p5SrRNA con los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 y 5SrRNA-R1. La sonda no relacionada 

corresponde a un fragmento de 140 pb del gen LmjF.06.0600 (que codifica una proteína 

hipotética) y se obtuvo al digerir el vector pRegionE con EcoRI. Ambas sondas se marcaron 

con [α-32P] dCTP usando el kit de marcaje High Prime (Amersham). 
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5.15   Experimentos DNA pull-down 

Una fragmento biotinilado de 99 pb del gen del rRNA 5S fue generado mediante la 

amplificación por PCR, a partir del vector p5SrRNA, con el oligonucleótido 5SrRNA-F2bio5 

(5´ [Btn] -TGAAAACACCATATCCCGT) (biotinilado en su extremo 5´) y el 

oligonucleótido 5SrRNA-R1 (5´-GAGTACGGCACTCAGGGTT). Un control sin biotinilar 

también fue amplificado con los oligonoucleótidos SrRNA-F2 y 5SrRNA-R1.  

Perlas magnéticas de Estreptavidina Dynabeads (Thermo Scientific) se lavaron 3 veces con 

buffer de lavado y unión 2× (Tris 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCl 2 M y Tween 20 al 

0.1%). Después, 10 µg de sonda fueron incubados con 1 mg de perlas magnéticas por 15 

minutos a temperatura ambiente en buffer de lavado y unión 1× y lavadas tres veces con 

buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM). Los complejos DNA-perlas magnéticas fueron 

incubados por 30 minutos a 4°C en buffer de unión (HEPES 24 mM, DTT 40 mM, Ficoll al 

4%, KCl 60 mM, MgCl2 3 mM, ZnCl2 1 mM) con 750 µg de extractos nucleares, 1 mg/ml 

poli dI:dC y 10 ng/µl de DNA no relacionado (un fragmento de 140 pb del gen 

LmjF.06.0600). Las perlas fueron lavadas dos veces en buffer de unión y eluidas en NaCl 

200 mM y Tris-Cl 25 mM pH 7.5. Una fracción de las proteínas eluidas fue analizada por 

SDS-PAGE y teñida con plata (kit SilverQuest, Thermo Scientific). 

5.16   Espectrometría de masas 

Una fracción delas proteínas concentradas obtenidas en el ensayo DNA pull-down fueron 

digeridas con tripsina. Las muestras fueron enviadas a analizar por espectrometría de masas 

a la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación y a la Industria, de la Universidad 

Nacional Autónoma de México. La separación de los péptidos trípticos por cromatografía 

liquida a pequeña escala se realizó en un sistema NanoAcquity (Waters Corporation). Los 

péptidos se analizaron en un espectrómetro Synapt F2-S. El espectro de disociación inducida 

por colisión (CID) se comparó con la base de datos de las proteínas de L. major (versión 9.0; 

descargada de TriTrypDB) usando el programa ProteinLynx Global SERVER (Waters 

Corporation). 
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6.   RESULTADOS 

6.1   Análisis de secuencia y genómico de los genes del rRNA 5S 

El genoma de L. major tiene sólo once genes del rRNA 5S, los cuales se encuentran dispersos 

en seis diferentes cromosomas (5, 9, 11, 15, 21 y 23), asociados con otros genes transcritos 

por Pol III 137 (Figura 15). Los cromosomas 5, 15 y 23 contienen un solo gen del rRNA 5S, 

mientras que el cromosoma 21 contiene dos genes y el cromosoma 9 y 11 poseen tres genes 

cada uno. En su extremo 5´, diez de los genes del rRNA 5S se encuentran flanqueados por 

un gen de tRNA localizado a una distancia corta (51 a 73 pb) (Figura 15). En ocho de estos 

loci, los genes del tRNA y el rRNA 5S se localizan en la misma cadena. El gen del rRNA 5S 

restante (LmjF.21.5SrRNA.02) contiene un gen codificante de proteína en su extremo 5´. En 

el extremo 3´, siete genes del rRNA 5S se encuentran flanqueados por genes codificantes de 

proteína y cuatro por un gen de tRNA. Los genes codificantes de proteína se encuentran 

separados por largas distancias de entre 698 a 7897 pb de los genes del rRNA 5S. En 

contraste, las distancias son cortas (60 a 80 pb) entre los genes del rRNA 5S y los genes de 

tRNA en el extremo 3´ (Figura 15). 

De acuerdo con la base de datos de TriTrypDB, la longitud de los once genes de L. major 

fluctúa de 119 a 123 pb. El alineamiento de secuencias mostró que el tamaño varía debido a 

diferencias en la asignación del primer nucleótido de los genes (Figura 15). Además, dos de 

los genes carecen de una C en el extremo 3´ del gen. El resto de las secuencias es idéntico, 

con la excepción de la base +70, la cual puede ser una G (en ocho genes) o una A (en tres 

genes) (Figura 15). 

Para determinar si existe variación en el extremo 5´ de los genes del rRNA 5S, se realizó un 

experimento 5´-RACE. Como primer paso para llevar a cabo el ensayo, se extrajo RNA total 

de promastigotes de L. major. Con transcriptasa reversa se preparó el cDNA, utilizando el 

oligonucleótido 5SrRNA-R1, el cual se une específicamente a la región 3´ del transcrito del 

rRNA 5S. Posteriormente, al extremo 3´ del cDNA se le agregó un tracto de citosinas con la 

enzima TdT. El cDNA se amplificó después por PCR, usando un oligonucleótido que hibrida 

con el tracto de citosinas (AAP) y el oligonucleótido 5SrRNA-R2. De esta manera, se generó 

un producto de PCR de aproximadamente 130 pb (Figura 16A), que fue clonado en el vector 

pGEM-T easy. Se analizó un total de 34 clonas mediante restricción con la endonucleasa 
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EcoRI, enzima que flanquea el sitio de clonación en el vector. En la Figura 16B se muestran 

5 de las restricciones realizadas, observándose en todos los casos un fragmento de 

aproximadamente 160 pb, que contiene al rRNA 5S, el tracto de citosinas y secuencias 

flanqueantes del plásmido pGEM-T easy. 

Figura 15. Análisis de secuencia de los genes del rRNA 5S en L. major. Alineamiento de secuencias de los once genes 
del rRNA 5S presentes en L. major, mostrando las secuencias anotadas en la base de datos de TriTrypDB. Los genes de 
tRNA flanqueantes (flechas verdes) y los genes codificantes de proteína (flechas rojas) están indicados. Los números 
especifican la distancia en pares de bases entre el gen del rRNA 5S y sus genes flanqueantes. La G mostrada en negritas 
(posición +1) corresponde al sitio de inicio de la transcripción mapeado por experimentos de 5´-RACE. En el extremo 
3´, el tracto de Ts se muestra en morado. Los residuos de T en negritas muestran los sitios de término de la transcripción 
localizados por RT-PCR, especificando el número de clonas en cada posición. Además se muestra la posición putativa 
de la caja A, elemento intermedio (EI) y la caja C. Los genes se clasificaron en tipos A, B y C. 

 

El análisis de secuencia de todas las clonas analizadas mostró que todas comienzan con una 

G, que está marcada como +1 en la Figura 15, lo cual indicó que la transcripción de las 11 

copias de los genes del rRNA 5S comienzan en ese nucleótido. Se ha reportado que la 

transcripción de los genes del rRNA 5S en T. cruzi y en T. brucei comienza en una G 

localizada en la misma posición 65,144.  

Considerando las diferencias de secuencia, los once genes de rRNA 5S de L. major pueden 

clasificarse en tres grupos: genes tipo A (longitud de 119 pb, representado por 3 genes) 

contienen una A en la posición 70 y dos Cs en el extremo 3´; tipo B (longitud de 119 pb, 

ejemplificado por seis genes) poseen una G en la base 70 y dos Cs en el extremo 3´; y tipo C 
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(longitud de 118 pb, representados por dos genes) contienen una G en la posición 70 y una 

C en el extremo 3´ (Figura 15). 

Figura 16. Ensayo 5´-RACE con el rRNA 5S de L. major. A) Electroforesis de la reacción de PCR para determinar el 
sitio de inicio de la transcripción utilizando los oligonucleótidos AAP y 5S rRNA-R2. B) Caracterización de 5 clonas 
mediante digestión de DNA plasmídico con la endonucleasa EcoRI. Se observan insertos de ~160 pb y el vector de 3018 
pb. El marcador de peso molecular (M) corresponde a la escalera de 1 kb (Invitrogen). Pb, pares de bases; M. marcador 
de peso molecular de 1kb (Invitrogen). 

 

Se ha determinado que un tracto de varios residuos de Ts actúa como señal de término de la 

transcripción de Pol III 154. Nuestros análisis de secuencia revelaron que todos los genes del 

rRNA 5S en L. major contienen un tracto de seis a siete Ts en el extremo 3´ (Figura 15). El 

gen LmjF.09.5SrRNA.03 tiene un tracto continuo de seis Ts, mientras que el resto de los 

genes contiene tractos de Ts discontinuos que están interrumpidos por una o varias Cs. Se ha 

reportado que algunos genes transcritos por Pol III poseen un segundo tracto de Ts que actúa 

como señal de término de reserva “backup” 88. El segundo tracto de Ts normalmente se 

encuentra localizado dentro de las primeras 30 pb río abajo del primer tracto. En L. major, 

solo un gen del rRNA 5S (LmjF.21.5SrRNA.02) tiene una señal de Ts de reserva (Figura 15 

y Figura 17). Esto sugiere que los genes del rRNA 5S de L. major requieren de solamente un 

tracto de Ts para finalizar eficientemente la transcripción. 

Para determinar los sitios de término de la transcripción de los genes del rRNA 5S en L. 

major, se realizaron reacciones de RT-PCR con RNA total que fue poli-adenilado in vitro. 
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El cDNA del rRNA 5S se amplificó por PCR, usando los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 y B1, 

obteniendo un fragmento de aproximadamente 170 pb (Figura 18A, carril 2). Para aumentar 

la especificidad del ensayo se realizó un segundo PCR con los oligonucleótidos anidados 

5SrRNA-F2 y B2, observándose un fragmento de  ~150 pb (Figura 18A, carril 3). Más tarde, 

este fragmento se clonó en el vector pGEM-T easy, y se analizó un total de 24 clonas 

mediante restricción con la endonucleasa EcoRI, enzima que flanquea el sitio de clonación 

en el vector. En la Figura 18B se muestran 5 de las restricciones realizadas, observándose en 

todos los casos un fragmento de aproximadamente 180 pb que contiene al rRNA 5S, el tracto 

de adeninas y secuencias flanqueantes del plásmido pGEM-T easy.  

El análisis de secuencia de las clonas obtenidas mostró que, como se esperaba, el término de 

la transcripción de los genes del rRNA 5S se localizó dentro del tracto de Ts ubicado río 

abajo de los genes. En cuatro de las clonas analizadas, el tracto de adeninas se añadió después 

de la primera T, mientras que en dos clonas se añadió después de la segunda T, y en dos 

clonas se añadió después de la tercera T (Figura 15). 

Varias clonas terminaron en la C localizada inmediatamente antes del tracto de Ts, 

probablemente representando el extremo 3´ maduro del rRNA 5S de L. major. En T. brucei, 

el extremo 3´ maduro del rRNA 5S se mapeó en una posición similar 155. De manera 

interesante, se identificaron transcritos de los tres tipos de genes del rRNA 5S presentes en 

L. major, lo cual indica que al menos un gen agrupado dentro de los tipos A, B o C es 

transcrito en promastigotes en crecimiento exponencial. 

El elemento de control interno (ECI) en los genes del rRNA 5S en X. laevis y S. cerevisiae 

consiste de una caja A, un EI y una caja C 156,157. Análisis de secuencia de los genes del rRNA 

5S en L. major nos permitió identificar los tres elementos promotores homólogos putativos 

(Figura 19). 
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Figura 17. Alineamiento de secuencias de los genes del rRNA 5S presentes en L. major (Lm), L. mexicana (Lx), L. braziliensis (Lb), L. infantum (Li) y L. tarentolae (Lt). 
Los genes están sombreados en gris. La G mostrada en rojo (posición +1) corresponde al sitio de inicio de la transcripción mapeado por ensayos de 5´-RACE en L. major. La última 
base putativa de cada gen se muestra en negritas. En el extremo 3´, el tracto de Ts se muestra en morado y subrayado. Las posiciones de la caja A, elemento intermedio (EI) y la caja 
C están indicadas. Los tipos de genes rRNA 5S están indicados (A-S). 

 



47 
 

 

 

 
Figura 18. Ensayo RT-PCR con el rRNA 5S de L. major. A) Electroforesis de dos reaccione de PCR para determinar 
el sitio de término de la transcripción; el primer PCR utilizó los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 y B1, mientras que el 
segundo utilizó a los oligonucleótidos 5SrRNA-F2 y B2. B) Caracterización de 6 clonas mediante digestión de DNA 
plasmídico con la endonucleasa EcoRI. Se observan los fragmentos liberados de ~180 pb y el vector pGEM-T easy de 
3018 pb. Pb: Pares de bases. El marcador de peso molecular (M) corresponde a la escalera GeneRuler de 50 pb 
(Fermentas). 

 

La caja A de L. major, localizada de las bases 50 a 64, es muy similar a la caja A de S. 

cerevisiae, ya que nueve de 15 nucleótidos están conservados; en cambio, sólo ocho bases se 

encuentran conservadas entre L. major y X. laevis. 

Por otro lado, el EI de L. major, que se localizó en la posición 67 a 72, tiene mayor similitud 

con el EI de X. laevis que con el de S. cerevisiae: cuatro de seis nucleótidos se encuentran 

conservados entre L. major y X. laevis, mientras que dos bases se encuentran conservadas 

entre L. major y S. cerevisiae. El elemento promotor menos conservado fue la caja C, 

localizada de la base 80 a la 97, ya que sólo siete de 18 bases se encuentran conservadas entre 

L. major y X. laevis, y sólo dos bases se encuentran conservadas entre L. major y S. cerevisiae 

(Figura 19). Notablemente, la base +70, que es el nucleótido interno que varía entre los genes 

del rRNA 5S, se encuentra dentro del EI (Figura 19). De tal forma, es posible que la presencia 

de un cambio dentro del EI en los genes del rRNA 5S promueva una regulación diferencial 

de Pol III en L. major. 
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Figura 19. Alineamiento de secuencia de los elementos de control interno putativos (caja A, Elemento intermedio 
y caja C) en L. major, X. laevis y S. cerevisiae. Los nucleótidos conservados en las tres especies se muestran sombreados 
en negro, mientras que los nucleótidos conservados entre L. major y X. laevis o S. serevisiae están sombreados en gris. 

 

6.2   Sintenia de los genes del rRNA 5S en especies de Leishmania 

Para determinar el número de genes del rRNA 5S en otras especies de Leishmania, 

analizamos las bases de datos del genoma de L. mexicana U1103, L. braziliensis M2904, L. 

infantum JPCM5 y L. tarentolae Parrot-TarII 158–161. Once genes del rRNA 5S están anotados 

en L. mexicana, 7 genes en L. infantum, y sólo seis genes in L. braziliensis. En L. tarentolae 

ningún gen del rRNA 5S esta anotado. Sin embargo, análisis tipo BLAST en las bases de 

datos de los diferentes genomas nos permitió la identificación de genes del rRNA 5S en L. 

tarentolae, así como genes adicionales o pseudogenes en otras especies (Figura 20). 

La comparación de secuencias mostró que los genes del rRNA 5S se encuentran conservados 

en las diferentes especies de Leishmania (Figura 17 y Figura 21). Ya que la G en la posición 

+1 se encuentra presente en todos los genes, consideramos esta base como el primer 

nucleótido para todos ellos. La última base de cada gen del rRNA 5S se estableció como el 

nucleótido localizado justo antes del tracto de Ts. Con estos parámetros, encontramos que la 

longitud de los genes fluctuó de 108 a 125 bases. Comparando con los genes de L. major, 

existen tres genes que tienen nucleótidos adicionales inmediatamente antes del tracto de Ts, 

con una longitud de 123 a 125 pb (gen 1 localizado en el cromosoma 21 en L. braziliensis y 

L. infantum; y el gen 4 localizado en el cromosoma 9 de L. braziliensis). Sin embargo, cinco 

de los genes anotados parecen corresponder a pseudogenes, ya que carecen de partes del ECI 

y/o presentan cambios a lo largo de la secuencia (Figura 22): el gen localizado en el 

cromosoma 5 en L. infantum (108 pb), el gen 1 en el cromosoma 9 (110 pb) y el gen anotado 

en el cromosoma 15 en L. braziliensis (111 pb). Dos pseudogenes putativos adicionales, que 

presentan varios cambios a todo lo largo de la secuencia (incluyendo algunas substituciones 
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dentro del ECI) se localizaron en el genoma de L. braziliensis: el del cromosoma 5 (126 pb) 

y el gen 3 en el cromosoma 11 (119 pb). De esta manera, nuestro análisis indica que el número 

de genes auténticos del rRNA 5S es de: 11 genes en L. major y L. mexicana, 10 genes en L. 

tarentolae y nueve en L. braziliensis y en L. infantum. 

 

Figura 20. Sintenia de los genes rRNA 5S en diferentes especies de Leishmania. El contexto genómico de los genes del 
rRNA 5S se presenta para L. major (Lm), L. mexicana (Lx), L. braziliensis (Lb), L. infantum (Li) y L. tarentolae (Lt). Los 
genes ortólogos están unidos por líneas grises. La localización del cromosoma está indicada arriba de cada mapa sinténico, 
excepto por el gen del rRNA 5S en Lb cuya localización cromosómica no ha sido asignada aún (Chr NA). El número arriba 
de cada gen del rRNA 5S muestra la longitud del gen en pares de bases. El tipo de gen del rRNA 5S (A-S) está indicado 
dentro de cada flecha azul. Los pseudogenes del rRNA 5S se muestran como flechas azules bordeadas por líneas punteadas. 
El tipo de tractos de T en el extremo 3´ en cada gen del rRNA 5S está indicado: tracto de T continuo (C), tracto de T 
discontinuo (D), tracto de T de reserva (B). Para los genes de tRNA (flechas verdes), el aminoácido correspondiente está 
indicado (R=Arg, M=Met, V=Val, H=His, E=Glu, L=Leu, S=Ser,P=Pro G=Gly y Q=Gln). Los genes codificantes de 
proteína se muestran como flechas rojas. Los genes que no están anotados en la base de datos de TriTrypDB están marcados 
con un asterisco (*). La figura no está a escala. 
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En general, la secuencia de los genes del rRNA 5S en Leishmania está altamente conservada 

(Figura 17). La mayoría de las substituciones de nucleótidos se presentan en sólo uno o dos 

genes. Por ejemplo, una substitución de una T por una C se presenta en la posición +4 en el 

gen del rRNA 5S localizado en el cromosoma 5 de L. mexicana. También, un cambio de C 

por T se observa en la posición +34 en el gen 1 del cromosoma 9 en L. infantum. En la 

posición +12, una sustitución de una A por una C se presenta en ocho genes del rRNA 5S en 

L. braziliensis. De manera interesante, la posición más variable es el nucleótido +70, el cual 

se localiza en el EI. Como se mencionó antes, en L. major puede ser una G o una A. En L. 

mexicana, L. braziliensis y L. tarentolae el nucleótido +70 siempre es una A, mientras que 

en L. infantum es una C en 5 genes y una A en 4 genes (Figura 17). 

El orden de los genes del rRNA 5S se encuentra altamente conservado entre L. major y L. 

mexicana, ya que están flanqueados por genes sinténicos codificantes de proteína y genes de 

tRNA (Figura 20). En L. infantum el orden también es conservado, pero no contiene el gen 

localizado en el cromosoma 15 en otras especies. La mayoría de los genes del rRNA 5S en 

L. braziliensis muestra sintenia con las otras especies de Leishmania. Sin embargo, L. 

braziliensis tiene dos genes del rRNA 5S que no se encuentran presentes en otras especies de 

Leishmania: uno localizado en el cromosoma 31 y otro cuya localización cromosómica no se 

ha determinado aún (Figura 20). L. tarentolae no contienes los genes 1 y 2 del cromosoma 

11 y el gen del cromosoma 15, pero posee genes adicionales en el cromosoma nueve (gen 2) 

y el cromosoma 33. Al igual que en L. major, todos los genes del rRNA 5S, excepto por el 

gen 2 del cromosoma 21, contienen un gen de tRNA en su extremo 5´ en L. mexicana y L. 

infantum. Es importante mencionar que varios genes de tRNA no anotados se identificaron 

en este loci con el servidor tRNAscan-SE (marcados con asterisco en la Figura 20). En L. 

braziliensis hay tres genes que no son precedidos por un gen de tRNA (gen 2 del cromosoma 

21, el gen del cromosoma 31 y el gen con la localización cromosómica desconocida). 

Notablemente, el gen del rRNA 5S encontrado en el cromosoma 31 en L. braziliensis es el 

único que no contiene un gen de tRNA ni en su extremo 5´ ni en el 3´. 
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Figura 21. Características de los genes del rRNA 5S y señales de término de la transcripción en Leishmania. Los tipos de terminación están clasificados como: tracto de Ts 
continuo (C), tracto de Ts discontinuo (D) o tracto con reserva (B). Todas las distancias y longitudes están indicadas en pares de bases. Los genes que se identificaron en este trabajo y
que no tienen un nombre en TriTrpyDB, están marcados con asterisco.

 

Long'i tud del Long'itud Distancia entre 
genes del 

Posición 
Tipo de primer del sec¡undo el ler y 2do 

rRNA SS ID TriTrypDB Longitud Cadena terminación tracto do Ts tracto de Ts tracto do Ts 

S LlIl j r' . 05 . 5SL'RNIL 01 119 + 360083 .. 360201 D 8 
9-1 Lmj F . 09 . ~ ,SrRNi\ . 03 1 19 2 'nOO~ .. 2'/ 681:n e 6 
9-3 Lmj F . 09 . ~Sd~\ji\ . 02 118 4 0~ú'f1 •• 40j'/8S J 2 '/ 
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15 LlIl j r ' . 1 5 . 5S,cRNA . 01 119 + 32321 0 .. 323328 D 11 
21-1 Lmj F. 21 . ~S rRNi\ . 0 1 11 9 : ú62f:l6 .. 1 6Ú lGB J 10 l\vq : 21-2 Lmj F . 21 . ~SL' RNi\ . 02 119 4 t}88~1 •. 1j t} 89G9 13 2 9 
23 LmiF . 23 . 5SrRNi\ . Ol 119 225680 .. 225562 D 11 11 . 8 
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1 /.0 /. 177 85 .. /.17666 H 5 8 . 09 5 8 
110 3%413 .. .39!.>.5Jl J j 

9-4* 1 23 1 037 1 ~ •. 103623 e ~ 
11-1* 1 19 63370 .. 63 2~2 J 1 
11-2 LbrM . 1 1 . rRNi\1 11 9 6861 0 .. 68 4 92 J l ' 
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11-1* 119 16278 1 .. 1 62663 B 7 11 
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11-3 LlnJ . 1 1 . ,cRNl\l 119 3 '/1388 • . 3"/ 1 ,')06 J 10 
21-1* 1 25 lG3366 •. 1 63212 D 8 
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C; 
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Todos los genes del rRNA 5S en diferentes especies de Leishmania contienen un tracto de 

varias Ts en su extremo 3´ (Figura 17 y Figura 21). La mayoría de los genes tienen tractos de 

Ts discontinuos que están interrumpidos por hasta cuatro nucleótidos, que 

predominantemente son Cs. De forma similar a L. major, sólo el gen 1 del cromosoma 9 

posee una tracto de T continuo en L. infantum. Sin embargo, dos genes contienen un tracto 

continuo de Ts en L. mexicana y en L. braziliensis. Curiosamente, cuatro genes del rRNA 5S 

en L. infantum tienen un tracto de Ts de reserva.  

Un total de 19 tipos diferentes (A-S) de genes del rRNA 5S se encuentra presente en las cinco 

especies de Leishmania analizadas (mostrando de 3 a 6 tipos por especie (Figura 23). El tipo 

A es el tipo más extendido, siendo representado por ocho genes en L. mexicana, 3 genes en 

L. major  y cuatro genes en L. infantum. El tipo G corresponde a seis genes L. braziliensis  y 

cuatro genes en L. tarentolae. La mayoría de los otros tipos está representada por un solo gen 

del rRNA 5S. 

 La predicción de la estructura secundaria consenso del rRNA 5S en Leishmania mostró que 

consiste de cinco hélices (I-V), dos asas tipo horquilla (C y D), dos asas internas (B y E) y 

una región bisagra (A) a la cual se le unen tres hélices (Figura 24), como se ha reportado en 

otros organismos 84. El nucleótido +70, que varía en diferentes especies de Leishmania, se 

posiciona en la hélice V y se aparea con el nucleótido +105. Es interesante notar que dos 

genes en L. infantum que poseen una C en el nucleótido +70 contienen una G en la posición 

+105, permitiendo así que se mantenga la complementariedad de bases. La posición +12 

también es variable, pero se localiza en el asa A. 
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Figura 22. Pseudogenes de Leishmania.Comparación de secuencias de un gen de L. major (LmjF.09.5SrRNA.01) y pseudogenes putativos del rRNA 5S encontrados en otras especies 
de Leishmania. LbrM.05.rRNA1, LbrM.15.rRNA1 y LinJ.05.rRNA2 están anotados en TriTrypDB como genes del rRNA 5S. LbrM.09.Pseudo5S y LbrM.11.Pseudo5S fueron 
identificados en este trabajo. El punto de referencia del navegador en TriTrypDB está mostrado en paréntesis para cada pseudogen.
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Figura 23. Frecuencia de los diferentes tipos de genes del rRNA 5S en diferentes especies de Leishmania. En colores 
se distinguen las diferentes especies. Las letras A-S muestran los diferentes tipos de genes del rRNA 5S. 

 

 

Figura 24. Predicción de la estructura secundaria consenso del rRNA 5S en Leishmania. Las cinco hélices (I-V) y 
cinco asas (A-E) están indicadas. La posición de los elementos de control interno (Caja A, EI y Caja C) también se 
muestra. Las posiciones variables (+12+70 y +105) se indican. 
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6.3   Expresión del rRNA 5S antisentido y del rRNA 5S 

Se ha reportado que Leishmania y T. brucei producen RNAs antisentido complementarios al 

rRNA 18S, 5.8S y 28S. Aunque no se sabe su función, se asocian con poliribosomas, y el 

programa de muerte celular tipo apoptosis activa su fragmentación 162. También, los 

cloroplastos de Arabidopsis thaliana y otras plantas producen un RNA 5S antisentido que 

inhiben el procesamiento y la maduración de precursores del rRNA 5S 163. Para explorar si 

se generan transcritos antisentido en L. major, se realizaron ensayos Northern blot con 

oligonucleótidos cadena-específicos.  Curiosamente, mientras que se observó un rRNA 5S 

abundante del tamaño esperado (~120 bases), no se detectó un rRNA 5S antisentido (Figura 

25). Es así que a diferencia de otras moléculas de rRNA en Leishmania y rRNA 5S en 

cloroplastos, no se detectaron RNAs antisentido complementarios al rRNA 5S en L. major. 

 
Figura 25. En L. major no se produce un rRNA 5S antisentido. RNA total de promastigotes de L. major se analizó 
por Northern blot con sondas específicas para detectar al rRNA 5S (imagen de la izquierda) o rRNA 5S antisentido 
(imagen de en medio). La re-hibridización de la membrana de en medio con la sonda para detectar al rRNA 5S mostró 
la banda específica de ~120 bases, revelando la integridad del RNA (imagen de la derecha). 

6.4   Generación de vectores 

Con la finalidad de clonar un fragmento de DNA que contuviera secuencias del gen del rRNA 

5S de L. major para utilizarlo en diferentes experimentos (RNA-FISH, Southwestern, DNA-

pull-down); se amplificó por PCR el gen completo del rRNA 5S, a partir de DNA genómico, 

con los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 y 5SrRNA-R1 (Figura 26A).  
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Este producto de PCR (118 pb) se clonó en el vector pGEM-T easy. Se analizó un total de 

10 clonas mediante restricción con la endonucleasa EcoRI, cuyos sitios de corte flanquean al 

sitio de clonación en el vector. En la Figura 26B se muestra la digestión de cinco clonas, 

observándose en todos los casos la liberación del fragmento esperado de 138 pb (que contiene 

al rRNA 5S y las secuencias flanqueantes del vector). La clona 5 fue enviada a secuenciar, 

revelando que el gen del rRNA 5S fue clonado en orientación sentido con respecto al 

promotor T7. El plásmido generado se llamó p5SrRNA. La secuenciación de las clonas 1 a 

4 indicó que en éstas el gen del rRNA 5S está en orientación antisentido con respecto al 

promotor T7; a este plásmido se le llamo p5SrRNAr-rev (Figura 27A y B). 

 
Figura 26. Generación de los plásmidos p5SrRNA y p5SrRNA-rev. A) Amplificación por PCR del gen del rRNA 5S 
de L. major a partir de DNA genómico. B) Caracterización de 5 clonas mediante digestión de DNA plasmídico con la 
endonucleasa EcoRI. Se observan los insertos de 138 pb y el vector de 2997 pb. Las clonas 1 a la 4 tienen al gen del 
rRNA 5S en orientación antisentido con respecto al promotor T7 (p5SrRNA-rev). La clona 5 tiene al 5S rRNA en 
dirección sentido con respecto al promotor T7 (p5SrRNA). M; marcador de 1 kb (Invitrogen). 
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Figura 27. Mapa de los plásmidos p5SrRNA y p5SrRNA-rev. Los plásmidos tienen al gen del rRNA 5S (mostrado 
en azul) en dirección sentido (A) o antisentido (B) con respecto al promotor T7.

 

También fue clonado en pGEM-T easy un fragmento de 344 pb del gen del rRNA 5S de L. 

major del cromosoma 15 (LmjF.15.5SrRNA.01). Dicho fragmento, que además del gen del 

rRNA 5S contiene sus secuencias flanqueantes, fue amplificado por PCR con los 

oligonucleótidos Lm15-rRNA5S 5´ y Lm15-rRNA5S 3' (Figura 28A, carril 2). El producto 

de PCR fue ligado al vector pGEMT easy (Figura 28B, carril 2), generando así el plásmido 

p5SrRNA344 (Figura 28C).  

Además, para usarse como control negativo (sonda no relacionada) en los ensayos de 

Southwestern, fue clonado un fragmento de 120 pb del gen LmjF.06.0200, que codifica para 

una proteína hipotética. El fragmento fue amplificado por PCR con los oligonucleótidos 

Lm06.0200-5´ y Lm 06-0200-región-3´ (Figura 29A, carril 2) para posteriormente ser 

clonado en pGEM-T easy (Figura 29B, carril 2), obteniendo así el vector pRegionE (Figura 

29C). 
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Figura 28. Generación del plásmido p5SrRNA344. A) Amplificación por PCR del fragmento que contiene al gen del 
rRNA 5S y secuencias flanqueantes en 5´ y 3´ de L. major a partir de DNA genómico. B) Caracterización del plásmido 
mediante digestión con la endonucleasa EcoRI. Se observan los insertos de 364 pb y el vector de 2997 pb. C) Mapa del 
plásmido p5SrRNA344 mostrando los sitios de corte de EcoRI y los oligonucleótidos usados en el PCR. M; marcador 
de 1 kb (Invitrogen). 

 

 
Figura 29. Generación del plásmido p06.0200.A) Amplificación por PCR del fragmento que contiene a un fragmento 
del gen 06.0200 de L. major a partir de DNA genómico. B) Caracterización del plásmido mediante digestión con la 
endonucleasa EcoRI. Se observan los insertos de 140 pb y el vector de 2997 pb. C) Mapa del plásmido pRegionE 
mostrando los sitios de corte de EcoRI. M; marcador de 1 kb (Invitrogen).
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Adicionalmente, para teñir el nucléolo en los ensayos de inmunofluorescencia (ver más 

adelante), fue generado el vector pElp3-PTP, en el que el gen de la proteína nucleolar Elp3b 

fue fusionado a la bandera PTP.  Esta bandera consta de un epítope de la proteína C (ProtC) 

y un dominio de unión a la proteína A de Staphylococcus aureus (ProtA), separados por un 

sitio de corte de la proteasa TEV (Figura 30A) (Schimanski et al., 2005). Para generar el 

vector pElp3b-PTP, el gen de RPB6 (ABC23) presente en el vector pB6-PTP (Vélez 

Ramírez, 2009) se liberó digiriendo con XmaI y XbaI; posteriormente el cuerpo del vector de 

6668 pb se purificó (Figura 30B y C). Después se ligó el cuerpo del vector de pB6-PTP (sin 

RPB) con el gen de Elp3b, el cual fue amplificado por PCR con los oligonucleótidos Elp3-

AgeI-5´ y ELP3-XbaI-3´ a partir del plásmido pElp3 (Figura 30B y D). El plásmido pElp3 

se creó amplificando a partir de DNA genómico al gen Elp3b con los oligonucleótidos Elp3-

AgeI-5´ y Elp3-XbaI-3´ para posteriormente ser clonado en pGEM-T easy. El plásmido 

pElp3-PTP fue caracterizado mediante digestión con la enzima XhoI, la cual corta al 

plásmido en 4 fragmentos (Figura 30B y E), y mediante secuenciación. Finalmente el 

plásmido fue electroporado en promastigotes de L. major. Las células que incorporaron el 

plásmido fueron seleccionadas con la droga G418, se obtuvieron clonas celulares y se 

realizaron ensayos tipo Western-blot empleando el anticuerpo PAP que reconoció al epítope 

de ProtA, confirmando así la obtención de la línea celular Elp3-PTP (Figura 30F). 
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Figura 30. Obtención del vector  pElp3b-PTP.A) El vector pElp3-PTP contiene al gen Elp3 fusionado a la bandera 
PTP, que consta de dominios de ProtC, TEV y ProtA. B) El plásmido pElp3B-PTP se creó ligando el vector pB6-PTP 
(sin Rpb6) con el producto de PCR del gen de Elp3b amplificado a partir del plásmido pElp3. C) vector pB6-PTP 
purificado con XmaI y XbaI. D) producto de PCR que contiene al gen de Elp3b. E) Caracterización del plásmido pElp3-
PTP digiriendo con XhoI. M; Marcador de peso molecular 1 kb (invitrogen). F) Western-blot con el anticuerpo PAP que 
reconoce al epítope ProtA de la proteína recombinante  Elp3b-PTP.
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6.5   Localización celular de los genes del rRNA 5S 

Para investigar la distribución nuclear de los genes del rRNA 5S en promastigotes de L. 

major, se realizaron ensayos FISH con una sonda de DNA de doble cadena que se biotiniló 

con el kit de biotin-High Prime. Esta sonda correspondió al fragmento de 344 pb del vector 

p5SrRNA344, que contiene al gen del rRNA 5S y secuencias flanqueantes. El fragmento se 

amplificó por PCR usando como templado el plásmido p5SrRNA344 con los 

oligonucleótidos Lm15-rRNA5S 5´ y Lm15-rRNA5S 3' (Figura 28C y Figura 31 carril 3). 

Además se sintetizó una sonda control (840 pb) que contiene un fragmento del gen del rRNA 

18S (del cromosoma 27) a partir de PCR utilizando como templado DNA genómico y los 

oligonucleótidos rRNA A-5´y B-18S-R (Figura 31 carril 2). Estas sondas se marcaron a todo 

lo largo del DNA con biotina con el kit de Biotin High Prime (Roche). 

 

 
Figura 31. Sonda para ensayos DNA-FISH en L. major. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos 18SrRNA 
(840 pb) y 5SrRNA344 (344 pb) utilizados como sondas (marcados con biotina) para los ensayos DNA-FISH. 

 

Después del proceso de hibridación y lavado de las células, las sondas se incubaron con 

estreptavidina conjugada con Alexa Fluor 568.  La sonda de 344 pb claramente detectó varios 

puntos brillantes de los genes del rRNA 5S localizados en la periferia nuclear o dispersos por 

todo el núcleo (teñido con DAPI) (Figura 32A).  
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Para determinar la localización de los genes del rRNA 5S con respecto al nucléolo, se trabajó 

con la línea celular de L. major que expresa una versión de la proteína nucleolar Elp3b 164 

fusionada a la bandera PTP.  

Experimentos de FISH conjugados con inmunofluorescencias indirectas fueron realizados 

con esta línea celular. Los experimentos mostraron que en la mayoría de las células los genes 

del rRNA 5S se encuentran dispersos en el núcleo, o localizados en la periferia nuclear, pero 

no asociados con el nucléolo (Figura 32B). En contraste, como se esperaba se observó 

colocalización nucleolar de los genes del rRNA 18S con Elp3b (Figura 32C). También se 

utilizaron controles con tratamientos con DNAsa y RNAsa para confirmar la unión específica 

de la sonda de DNA. Como se esperaba, después de tratamiento con DNAsa la señal del gen 

del rRNA 5S se eliminó (al igual que la señal con DAPI), pero después del tratamiento con 

RNAsa los puntos fluorescentes se siguieron detectando. Entonces, estos resultados 

demostraron que los genes del rRNA 5S presentes en L. major se encuentran principalmente 

distribuidos en la periferia nuclear, no asociados con el nucléolo. 

En T. cruzi, los genes del rRNA 5S se encuentran organizados en arreglos en tándem en dos 

cromosomas diferentes 65. Para determinar la distribución nuclear de estos genes en 

epimastigotes, realizamos experimentos FISH con una sonda dsDNA marcada con biotina. 

De manera similar a L. major, varios puntos brillantes se distribuyeron en el núcleo (Figura 

33). Para analizar la localización de los genes del rRNA 5S con respecto al nucléolo, 

experimentos RNA FISH conjugados con inmunofluorescencia indirecta se realizaron con 

un anticuerpo dirigido contra la proteína nucleolar Nop56. Como se muestra en la Figura 

33B, los genes del rRNA 5S en epimastigotes de T. cruzi no parecen asociarse al nucléolo. 

Entonces, nuestros resultados indican que los genes del rRNA 5S en tripanosomátidos no se 

encuentran asociados con el nucléolo, independientemente de si éstos se encuentran dispersos 

en el genoma (como en L. major) o en arreglos en tándem (como en T. cruzi).. 
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Figura 32. Los genes de L. major se localizan en la periferia nuclear.  A) Experimento DNA-FISH usando la sonda 
del gen del rRNA 5S (rojo). Núcleo (N) y cinetoplasto (K) fueron teñidos con DAPI (azul). Se muestran las células de 
dos experimentos independientes. B) DNA-FISH acoplado con inmunofluorescencia usando la sonda de DNA del rRNA 
5S (rojo), y el anticuerpo anti-proteína C para detectar a proteína nucleolar Elp3b fusionada a la bandera PTP (verde). 
Los tratamientos control con DNAsa y RNAsa también se muestran. C) DNA-FISH acoplado a inmunofluorescencia 
usando la sonda de gen del rRNA 18S (rojo), y el anticuerpo anti-proteína C para detectar la proteína recombinante 
Elp3b-PTP (verde). Las barras de tamaño representan 2 µm. 
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Figura 33. Los genes del rRNA 5S en T. cruzi se encuentran dispersos en el núcleo. A) Experimentos DNA-FISH 
usando una sonda contra el rRNA 5S (rojo). Núcleo (N) y Cinetoplasto (K) se tiñeron con DAPI (azul). Se muestran las 
células de dos experimentos independientes. B) DNA-FISH acoplado a inmunofluorescencia usando una sonda para el 
gen del rRNA 5S (rojo) y un anticuerpo contra la proteína nucleolar Nop56 (verde). Se muestran los tratamientos control 
con DNAsa y RNAsa. C) DNA-FISH acoplado a inmunofluorescencia usando una sonda contra el gen del rRNA 18S 
(rojo) y un anticuerpo para detectar a Nop56 (verde). Las barras de tamaño representan 2 µm. 
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6.6   Localización celular de los transcritos del rRNA 5S 

La localización subcelular del rRNA 5S de L. major se determinó por experimentos RNA-

FISH. En estos experimentos una ribosonda antisentido se transcribió in vitro con UTP 

marcado con biotina y se acopló con estreptavidina fluorescente para detectar los transcritos 

del rRNA 5S (Figura 34A). 

Para sintetizar la sonda de RNA complementaria al rRNA 5S se usó el plásmido p5SrRNA-

rev, que tiene al gen del rRNA 5S orientado en el sentido correcto para que el promotor T7 

pudiera transcribir al RNA antisentido (Figura 27B y Figura 34A). Un fragmento de 196 pb 

amplificado por PCR con los oligonucleótidos T7 y 5SrRNA-F1 confirmó la correcta 

orientación del gen (Figura 34B). El fragmento amplificado por PCR fue purificado (Figura 

34C, carril 2) y se utilizó como DNA templado para la reacción de transcripción in vitro que 

incorporó bio11-UTP. Posteriormente el DNA templado se degradó adicionando DNAsa. El 

RNA antisentido que se sintetizó tiene un tamaño de 177 nucleótidos, y presenta una ligera 

diferencia de tamaño, apenas perceptible, cuando se compara con un control de RNA 

antisentido del rRNA 5S sin biotinilar (Figura 34C carriles 3 y 4). 

Después de la hibridación para detectar al rRNA 5S se observó una señal discreta en el 

núcleo, además de una fuerte fluorescencia dispersa por todo el citoplasma (Figura 35A). Los 

controles negativos que detectan al rRNA 5S antisentido y la sonda no relacionada no dieron 

señal como era de esperarse (Figura 35A). Al combinar el FISH con ensayos de 

inmunofluorescencia se demostró que el rRNA 5S y la señal de Elp3b colocalizan, 

demostrando que los transcritos del rRNA 5S están localizados en el nucléolo (Figura 35B). 

La señal observada en el citoplasma, que es más fuerte en zonas alrededor del núcleo, muy 

probablemente corresponda al rRNA 5S presente en los ribosomas que están distribuidos por 

todo el citoplasma. Como se esperaba, la señal del rRNA 5S no fue afectada en los 

experimentos control con células previamente tratadas con DNAsa. En contraste, con el 

tratamiento con RNAsa no se detectó señal, como era de esperarse (Figura 35B). 
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Figura 34. Preparación de sondas para el experimento RNA-FISH. A) Síntesis del DNA molde por PCR (1) para 
transcribir in vitro (2) al rRNA 5S antisentido biotinilado (anti-rRNA 5S-Bio); durante el RNA-FISH (3) la sonda anti-
rRNA 5S-Bio hibridó con el rRNA 5S en las células; además se agregó estreptavidina acoplada a un fluoróforo (Alexa 
Fluor 488). B) Amplificación por PCR del gen del rRNA 5S (196 pb) para determinar el sentido del gen en 4 clonas del 
plásmido p5SrRNA-rev. C) Los fragmentos amplificados por PCR que contienen al promotor T7 y al gen del rRNA 5S 
en dirección antisentido se purificaron (carril 2) y se utilizaron como DNA templado para la reacción de transcripción in 
vitro. Después de la reacción de transcripción in vitro el anti-rRNA 5S-Bio junto con un control anti-rRNA 5S sin 
biotinilar se visualizaron en el carril 4 y 3, respectivamente. M; Marcador 1kb plus (Thermo Fisher Scientific). 
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Figura 35. Los transcritos del rRNA 5S se localizan en el nucléolo y en el citoplasma. A) Ensayo RNA-FISH usando 
una sonda de RNA biotinilada (rojo) complementaria al rRNA 5S. Núcleo (N) y cinetoplasto (K) fueron teñidos con 
DAPI (azul). B) RNA-FISH acoplado con inmunofluorescencias usando una sonda de RNA complementaria al rRNA 
5S (rojo), y un anticuerpo anti-proteína C para detectar la versión PTP-tag de la proteína nucleolar Elp3b (verde). Los 
tratamientos control con DNAsa y RNAsa se muestran también. Las barras de tamaño representan 2 µm. 
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6.7   Interacción in vitro de proteínas nucleares con el gen del rRNA 5S en L. major 

Para investigar la presencia de las proteínas que se unan a los genes del rRNA 5S en L. major, 

se realizaron ensayos Southwestern con la sonda del gen del rRNA 5S (118 pb) que se obtuvo 

por PCR con los oligonucleótidos 5SrRNA-F1 y 5SrRNA-R1 a partir del vector p5SrRNA 

(Figura 36A y B carril 2).  

Figura 36. Síntesis de sondas utilizadas para el ensayo Southwestern. A) Esquema que muestra la obtención y marcaje 
del gen del rRNA 5S para el ensayo Southwestern. B) Sonda purificada del rRNA 5S de 118 pb. C) Sonda no relaciona 
(LmjF.06.0200, 140 pb) purificada.  

 

Además se utilizó como control negativo una sonda no relacionada que tiene un fragmento 

de 140 pb del gen LmjF.06.0200 (que codifica para una proteína hipotética) que se obtuvo al 

digerir el plásmido pRegionE con EcoRI (Figura 36C). Ambas sondas fueron marcadas 

radioactivamente con [α32P] dCTP mediante High Prime (Amersham). 

Por otro lado, proteínas nucleares de L. major fueron separadas por SDS-PAGE y transferidas 

a una membrana de PVDF. Las proteínas unidas a la membrana fueron renaturalizadas e 

incubadas con la sonda del gen del rRNA 5S. Como se muestra en la Figura 37, la sonda se 

unió a varias proteínas con peso molecular en un rango de 15 a 50 kDa. Se adicionó DNA 
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competidor (DNA de esperma de salmón) a dos diferentes concentraciones para demostrar la 

especificidad de unión. La presencia de 80 µg de DNA competidor no afectó la unión de 

proteínas a la sonda del gen del rRNA 5S (Figura 37, carril 3), lo cual sugiere que la 

interacción es específica. En contraste, hubo unión débil de proteínas de bajo peso molecular 

con la sonda no relacionada (parte de la región codificante de LmjF.06.0200) en presencia de 

80 µg de DNA competidor (Figura 37, carril 4). 

Para aislar e identificar las proteínas que se unen al gen del rRNA 5S se realizó un ensayo 

DNA pull-down (Figura 38A) seguido de un análisis por espectrometría de masas. Primero, 

extractos nucleares de L. major (Figura 38B) se incubaron con una sonda de 99 pb biotinilada 

en su extremo 5´ que contiene un fragmento del gen del rRNA 5S (con los elementos 

promotores internos) (Figura 38C). 

 
Figura 37. Interacción específica entre el gen del rRNA 5S y proteínas nucleares. Análisis Southwestern. Membranas 
que contienen proteínas nucleares fueron incubadas con un fragmento marcado radioactivamente correspondiente al gen 
del rRNA 5S (carril 1 al 3) o con una sonda no relacionada (fragmento del gen LmjF.06.0600) (carril 4) en la presencia 
de 0 (carril 1), 20 (carril 2) y 80 µg (carril 3 y 4) de DNA de esperma de salmón como competidor.  

 

Esta sonda se obtuvo por PCR con los oligonucleótidos 5SrRNA-F2bio5 (marcado con 

biotina en su extremo 5´) y 5SrRNA-R1, a partir del vector p5SrRNA (Figura 38A y C). 

Como control se usó una sonda del gen del rRNA 5S sin biotinilar, amplificada con los 

oligonucleótidos 5SrRNA-F2 y 5SrRNA-R1. Después se utilizaron perlas magnéticas 

acopladas a estreptavidina para capturar el gen del rRNA 5S acoplado con biotina y a sus 



70 
 

proteínas asociadas, las cuales fueron eluídas de las perlas después de una extensa serie de 

lavados (Figura 38A).  

Figura 38. Los ensayos DNA pull-down requieren del rRNA 5S biotinilado y extractos nucleares. A) Representación 
esquemática del ensayo de DNA pull-down. Las sonda del rRNA 5S (99 pb) se obtuvo a partir de PCR con el 
oligonucleótido biotinilado 5SrRNA-F2bio5 y 5SrRNA R1; después esta sonda se incubó con extractos nucleares y se 
realizó el pull-down cuando las perlas magnéticas con estreptavidina se acoplaron a la sonda biotinilada del rRNA 5S 
con las proteínas específicas. B) Extractos nucleares separados por peso mediante SDS-PAGE (carril 2). También fue 
corrida BSA como control de carga (carril 3). El marcador de tamaño corresponde a BlueStar Plus preteñido (M) C) Las 
sondas purificadas del rRNA 5S con biotina (carril 2) y sin biotina (carril 3) tienen un tamaño de 99 pb. 

 

Una fracción de las proteínas aisladas se analizó por SDS-PAGE y tinción con plata (Figura 

39, carril 1). Las proteínas aisladas con el control sin biotina también fueron analizadas 

(Figura 39, carril 2). En la muestra correspondiente al rRNA 5S biotinilado se observaron 

varias bandas de proteínas, específicamente en el rango de 35 a 70 kDa, que no estuvieron 

presentes en el experimento control (Figura 39). Para poder identificar el mayor número de 

proteínas posibles, las fracciones remanentes de las proteínas aisladas fueron concentradas, 

digeridas con tripsina y analizadas por espectrometría de masas sin ser previamente separadas 

en un gel. 
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Figura 39. Ensayo DNA-pull-down. Extractos nucleares (750 µg) fueron incubados con 10 µg de sonda biotinilada del 
gen rRNA 5S (carril 1) o con sonda no biotinilada del gen del rRNA 5S como control (carril 2). Las perlas magnéticas 
con estreptavidina acoplada fueron utilizadas para capturar al gen del rRNA 5S biotinilado y sus proteínas asociadas. 
Después de que las perlas se lavaron, una fracción de las proteínas se eluyeron y se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 
12% y se tiñeron con plata. Las dos muestras completas fueron analizadas por espectrometría de masas, identificándose 
cuatro proteínas, señaladas con un asterisco, que podrían unirse al gen del rRNA 5S de L. major. 

 

Un total de 45 proteínas fueron identificadas. Sin embargo, sólo ocho de estas proteínas 

estuvieron presentes exclusivamente en la muestra con la sonda del gen del rRNA 5S 

biotinilado (no en el control sin biotinilar). La mitad de estas proteínas parecen ser 

contaminantes: una proteína putativa glicosomal fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 

(LmjF.27.1810, 13 péptidos identificados), proteína mitocondrial de unión a RNA RPB38 

(LmjF.23.0760, 20 péptidos), un factor de elongación 1 beta putativo (LmjF.34.0840, 23 

péptidos) y la proteína 11 de membrana cinetoplástida (LmjF.35.2210, 2 péptidos). Las 

cuatro proteínas restantes podrían efectivamente interactuar con los genes del rRNA 5S: 

DNA polimerasa Kappa putativa (LMjF.28.1420), histona H2B (LmjF.19.0030), 

calmodulina (LmjF.09.0910) y una proteína hipotética de función desconocida 

(LmjF.31.1050) (Tabla 1). 
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Tabla 1 

 

Es de esperar que la DNA polimerasa Kappa y la histona H2B se unan directamente al DNA. 

Por otra parte, calmodulina podría unirse indirectamente al DNA, pues se ha reportado que 

interactúa con factores de transcripción y otras proteína de unión a DNA 165. El análisis de 

secuencia de LmjF.31.1050 no mostró la presencia de secuencias conservadas o de motivos 

con la mayoría de programas, como pFam, Prosite y Smart. Sin embargo, el análisis con el 

programa Swiss Model reveló que la región N-terminal de LmjF.31.1050 presenta una 

similitud baja de secuencia y estructura con la proteína Tfc8 de S. cerevisiae (Figura 40, 

panel A). Resulta interesante el hecho de que Tfc8 es una de las subunidades del factor de 

transcripción TFIIIC, el cual participa en la transcripción del rRNA 5S en otras especies. 

Además, la base de datos NCBI-CDD de búsqueda de motivos mostró que la región C-

terminal de LmjF.31.1050 presenta también una similitud baja con el factor sigma bacteriano 

de la RNA polimerasa (Figura 40, panel B) y con el factor de terminación Rho (Figura 40, 

panel C). Así, nuestros resultados sugieren que LmjF.31.1050 podría interactuar con los 

genes del rRNA 5S en L. major. 
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Figura 40. Comparación de secuencias de LmjF.31.1050. La secuencia de aminoácidos de LmjF.31.1050 se comparó 
con Tfc de S. cerevisiae (A), la secuencia consenso del factor Sigma de la RNA polimerasa bacteriana (B), y la secuencia 
consenso del factor de terminación bacterial Rho (C), presentando únicamente las regiones que tienen similitud, de 
acuerdo con el programa Swiss Model, y la base de datos NCBI-CDD en la parte de búsqueda de dominios conservados. 
Los números indican los primeros y últimos aminoácidos mostrados para cada secuencia.
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7.   DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se llevó a cabo un análisis amplio de la secuencia, número y 

organización genómica de los genes del rRNA en L. major y otras especies de Leishmania. 

Nuestros resultados demostraron que el género Leishmania se caracteriza por la presencia de 

un bajo número de genes del rRNA 5S, los cuales fluctúan desde nueve genes en L. 

braziliensis y L. infantum hasta 11 genes en L. major y L. mexicana. De manera interesante, 

en las especies que carecen de un gen del rRNA 5S se encuentra una secuencia degenerada 

(pseudogen) en la región sinténica correspondiente (Figura 20), como también se ha 

reportado anteriormente para genes codificantes de proteína en Leishmania 158,160. El orden 

de los genes del rRNA 5S se encuentra conservado entre diferentes especies de Leishmania. 

Sin embargo dos genes del rRNA 5S no sinténicos se encontraron presentes en el genoma de 

L. braziliensis, uno localizado en el cromosoma 31 y otro cuya localización cromosómica no 

ha sido aún determinada (Figura 20). Mientras que los genes del rRNA 5S de Leishmania se 

encuentran dispersos como copias independientes por todo el genoma, en diferentes especies 

de género Trypanosoma se encuentran en repetidos en tándem, y en algunas especies se 

encuentran asociadas a genes del miniexón, transcritos por Pol II 43,166. Para determinar el 

contexto genómico en otros tripanosomátidos se analizaron las bases de datos de genomas 

como Crithidia fasciculata, Leptomonas seymouri and Endotrypanun monterogeii. Mientras 

que existe un solo gen del rRNA 5S en C. fasciculata, ningún gen del rRNA 5S se identificó 

en L. seymouri, lo cual indica que las bases de datos se encuentran incompletas. Por otra 

parte, 14 genes diferentes del rRNA 5S se encontraron en E. monterogeii. Curiosamente, 

algunos de los genes del rRNA 5S se encontraron dispersos como genes únicos (como en 

Leishmania), mientras que otros genes se encontraron organizados en arreglos en tándem 

conteniendo hasta cuatro genes (como en Trypanosoma). Se ha estimado que T. brucei y T. 

cruzi poseen aproximadamente 1500 copias del gen del rRNA 5S 65,143. Así, el número y 

organización genómica de los genes del rRNA 5S es altamente variable en tripanosomátidos.  

La secuencia de los genes del rRNA 5S en las diferentes especies de Leishmania es casi 

idéntica (Figura 17). La secuencia también se encuentra conservada cuando se compara con 

los genes del rRNA 5S de otros tripanosomátidos. En L. major, los genes del rRNA 5S 
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pueden agruparse en tres tipos, basados en la presencia de una G o una A en la posición +70, 

y la presencia de una o dos Cs en el extremo 3´ de los genes (Figura 15). Notablemente, el 

análisis RT-PCR demostró que al menos un gen de cada tipo se transcribe en promastigotes 

en crecimiento exponencial (Figura 15).  Análisis Northern blot mostraron un transcrito 

abundante de ~120 bases; y a diferencia de otros tipos de rRNA, no se detectaron  moléculas 

de rRNA 5S antisentido (Figura 25). Un total de 19 tipos (A a la S) de genes del rRNA 5S se 

encontraron presentes en las cinco especies de Leishmania analizadas (Figura 17, Figura 20 

y Figura 23). El análisis de secuencia de los genes de L. major reveló la presencia de los tres 

elementos promotores internos putativos (caja A, EI y caja C), los cuales se encuentran 

conservados con regiones homólogas en S. cerevisiae y X. laevis (Figura 19). En L. major, el 

nucleótido variable en +70 se encuentra posicionado dentro del EI (Figura 15), abriendo la 

posibilidad de que los genes del rRNA 5S sean expresados diferencialmente en estos 

organismos.  

La estructura secundaria del rRNA 5S de Leishmania se encuentra altamente conservada con 

respecto a la de otros eucariontes (Figura 24), lo cual es un resultado esperado considerando 

la conservación de la secuencia del rRNA 5S a lo largo de la escala evolutiva84. De manera 

interesante, la gran mayoría de los genes del rRNA 5S en Leishmania son precedidos por un 

gen de tRNA localizado a una distancia cercana. Esto nos permite sugerir la hipótesis de que, 

además de los elementos promotores internos, las cajas A y B de genes de tRNA vecinos 

podrían participar en la regulación de la transcripción de rRNA 5S en estos parásitos. En 

tripanosomátidos, se ha reportado que las cajas A y B de tRNAs aledaños son necesarias para 

la transcripción de los snRNAs 167. 

Nuestros datos sugieren que la transcripción de los genes de L. major comienza en una 

guanina (marcada como +1 en la Figura 15) que está conservada dentro del género 

Leishmania. Notablemente, la transcripción de los genes del rRNA 5S en T. cruzi y en T. 

brucei inicia en la misma posición 65,144. Nuestros resultados también demostraron que la 

transcripción de los genes de L. major termina en un tracto de residuos de Ts localizado 

inmediatamente río abajo de los genes. Un tracto de Ts de longitud variable se encontró en 

cada gen del rRNA 5S en las diferentes especies analizadas de Leishmania (Figura 17). Se 

ha reportado en otros organismos que la eficiencia de terminación de Pol III tiende a 
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incrementar con la longitud de tracto de Ts 88. Para los genes de tRNA, la longitud promedio 

del tracto de Ts es de 4.8 bases en L. major y T. brucei, y 6.5 bases en T. cruzi 168. En los 

genes del rRNA 5S se encontraron tractos de Ts largos, cuya longitud promedio varía de 8 

bases (en L. mexicana) a 14 bases (en L. tarentolae) (Figura 17 y 21). 

Algunos genes transcritos por Pol III contienen una señal de terminación débil que requiere 

de un tracto de Ts de reserva para terminar eficientemente la transcripción 88. Los transcritos 

resultantes contienen secuencias adicionales en la región 3´, cuyo procesamiento para generar 

el RNA maduro produce moléculas pequeñas de RNA que pueden participar en diversos 

procesos biológicos. Por ejemplo, en humanos y otros vertebrados, RNAs pequeños que 

derivan de secuencias adicionales en la región 3´ de los tRNAs, se acumulan en el citoplasma, 

donde participan en regulación y silenciamiento genético y podrían estar involucrados en 

otras funciones biológicas 169,170. Los tractos de Ts de reserva en los genes del rRNA 5S son 

comunes en L. infantum al estar presentes en 4 genes (44%) (Figura 21, panel B). Un segundo 

tracto de Ts también es frecuente en los genes de tRNA en tripanosomátidos, dado que están 

presentes en 58 (48%), 18 (27%) y 13 (16%) en T. cruzi, T. brucei y L. major, 

respectivamente 168. Sería interesante determinar si en estos parásitos se producen RNAs 

pequeños derivados de la región 3´ de los genes de tRNAs y del rRNA 5S, y si éstos 

participan en la regulación genética, como se ha mostrado en vertebrados. 

Experimentos combinados DNA-FISH con inmunofluorescencias demostraron que los once 

genes del rRNA 5S presentes en L. major se encuentran principalmente localizados en la 

periferia nuclear. En T. cruzi los genes del rRNA 5S se observaron como puntos brillantes 

distribuidos en el núcleo. De manera interesante, ninguno de los genes parece estar localizado 

dentro del nucléolo o en la periferia nucleolar en estos organismos. Esto es diferente de lo 

que se ha encontrado en S. cerevisiae y Dictcyostelium, donde los genes del rRNA 5S son 

nucleolares, pues se encuentran asociados a las unidades del rRNA que contienen a los genes 

de los rRNA 18S, 5.8S y 28S 171,172. Sin embargo, la asociación de los genes del rRNA 5S y 

el nucléolo se ha observado en varias especies en donde los genes del rRNA 5S no se 

encuentran asociados a la unidad del rRNA 46. De hecho, en la planta Pisum sativum, que 

tiene alrededor de 5,000 copias del gen del rRNA 5S organizadas en seis arreglos en tándem, 

se reportó una clara asociación de al menos un arreglo con la periferia nucleolar 173. Además, 
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los genes del rRNA 5S en células de humano se localizaron a menudo en la periferia nucleolar 
174. Se ha sugerido que los genes del rRNA 5S asociados al nucléolo son los que tienen una 

mayor transcripción, produciendo transcritos dentro del nucléolo, que es la parte de la célula 

donde se requieren 173. Sin embargo, en Drosophila melanogaster los genes del rRNA 5S no 

parecen estar localizados en la vecindad del nucléolo 175. Cabe mencionar que la distribución 

observada de los genes del rRNA 5S en L. major se asemeja a la distribución nuclear 

reportada para BRF1, una subunidad del factor de transcripción TFIIIB de Pol III en T. brucei 
147. 

Con el propósito de asociarse con los pre-ribosomas, se espera que el rRNA 5S se localice 

en el nucléolo en algún momento dado. De acuerdo con este hecho, ensayos de RNA-FISH 

combinado con inmunofluorescencias indirectas demostraron que el rRNA 5S colocaliza con 

la proteína nucleolar Elp3b (Figura 35). Es importante notar que existe una ligera diferencia 

entre los patrones observados para el rRNA 5S y la proteína Elp3b (Figura 35). En 

tripanosomátidos, el nucléolo tiene una estructura bipartita, compuesta por un componente 

denso fibrilar, que parece incluir a los centros fibrilares, y un componente granular 176,177. 

Mientras que se espera que el rRNA 5S se localice en el componente granular, donde ocurre 

el ensamblaje de los ribosomas, Elp3b se localizaría en los centros fibrilares, los sitios activos 

de transcripción de Pol I. Además, el rRNA 5S también se encontró disperso en el citoplasma, 

especialmente en áreas cercanas al núcleo, donde los ribosomas maduros se encuentran. En 

vertebrados el 5S rRNA y el rRNA 28S también tienen una distribución similar, 

citoplasmática y nuclear 174,178. 

En T. brucei y en T. cruzi se han identificado varias proteínas que interactúan con el rRNA 

5S, incluyendo P34, P37 y L5 122,148. Sin embargo, ninguna de estas proteínas se han 

reportado que se una a los genes del rRNA 5S en Leishmania y otros tripanosomátidos. Es 

por esto que, para comenzar con el estudio de las proteínas que se unen y que podrían 

participar en la transcripción de los genes del rRNA 5S en L. major, se realizaron ensayos 

Southwestern. En estos ensayos se observó que varias proteínas con peso molecular de 15 a 

50 kDa se unieron específicamente a los genes del rRNA 5S (Figura 37). Experimentos 

preliminares de DNA pull-down y de espectrometría de masas nos permitieron identificar 

cuatro proteínas que se podrían unir a los genes del rRNA 5S (Figura 39 y Tabla 1). De éstas, 
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LmjF.31.1050 codifica una proteína de 38 kD que se encuentra presente en otras especies de 

Leishmania, pero no en Trypanosoma. Es interesante que la región amino terminal de 

LmjF.31.1050 muestra similitud con el dominio terminal de Tfc8 de S. cerevisiae, una de las 

subunidades del factor de transcripción TFIIIC (Figura 40A). TFIIIC está compuesta por dos 

subcomplejos, τA y τB; y aparentemente Tfc8 se encuentra involucrada en conectar ambos 

subcomplejos y en las interacciones con TBP 179. En general la homología entre Tfc8 y 

LmjF.31.1050 es baja, ya que muestra un 17.8 % de identidad. Sin embargo, las secuencias 

de aminoácidos de la mayoría de las subunidades de TFIIIC son altamente divergentes de 

levadura a humanos 180. Por ejemplo, Tfc8 de levadura presenta porcentajes de identidad de 

20.7% y 27.6% con sus ortólogos en humano y en Schizosaccharomyces pombe, 

respectivamente. Además, la región carboxilo terminal de LmjF.31.1050 presenta cierta 

homología con dos proteínas que participan en la transcripción en bacterias: el factor Sigma 

de la RNA polimerasa (con un 20,7% de identidad) (Figura 40B) y el factor de terminación 

de la transcripción Rho (con un 13.9% de identidad) (Figura 40C). Estudios futuros 

determinarán si LmjF.31.1050 realmente participan en la transcripción de los genes del rRNA 

5S en L. major. 
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8.   CONCLUSIONES 

 

 El género Leishmania presenta un bajo número de genes del rRNA 5S, cuya secuencia 

y organización genómica se encuentra conservada. 

 

 Los genes del rRNA 5S se dividen en tres tipos y al menos un gen de cada tipo es 

transcrito en promastigotes de L. major. 

 

 Los genes del rRNA 5S de L. major presentan regiones de control interno probables 

(formadas por la caja A, el elemento intermedio y la caja C). Su secuencia está 

conservada con regiones homólogas de X. laevis y S. cerevisiae.  

 

 Las especies de Leishmania que carecen de algún gen del 5S rRNA presentan en 

muchos casos un pseudogen en la región sinténica correspondiente. 

 

 Existe un total de 19 tipos de genes del rRNA 5S en las especies de Leishmania 

analizadas. 

 

 La estructura secundaria consenso del rRNA 5S en las especies de Leishmania se 

encuentra conservada con respecto a otros  eucariontes. 

 

 La transcripción del gen del rRNA 5S de L. major inicia en una G conservada en los 

géneros Leishmania y Trypanosoma.  
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 La transcripción del 5S rRNA finaliza en un tracto de Ts localizado inmediatamente 

después de los genes. 

 

 Los genes del rRNA 5S de L. major se encuentran dispersos en el núcleo o localizados 

en la periferia nuclear, pero no se encuentran asociados con el nucléolo. Una 

localización similar se observó para los genes del rRNA 5S de T. cruzi. 

 

 Los transcritos del rRNA 5S se localizaron en el nucléolo y dispersos en el 

citoplasma. 

 

 Ensayos Southwestern mostraron la presencia de varias proteínas nucleares que se 

unen específicamente a los genes del rRNA 5S en L. major. 

 

 Mediante ensayos DNA pull-down y de espectrometría de masas fueron identificadas 

cuatro proteínas que podrían unirse a los genes del rRNA 5S. Entre éstas, 

LmjF.31.1050 muestra cierta homología con la subunidad Tfc8 de TFIIIC. 
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SUMMARY

Eukaryotic 5S rRNA, synthesized by RNA polymerase III (Pol III), is an essential component of the large ribosomal
subunit. Most organisms contain hundreds of 5S rRNA genes organized into tandem arrays. However, the genome of
the protozoan parasite Leishmania major contains only 11 copies of the 5S rRNA gene, which are interspersed and asso-
ciated with other Pol III-transcribed genes. Here we report that, in general, the number and order of the 5S rRNA genes is
conserved between different species of Leishmania. While in most organisms 5S rRNA genes are normally associated with
the nucleolus, combined fluorescent in situ hybridization and indirect immunofluorescence experiments showed that 5S
rRNA genes are mainly located at the nuclear periphery in L. major. Similarly, the tandemly repeated 5S rRNA genes
in Trypanosoma cruzi are dispersed throughout the nucleus. In contrast, 5S rRNA transcripts in L. major were localized
within the nucleolus, and scattered throughout the cytoplasm, where mature ribosomes are located. Unlike other rRNA
species, stable antisense RNA complementary to 5S rRNA is not detected in L. major.

Key words: 5S rRNA, Pol III transcription, Leishmania, gene expression.

INTRODUCTION

In all living organisms, the 5S ribosomal RNA
(rRNA) is an integral component of the ribosome.
It forms part of the large ribosomal subunit, together
with the 28S and 5·8S rRNAs and around 50 pro-
teins. Although the 5S rRNA has been studied for
more than 50 years, its precise function in protein
synthesis has not been totally elucidated. However,
recent data indicate that the 5S rRNA links together
and coordinates all of the functional centres of the
ribosome (Dinman, 2005). 5S rRNA also regulates
the signalling pathways that couple cell proliferation
with ribosome production (Sloan et al. 2013), and
may function as a wrench-like RNA chaperone
before completely integrating into the native 60S
subunit as a structural entity (Leidig et al. 2014).
Eukaryotic organisms usually contain from 100 to

1000 copies of the 5S rRNA genes (Torres-
Machorro et al. 2010). However, Plasmodium falcip-
arum possesses only three copies, whereas the ciliated

protozoan Euplotes eurystomus contains about a
million copies (Roberson et al. 1989). In most cases,
5S rRNA genes are organized as tandem head-to-
tail arrays in one or several loci, but 5S rRNA genes
can also be randomly scattered in the genome. RNA
polymerase III (Pol III) is responsible for the synthe-
sis of 5S rRNA, while RNA polymerase I (Pol I) pro-
duces the 18S, 5·8S and 28S rRNA molecules. 5S
rRNA genes possess a type 1 intragenic promoter,
which inXenopus laevis and other organisms consists
of a box A, an intermediate element (IE) and a box
C. These three elements constitute the internal
control region (ICR) (Schramm and Hernandez,
2002). The ICR is recognized by transcription
factor TFIIIA, a protein that contains nine zinc
fingers. The TFIIIA–DNA complex recruits
TFIIIC, which in turn promotes the binding of
TFIIIB and Pol III (Acker et al. 2013; Moir and
Willis, 2013). Transcription of the 5S rRNAgene ter-
minates within a T tract located downstream of the
coding region. Consequently, the 3′ end of the
transcript contains several U residues that have to
be removed in order to generate a mature and func-
tional 5S rRNA (van et al. 2000; van Spaendonk
et al. 2001). As it is transcribed, the 5S rRNA
acquires a distinctive secondary structure that is
highly conserved throughout nature. Immediately
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after transcription, the La protein interacts transient-
ly with the U residues present in the 3′ end of the 5S
rRNA, to protect it from exonuclease digestion
(Wolin and Cedervall, 2002). Then, ribosomal pro-
teins L5 and L11 associate with the 5S rRNA to
form the 5S ribonucleoprotein (RNP), which
migrates to the nucleolus to participate in large ribo-
somal subunit assembly. In Xenopus oocytes, 5S
rRNA is stored in the cytoplasm as 7S RNPs that
contain TFIIIA, or as 42S RNPs that contain
tRNAs and the thesaurin proteins (Viel et al. 1991).
Little is known about 5S rRNA and ribosome bio-

genesis in the early-diverging eukaryote Leishmania
major, the causative agent of cutaneous leishmaniasis
in the Old World. The genome of this trypanosoma-
tid parasite contains only 11 copies of the 5S rRNA
gene, which are interspersed and associated with
other Pol III-transcribed genes (Ivens et al. 2005).
Interestingly, out of the three transcription factors
required for 5S rRNA transcription, only TFIIIB
has been identified in Leishmania and other trypano-
somatids (Ivens et al. 2005; Schimanski et al. 2005a;
Velez-Ramirez et al. 2015). Here we report that the
number and genomic organization of 5S rRNA
genes are conserved among different Leishmania
species. In contrast to most organisms, in L. major
5S rRNA genes are disseminated all over the
nucleus and do not seem to be associated with the nu-
cleolus. A similar distribution of 5S rRNA genes was
observed in related parasite Trypanosoma cruzi. By
contrast, 5S rRNA transcripts in L. major were loca-
lized within the nucleolus, and dispersed in the
cytoplasm.

MATERIALS AND METHODS

Bioinformatic analysis

Information for sequence analysis and synteny maps
of the different species of Leishmania (L. major,
L. mexicana, L. braziliensis, L. infantum and L. taren-
tolae) was obtained from the TriTrypDB databases
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/) (Release 26). The
basic local alignment search tool (BLAST) was used
to identify non-annotated 5S rRNA genes and pseu-
dogenes. Sequence comparisons were performed
using the DNAman program (version 7). To locate
or verify the presence and identity of tRNA genes,
the tRNAscan-SE program was used (http://
lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/). The consensus
secondary structure of 5S rRNA was predicted with
the RNAalifold web server (http://rna.tbi.univie.ac.
at/cgi-bin/RNAalifold.cgi).

Northern blot analysis

Northern blot experiments were performed as previ-
ously described (Rojas-Sánchez et al. 2016). The 5S
rRNA probe corresponds to oligonucleotide 5S

rRNA-R1 (5′-GAGTACGGCACTCAGGGTT),
and the antisense probe corresponds to oligonucleo-
tide 5SrRNA-F1 (5′-GAGTACGACCACACTT
GAGTG).

Plasmid constructs

Three DNA fragments from L. majorwere amplified
by polymerase chain reaction (PCR) and cloned into
pGEM-T Easy vector (Promega, Fitchburg, USA).
For plasmid p5SrRNA, a 118 bp fragment (from +1
to +118 in relation to the transcription start site of
the 5SrRNA genes) was amplified with oligonucleo-
tides 5SrRNA-F1 (5′-GAGTACGACCACACTT
GAGTG) and 5SrRNA-R1 (5′-GAGTACGG
CACTCAGGGTT). For the p5SrRNA344
vector, a 344 bp fragment (from −31 to + 313 in re-
lation to the transcription start site of the
LmjF15·5SrRNA.01 gene) was amplified with oli-
gonucleotides Lm15-rRNA5S 5′ (5′- GAAAGC
ATCTCTGTGGGTTCGA) and Lm15-rRNA5S
3′ (5′- CCCGGG GTCCTGCAAATG). For
vector pRegionE, a 120 bp fragment from LmjF.
06·0600 (that encodes a hypothetical protein) was
amplified with oligonucleotides Lm15-rRNA5S 5′
(5′-GAAAGCATCTCTGTGGGTTCGA) and
Lm15-rRNA5S 3′ (5′-CCCGGGGTCCTGC
AAATG). The PTP tag consists of Protein A
(ProtA) and Protein C (ProtC) epitopes separated
by a tobacco etch virus protease cleavage site
(Schimanski et al. 2005b). To obtain the pB6-PTP
vector, the calmodulin-binding site (CBS) present
in pB6-TAP (Martinez-Calvillo et al. 2007) was
replaced with the ProtC epitope. To do so, pB6-
TAP was digested with XbaI and NheI and the
CBS was eliminated by agarose gel electrophoresis.
The ProtC sequence was obtained by annealing
primers ProtC-sense (5′-CTAGAGGTTCCGAC
GGCGAAGATCAGGTGGATCCTCGTCTTA
TTGATGGGAAATATGATATTCCAACTAC
TG) and ProtC-antisense (5′-CTAGCAGTAG
TTGGAATATCATATTTCCCATCAATAAGAC
GAGGATCCACCTGATCTTCGCCGTCGGA
ACCT), which contain XbaI and NheI restriction
sites at the ends. The ProtC fragment was then
cloned into the pB6-TAP backbone. To obtain
vector pElp3b-PTP, the RPB6 gene present in
pB6-PTP was replaced with the L. major Elp3b
gene (LmjF.23·1350). To prepare the pB6-PTP
backbone, the vector was digested with XmaI and
XbaI and the RPB6 gene fragment was eliminated
by agarose gel electrophoresis. The Elp3b gene was
PCR-amplified from genomic DNA with oligonu-
cleotides ELP3-AgeI-5′ (5′-ATACCGGTATG
TCCGACCACGCCGACAT) and ELP3-XbaI-3′
(5′-ATTCTAGAGGGTGTGTTCTTGTGGAA
CC). The PCR product was cloned into pGEM-T
Easy vector (Promega, Fitchburg, USA), digested
with AgeI and XbaI and ligated into the pB6-PTP
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backbone. To obtain plasmid pCold-LmNop56, the
entire Nop56 gene from L. major (LmNop56) was
amplified with primers LmNop56-KpnI-F (5′-
GGTACCATGTCGAGAACGCTGTACA) and
LmNop56-XbaI-R (5′-TCTAGACCCGGACTC
AGAGGCGGC), cloned into pGEM-T Easy and
then subcloned into the KpnI and XbaI restriction
sites of the pCold1 expression vector (Takara Bio
Inc., Shiga, Japan). All constructs were verified by
sequencing.

Cell culture and transfection

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 serum, 9·5 g L−1 brain
heart infusion broth (Sigma, St. Louis, USA), 40
mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid (HEPES), 0·01 mg mL−1 haemin, 0·0002%
biotin, 100 IU mL−1 penicillin, 100 µg mL−1 strep-
tomycin and 1 ×L-glutamine) at 26 °C and har-
vested in the mid-log phase. Epimastigotes of T.
cruzi CL Brener were maintained in LIT (liver infu-
sion-tryptose) medium containing 10% heat-inacti-
vated fetal bovine serum, 50 IU mL−1 penicillin,
50 µg mL−1 streptomycin and 0·025 mg mL−1

haemin at 28 °C. To obtain an L. major cell line
that expresses a PTP-tagged version of the nucleolar
protein Elp3b, wild-type L. major cells were trans-
fected by electroporation with the pElp3b-PTP
vector. Electroporation and cell plating were per-
formed as previously described (Beverley and
Clayton, 1993). Briefly, 4 × 107 promastigotes in 0·4
mL electroporation buffer (25 mM HEPES, 120 mM

KCl, 0·15 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 10 mM KH2PO4,
10 mM K2HPO4, 2 mM EDTA, pH 7·6) were trans-
fected with 10 µg of pElp3b-PTP by electroporation
at 1600 V, 50 µF and 25 Ω (BTX Electro Square
Porator ECM 830, Holliston, USA). Cells were
grown for 24 h before spreading on plates containing
0·7% Seaplaque GTG agarose (FMC Bioproducts) in
BMmedium with 50 µg mL−1 G418. Some of the iso-
lated colonies were selected for further analysis.

5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (5’-RACE)
analysis

In order to locate the transcription start site of the
L. major 5S rRNA genes, 5′-RACE experiments
were performed with 4 µg of total RNA with a kit
from Life Technologies, Inc. The first strand
cDNA was synthesized with primer 5SrRNA-R1
(5′- GAGTACGGCACTCAGGGTT), and the
PCR amplifications were performed with the nested
primer 5SrRNA-R2 (5′-CCCGAGTCATCAC
TGACCTCAG) and nested Abridged Anchor
Primer, AAP (5′-GGCCACGCGTCGACTAG
TACGGGIIGGGIIGGGIIG). The nested PCR

products were cloned into the pGEM-T Easy
vector (Promega, Fitchburg, USA) and sequenced.

RT–PCR analysis

Transcription termination sites for 5S rRNA genes
were mapped by poly(A) tailing of total RNA. For
this purpose, 4 µg of total RNA were mixed with 1
µL of 25 mM ATP, 2 µL of 5 × poly (A) polymerase
reaction buffer (USB, Cleveland, USA) and 1200
units of yeast poly (A) polymerase (USB,
Cleveland, USA) in a final volume of 20 µL. 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
Nested(dT) (5′-CCTCTGAAGGTTCACGGAT
CCACATCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTT
VN). The first PCR amplification was done with
primers 5SrRNA-F1 and primer B1 (5′-
CCTCTGAAGGTTCACGGAT), and the second
PCR with primers 5SrRNA-F2 (5′-TGAAAACA
CCATATCCCGT) and primer B2 (5′-CACGGA
TCCACATCTAGAT). The nested PCR products
were cloned into the pGEM-T Easy vector
(Promega, Fitchburg, USA) and sequenced.

DNA-fluorescent in situ hybridization (FISH)
combined with indirect immunofluorescence

For the experiments with L. major, a cellular line
that expresses the nucleolar recombinant protein
Elp3b-PTP was used. For the DNA-FISH assay,
1 × 106 mid-log cells were harvested, washed twice
with phosphate buffer solution (PBS) and spread
into a poly-L-lysine coated glass slide. Cells were
fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min at
4 °C, permeabilized with 0·1% Triton X-100 for 5
min at room temperature, and washed with PBS.
The DNA probe was denatured in hybridization
buffer (50% deionized formamide, 300 mM NaCl,
20 mM NaH2PO4, 2 mM EDTA, 10% dextran sul-
phate, 250 µg mL−1 herring salmon sperm DNA)
at 95 °C for 10 min. Finally, sealed in a plastic
frame, the probe was incubated for 10 min at
80 °C, and then for 16 h at 37 °C. The seal was
removed and the slides were first washed with 50%
formamide and 2× saline sodium citrate (SSC)
buffer for 30 min at 37 °C; and then with 1×, 2×
and 3× SSC buffer for 10 min at 37 °C each. SSC
buffer 20× contains 3 M NaCl in 0·3 M sodium
citrate (pH 7·0). The slides were incubated with
streptavidin Alexa Fluor 568 conjugate (1:1500 dilu-
tion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in
blocking buffer (150 mM NaCl, 100 mM maleic
acid, 0·1% Tween-20) for 30 min. Finally, two
washes with PBS and 0·05% Tween-20 for 5 min
and one wash with PBS were made prior the mount-
ing with Vectashield with 4′, 6-diamidino-2-
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phenylindole (DAPI) solution (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). DNase or RNase control treat-
ments were done after permeabilization using 6 U
of DNase I (RNase-free) (Thermo Scientific, Waltham,
USA) for 1 h at 37 °C; or 20 µg RNase A (Promega,
Fitchburg, USA) for 30 min at 37 °C. The 344-bp
probe (from −31 to+313 in relation to the transcription
start site of the LmjF15·5SrRNA.01 gene) was
amplified by PCR from the p5SrRNA344 plasmid
with oligonucleotides Lm15-rRNA5S 5′ and
Lm15-rRNA5S 3′ and was labelled with Biotin-
High Prime (Roche). To continue with the indirect
immunofluorescence, after the final wash with
PBS, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 30 min at 4 °C, washed twice with PBS and per-
meabilized with 0·1% nonidet P-40. Cells were
blocked with 2% bovine serum albumin (BSA) for
30 min and incubated with rabbit anti-Protein C
polyclonal antibody (Delta Biolabs, Muraoka Drive
Gilroy, CA, USA) diluted at 1:25 with blocking so-
lution for 1 h at room temperature, and washed with
PBS. Next, cells were incubated with a secondary
goat anti-rabbit antibody conjugated with Alexa
Fluor 488 (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) diluted at 1:300 with blocking solution at
room temperature for 1 h, and washed with PBS
for 10 min. Finally, cells were mounted with
Vectashield-DAPI solution (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Images were obtained using a
Carl Zeiss AX10 microscope and analysed with the
ZEN 2012 software (Blue edition). The experiments
with T. cruzi were performed as described above,
using wild-type epimastigotes, the LmNop56 poly-
clonal antibody (diluted at 1:100) and goat anti-
mouse antibody conjugated with Alexa Fluor 488
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) (diluted
at 1:300).

RNA-FISH combined with indirect
immunofluorescence

An antisense RNA probe, complementary to the 5S
rRNA, was generated by in vitro transcription using
the MEGAshortscript T7 kit (Ambion) with biotin-
11-UTP (Ambion) following the manufacturer’s
instructions. The template DNA was a PCR
product obtained from vector p5SrRNA with oligo-
nucleotide 5SrRNA-F1 and a T7-promoter primer.
Promastigotes from the L. major cellular line that
expresses the recombinant protein Elp3b-PTP
were harvested, spread in glass slides, permeabilized
and washed as indicated in the ‘DNA-FISH’
section. The RNA probe (4 ng) was denatured at
70 °C for 5 min in hybridization buffer with 40 U
of RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific,
Waltham, USA). Slides were sealed in plastic
frames and hybridized for 16 h at 40 °C. The slides
were washed with 50% formamide and 2 × SSC for
15 min at 42 °C, and were incubated with

streptavidin Alexa Fluor 568 conjugate (1:1000 dilu-
tion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in
PBS for 1 h at room temperature. Finally, the
slides were washed in 2 × SCC for 10 min and were
mounted in Vectashield-DAPI solution (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). DNase and RNase
control treatments were also performed after perme-
abilization. In some experiments, indirect immu-
nofluorescence was performed before the RNA-
FISH assay. In such cases, cells were harvested,
spread in glass slides, permeabilized and washed as
indicated in the ‘DNA-FISH’ section. Cells were
then incubated with rabbit anti-Protein C polyclonal
antibody (Delta Biolabs, Muraoka Drive Gilroy,
CA, USA) diluted at 1:20 in 0·5% BSA for 30 min
at room temperature and washed with PBS. Cells
were then incubated with a secondary goat anti-
rabbit antibody conjugated with Alexa Fluor 488
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) diluted at
1:300 with blocking solution at room temperature
for 30 min washed twice with PBS to continue
with the hybridization with the RNA probe.

Production of LmNOP56 polyclonal antibody

Escherichia coli BL21 (DE3) competent cells were
transformed with the pCold-LmNop56 construct.
Expression of LmNop56 recombinant protein
(LmNop56r) was induced with 1 mM IPTG (isopro-
pyl β-D-1-thiogalactopyranoside) at 37 °C for 18 h.
The LmNop56r protein was purified by affinity
chromatography with Ni-Sepharose 6 Fast Flow
matrix (GE Healthcare, Little Chalfont, England)
following the manufacturer’s instructions. Six-
week-old male BALB-C mice were immunized
intravenously with purified LmNop56r (100 µg)
mixed with TiterMax Gold adjuvant (Sigma, St.
Louis, USA) at a 1:1 (ratio). Pre-immune normal
mouse serum was collected before inoculation.
Serum was collected 6 weeks after antigen immun-
ization. The specificity of the anti-LmNop56 poly-
clonal antibody was confirmed by the Western blot
analysis against LmNop56r and parasite protein
extracts.

RESULTS

Sequence and genomic analysis of 5S rRNA genes in
L. major

The L. major genome possesses only 11 copies of the
5S rRNA gene, which are interspersed on six
different chromosomes (5, 9, 11, 15, 21 and 23) and
associated with other Pol III-transcribed genes
(Ivens et al. 2005). At their 5′ end, 10 of the 5S
rRNA genes are flanked by a tRNA gene located at a
short distance (between 51 and 73 bp) (Fig. 1A). The
remaining 5S rRNA gene (LmjF.21·5SrRNA.02) con-
tains a protein-coding gene at its 5′ end. At their 3′ end,
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most 5S rRNA genes are flanked by a protein-coding
gene, which is separated from the 5S rRNA gene by
long distances ranging from 698 to 7897 bp (Fig. 1A).
According to the TriTrypDB databases, the

length of the eleven L. major 5S rRNA genes fluctu-
ates from 119 to 123 bp. A sequence alignment
showed that these size variations are due to differ-
ences in the assigned first nucleotide of the genes
(Fig. 1A). Also, two of the genes lack a C in the 3′
end of the gene. The rest of the sequence is identical,
with the exception of base +70, which can be either a
G or an A (Fig. 1A). In order to determine if there is
actually variation in the 5′ end of the 5S rRNA
genes, a 5′-RACE experiment was carried out. All
the clones analysed started at the G that is labelled
as +1 in Fig. 1A, which strongly suggests that tran-
scription of the 5S rRNA genes initiates in that nu-
cleotide. Transcription of 5S rRNA genes inT. cruzi
and Trypanosoma brucei is reported to initiate at a G
located in the same position (Lenardo et al. 1985;
Hernandez-Rivas et al. 1992). Thus, the eleven L.
major 5S rRNA genes can be classified into three
groups: type A genes (119 bp long) contain an A at
position 70 and two Cs in the 3′ end; type B genes

(119 bp long) possess a G at base 70 and two Cs in
the 3′ end; and type C genes (118 bp long) contain
a G at position 70 and one C in the 3′ end (Fig. 1A).
A cluster of several T residues acts as a signal to ter-

minate Pol III transcription (Moir and Willis, 2013).
Sequence analysis revealed that all the 5S rRNA
genes in L. major contain a run of 6–11 Ts at the 3′
end (Fig. 1A). One gene (LmjF.09·5SrRNA.03) has
a continuous cluster of six T residues, while the rest
of the genes contain discontinuous T tracts that are
interrupted by one or several Cs. A common feature
in Pol III-transcribed genes is the presence of a
second cluster of Ts that acts as a potential ‘backup’
termination signal (Braglia et al. 2005). In L. major,
only one of the 5S rRNA genes (LmjF.
21·5SrRNA.02) possesses a backup T-run (Figs 1A
and S1).
To determine the transcription termination sites

on 5S rRNA genes in L. major, RT–PCR was per-
formed. As expected, transcription of the 5S rRNA
genes ends within the cluster of Ts located down-
stream of the genes (Fig. 1A). Several clones ended
at the C located immediately before the T cluster,
most likely representing the mature 3′ end of the

Fig. 1. Sequence analysis of 5S rRNA genes in L. major. (A) Sequence alignment of the 11 5S rRNA genes present in L.
major, as annotated in the TriTrypDB databases. Flanking tRNA genes (green arrows) and protein-coding genes (red
arrows) are indicated. The numbers specify the distance (in bp) between the 5S rRNA gene and flanking genes. The G
shown in bold type (position +1) corresponds to the transcription start site mapped by 5′-RACE analysis. At the 3′ end, the
clusters of Ts are shown in purple. T residues in bold type denote the transcription termination sites located by RT–PCR,
specifying the number of clones found at each position. The locations of putative box A, intermediate element (IE) and box
C are shown. Genes were classified as types A, B and C, as indicated. (B) Sequence alignment of putative internal control
elements (box A, IE and box C) in L. major, X. laevis and S. cerevisiae. Nucleotides conserved in the three species are
denoted by black shading, while nucleotides conserved between L. major andX. laevis or S. cerevisiae are indicated by grey
shading.
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L. major 5S rRNA. In T. brucei, the mature 3′ ter-
minus of the 5S rRNA was mapped in a similar pos-
ition (Hitchcock et al. 2004). Interestingly, we
identified transcripts from the three types of 5S
rRNA genes present in L. major, which showed
that at least one copy of types A, B and C genes is
transcribed in exponentially growing promastigotes.
The ICR in 5S rRNA genes in X. laevis and

Saccharomyces cerevisiae consists of a box A, an IE
and a box C (White, 2011; Dieci et al. 2013).
Sequence analysis of the 5S rRNA genes in
L. major allowed us to identify putative homologues
of these three promoter elements (Fig. 1B).
Leishmania major box A is very similar to S. cerevi-
siae box A, as nine out of 15 nucleotides are con-
served. In contrast, the IE from L. major is more
similar to the IE from X. laevis than to the one
from S. cerevisiae: four out of six nucleotides are
conserved between L. major and X. laevis, while
two bases are conserved between L. major and S. cer-
evisiae. The least conserved promoter element is box
C, as seven out of 18 bases are conserved between L.
major and X. laevis, and only two bases are con-
served between L. major and S. cerevisiae
(Fig. 1B). Notably, base +70, which is the only in-
ternal nucleotide that is variable among 5S rRNA
genes, lies within the IE (Fig. 1A). Thus, the occur-
rence of a change within the ICR in 5S rRNA genes
suggests that differential regulation of Pol III tran-
scription is feasible in L. major.
It was reported that Leishmania and T. brucei

produce natural antisense RNAs complementary to
18S, 5·8S and 28S rRNA molecules. Although
their function is not known, they associate with
polyribosomes, and programmed cell death induces
their fragmentation (Padmanabhan et al. 2012).
Also, chloroplasts from Arabidopsis thaliana and
other plants produce an antisense 5S rRNA that
inhibits 5S rRNA maturation (Sharwood et al.
2011). To explore if antisense 5S rRNA transcripts
are generated in L. major, Northern blot analyses
with strand-specific oligonucleotides were per-
formed. Interestingly, while an abundant 5S rRNA
of the expected size (∼120 bases) was observed, no
antisense 5S rRNA transcripts were detected (data
not shown). Thus, unlike other rRNA molecules in
Leishmania and 5S rRNA in chloroplasts, stable
antisense RNA complementary to 5S rRNA is not
detected in L. major.

Synteny of 5S rRNA genes in Leishmania species

To determine the number of 5S rRNA genes in
other species of Leishmania, we analysed the
genome databases of L. mexicana U1103, L. brazi-
liensis M2904, L. infantum JPCM5 and L. tarentolae
Parrot-TarII (Peacock et al. 2007; Downing et al.
2011; Rogers et al. 2011; Raymond et al. 2012).
Eleven 5S rRNA genes are anotated in L. mexicana,

seven genes in L. infantum and six genes in L. brazi-
liensis. In L. tarentolae no single 5S rRNA gene is
annotated. However, BLAST searches in the
genome databases allowed us to identify several 5S
rRNA genes in L. tarentolae and additional genes
or pseudogenes in the other species (Fig. 2).
Sequence comparisons showed that 5S rRNA

genes are conserved in the different Leishmania
species (Fig. S1, panels A and B). As the G at pos-
ition +1 is present in all the genes, we considered
this base as the first nucleotide for all the genes.
The last base of each 5S rRNA gene was established
as the nucleotide located right before the T cluster.
With these parameters, we found that the length of
the genes ranged from 108 to 125 bases. However,
five of the annotated genes seem to actually corres-
pond to pseudogenes, since they lack parts of the
ICR and/or present several changes all along the se-
quence: the gene located on Chr5 in L. infantum
(108 bp), and four genes in L. braziliensis (the gene
on Chr5, gene 1 on Chr9, gene 3 on Chr11 and the
gene on Chr15) (Fig. S2). Thus, the number of au-
thentic 5S rRNA genes seems to be: 11 genes in L.
major and L. mexicana, 10 genes in L. tarentolae
and nine genes in L. braziliensis and L. infantum.
Overall, the sequence of the 5S rRNA genes in

Leishmania is highly conserved (Fig. S1, panel A).
Remarkably, the most variable position is nucleotide
+70, which is located within the IE. As mentioned
earlier, in L. major it can be either a G or an A. In
L. mexicana, L. braziliensis and L. tarentolae nucleo-
tide +70 is always an A, while in L. infantum it is a C
in five genes and an A in four genes (Fig. S1, panel
A). The order of the 5S rRNA genes is conserved
between L. major and L. mexicana, as they are
flanked by syntenic protein-coding genes and
tRNA genes (Fig. 2). L. infantum does not contain
the gene located on Chr15 in the other species.
The majority of the 5S rRNA genes in L. braziliensis
show synteny with the other species of Leishmania.
However, L. braziliensis possesses two 5S rRNA
genes that are not present in any other Leishmania
species: one located on Chr31 and one whose
chromosomal location has not been determined yet
(Fig. 2). L. tarentolae does not contain genes 1 and
2 on Chr11 and the gene on Chr15, but possesses
additional 5S rRNA genes on Chr9 (gene 2) and
Chr33 (Fig. 2).
The vast majority of 5S rRNA genes in the

different Leishmania species contain a tRNA gene
at their 5′ end. It is worth noting that several non-
annotated tRNA genes were identified in these loci
with the tRNAscan-SE search server (marked with
an asterisk in Fig. 2). All the 5S rRNA genes in
the different species of Leishmania contain a cluster
of several T residues at the 3′ end (Fig. S1, panels
A and B). Most genes have discontinuous T tracts
that are interrupted by up to three nucleotides,
which predominantly are Cs. Interestingly, four
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copies of the 5S rRNA genes in L. infantum have a
backup T cluster.

5S rRNA genes are located in the nuclear periphery

To investigate the nuclear distribution of 5S rRNA
genes in promastigotes from L. major, FISH assays
were performed with a biotin-labelled dsDNA
probe, and incubating with streptavidin Alexa
Fluor 568 conjugate. The probe clearly detected
the 5S rRNA genes as several bright spots localized
in the nuclear periphery or scattered throughout
the nucleus (which was stained with DAPI)
(Fig. 3A). In order to determine the localization
of 5S rRNA genes with respect to the nucleolus,

an L. major cell line that expresses a PTP-tagged
version of the nucleolar protein Elp3b (Alsford
and Horn, 2011) was obtained (see the ‘Materials
and Methods’ section). Conjugated FISH and in-
direct immunofluorescence experiments were
carried out in this cell line. These experiments
showed that in most cells 5S rRNA genes are not
associated with the nucleolus (Fig. 3B). In contrast,
nucleolar colocalization of 18S rRNA genes and
Elp3b was observed, as expected (Fig. 3C).
DNase and RNase treatment controls were used
to confirm the specific binding of the probe to
DNA. As expected, after DNase treatment 5S
rRNA-gene signal was abolished (as well as
DAPI signal), but after RNase treatment the

Fig. 2. Synteny of 5S rRNA genes in different species of Leishmania. The genomic context of 5S rRNA genes is presented
for L. major (Lm), L. mexicana (Lx), L. braziliensis (Lb), L. infantum (Li) and L. tarentolae (Lt). Orthologous genes are
joined by grey lines. Chromosome location is indicated on top of each individual synteny map, except for a 5S rRNA gene
in Lb, whose chromosomal location has not been assigned yet (NA Chr). The number above each 5S rRNA gene (blue
arrows) denotes the length of the gene (in bp). The type of 5S rRNA gene (A-S) is indicated inside each blue arrow.
Putative 5S rRNA pseudogenes are shown as blue arrows bordered by dashed lines. The type of T cluster at the 3′ end of
each 5S rRNA gene is indicated: continuous T tract (C), discontinuous T tract (D) and backup T tract (B). For tRNA
genes (green arrows), the corresponding amino acid is indicated (R=Arg, M=Met, V=Val, H=His, E=Glu, L=Leu,
S=Ser, P=Pro, G=Gly and Q=Gln). Protein-coding genes are shown as red arrows. Genes that are not annotated in the
TriTrypDB databases are labelled with an asterisk (*). Figure is not to scale.
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fluorescent spots were still clearly detected. Thus,
these data show that the 5S rRNA genes present
in L. major are mainly distributed in the nuclear
periphery (Fig. 3B).
In T. cruzi, 5S rRNA genes are organized as

tandem arrays in two different chromosomes
(Hernandez-Rivas et al. 1992). To determine the
nuclear distribution of these genes in epimastigotes,
we performed FISH experiments with a biotin-

labelled dsDNA probe. Similarly to L. major,
several bright spots were distributed throughout
the nucleus (Fig. 4A). To analyse the localization
of 5S rRNA genes with respect to the nucleolus, con-
jugated FISH and indirect immunofluorescence
experiments were carried out with an antibody
directed against the nucleolar protein 56 (Nop56).
As shown in Fig. 4B, 5S rRNA genes inT. cruzi epi-
mastigotes do not seem to associate with the

Fig. 3. 5S rRNA genes in L. major are located in the nuclear periphery. (A) DNA-FISH experiments using a 5S rRNA-
gene probe (red). Nuclei (N) and kinetoplast (K) were stained with DAPI (blue). Cells from two independent experiments
are shown. (B) DNA-FISH coupled with immunofluorescence using a 5S rRNA-gene probe (red), and an anti-protein C
antibody to detect a PTP-tagged version of the nucleolar protein Elp3b (green). Control treatments with DNase and
RNase are shown. (C) DNA-FISH coupled with immunofluorescence using an 18S rRNA-gene probe (red) and an anti-
protein C antibody to detect the recombinant protein Elp3b-PTP (green). Size bars represent 2 µm.
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nucleolus. Thus, regardless of whether 5S rRNA
genes are scattered in the genome or organized as
tandem arrays, they are apparently not associated
with the nucleolus in trypanosomatids.

5S rRNA is located in the nucleolus and cytoplasm

The subcellular localization of L. major 5S rRNA
was determined by FISH analysis. In these

experiments, a biotinylated antisense riboprobe
was transcribed in vitro and coupled with fluorescent
streptavidin to detect the 5S rRNA transcripts. The
hybridization produced a discrete and large spot in
the nucleus, as well as strong fluorescence dispersed
throughout the cytoplasm (Fig. 5A). By combining
FISH and immunofluorescence assays we demon-
strated that the 5S rRNA and Elp3b signals coloca-
lize, showing that the 5S rRNA transcripts are

Fig. 4. 5S rRNA genes in T. cruzi are dispersed in the nucleus. (A) DNA-FISH experiments using a 5S rRNA-gene probe
(red).Nuclei (N) and kinetoplast (K) were stainedwithDAPI (blue). Cells from two independent experiments are shown. (B)
DNA-FISH coupled with immunofluorescence using a 5S rRNA-gene probe (red), and an antibody against the nucleolar
protein Nop56 (green). Control treatments with DNase and RNase are shown. (C) DNA-FISH coupled with
immunofluorescence using an18S rRNA-gene probe (red), and an antibody todetectNop56 (green). Size bars represent 2 µm.
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localized in the nucleolus (Fig. 5B). The observed
cytoplasmic signal, which is stronger in the areas
around the nucleus, most likely corresponds to 5S
rRNA present in ribosomes that are distributed all
over the cytoplasm. As expected, 5S rRNA signal
was not affected in control FISH experiments with
cells pretreated with DNase. By contrast, no signal
was detected in the control treatment with RNase
(Fig. 5B).

DISCUSSION

Our analysis indicates that the genus Leishmania is
characterized by the presence of a small number of
5S rRNA genes, which ranges from nine genes in
L. braziliensis and L. infantum to 11 genes in L.
major and L. mexicana. Interestingly, in the species
that lack a 5S rRNA gene there is in some cases a de-
generate sequence (pseudogene) in the correspond-
ing region of synteny (Fig. 2), as has been reported
previously for protein-coding genes in Leishmania
(Peacock et al. 2007; Rogers et al. 2011). It is
worth noting that the orientation of all 5S rRNA
genes is conserved across Leishmania species, with

the exception of gene 2 on Chr11, which is inverted
in L. braziliensis and L. infantum (Fig. 2). While in
Leishmania the 5S rRNA genes are dispersed as in-
dependent copies throughout the genome, in the
different species of the genus Trypanosoma they are
tandemly repeated, and in some species they are
linked to the spliced-leader genes, transcribed by
Pol II (Torres-Machorro et al. 2010; Beauparlant
and Drouin, 2014). It was estimated that T. brucei
and T. cruzi possess approximately 1500 copies of
the 5S rRNA gene (Hasan et al. 1984; Hernandez-
Rivas et al. 1992). Thus, the number and genomic
organization of 5S rRNA genes is highly variable
between Leishmania and Trypanosoma. In order to
determine the genomic context of 5S rRNA genes
in other trypanosomatids, we analysed the genome
databases of Crithidia fasciculata, Leptomonas sey-
mouri and Endotrypanun monterogeii. While only
one 5S rRNA gene was found in C. fasciculata, no
single gene was identified in L. seymouri, which
probably indicates that these genome databases are
incomplete. On the other hand, 14 different 5S
rRNA genes were found in E. monterogeii.
Interestingly, some of these 5S rRNA genes are

Fig. 5. 5S rRNA transcripts are located in the nucleolus and the cytoplasm. (A) RNA-FISH assay using a biotinylated
antisense riboprobe (red) complementary to the 5S rRNA. Nuclei (N) and kinetoplast (K) were stained with DAPI (blue).
(B) RNA-FISH coupled with immunofluorescence using an antisense 5S rRNA riboprobe (red), and an anti-protein C
antibody to detect a PTP-tagged version of the nucleolar protein Elp3b (green). Control treatments with DNase and
RNase are shown. Size bars represent 2 µm.
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dispersed as single genes (such as in Leishmania),
whereas other genes are organized in tandem arrays
that contain up to four genes (such as in
Trypanosoma) (data not shown). Analyses of
genome sequences from other trypanosomatids, not
available at present time, will help understand the
evolution of 5S rRNA genes in this group of early-
branched eukaryotes.
In L. major, 5S rRNA genes can be grouped into

three types (A–C), and RT–PCR analysis showed
that at least one gene of each type is transcribed in
exponentially growing promastigotes (Fig. 1A). A
total of 19 different types (A to S) of 5S rRNA
genes are present in the five Leishmania species ana-
lysed (showing 3–6 types per species) (Figs 2 and
S1). Type A is the most widespread, as it is repre-
sented by eight genes in L. mexicana, three genes
in L. major and three genes in L. infantum. Type
G corresponds to six genes in L. braziliensis and
four genes in L. tarentolae (Fig. S1, panel C). Most
of the other types are represented by a single 5S
rRNA gene. Prediction of the consensus secondary
structure of the 5S rRNA genes in Leishmania
shows that it consists of five helices (I–V), two
hairpin loops (C and D), two internal loops (B and
E) and a hinge region (A), which are organized in a
three-helix junction (Fig. S3), as reported in other
organisms (Szymanski et al. 2016). The variable nu-
cleotide +70 is positioned within helix V, and it
base-pairs with nucleotide +105. In most genes, an
A at position +70 base-pairs with a U at position
+105. However, it is interesting to note that two
5S rRNA genes in L. infantum that possess a C at nu-
cleotide +70 contain a G at base +105, so that base
complementarity is maintained. Position +12 is
also variable, but it is located in loop A (Fig. S3).
Conserved internal promoter elements most likely

control transcription of 5S rRNA genes in
Leishmania (Fig. 1). Interestingly, the vast majority
of 5S rRNA genes in these parasites are preceded by
a tRNA gene located at a short distance. Thus, it is
tempting to hypothesize that, in addition to the in-
ternal promoter elements, boxes A and B from the
neighbour tRNA gene might participate in the tran-
scriptional regulation of 5S rRNA, as has been
reported for snRNA genes in trypanosomatids
(Nakaar et al. 1994; Rojas-Sánchez et al. 2016). A
cluster of T residues of variable length, frequently
followed by a backup T-cluster, was found on
every single 5S rRNA gene in the different species
of Leishmania analysed (Fig. S1). A second T
stretch is also common in tRNA genes in trypanoso-
matids (Padilla-Mejia et al. 2009). In other organ-
isms, transcripts that end within the backup T
tract contain long 3′ trailer regions, whose processing
to create mature RNAs generates small RNA mole-
cules that may play functional roles. In human and
other vertebrates, for instance, small RNAs derived
from tRNA 3′ trailers accumulate in the cytoplasm,

where they participate in the regulation of gene si-
lencing and might be involved in other biological
functions (Haussecker et al. 2010; Liao et al. 2010).
It would be interesting to determine if stable 5S
rRNA and/or tRNA 3′ trailers are produced in
Leishmania and if they participate in gene regulation.
Combined DNA-FISH and indirect immu-

nofluorescence experiments showed that the 11 5S
rRNA genes present in L. major are mainly located
at the nuclear periphery (Fig. 3). In T. cruzi, 5S
rRNA genes were observed as bright spots distribu-
ted throughout the nucleus (Fig. 4). Interestingly,
most genes in L. major and T. cruzi do not seem to
be located within the nucleolus or at the nucleolar
periphery. A similar result was reported for 5S
rRNA genes in T. brucei (Ersfeld and Gull, 1997).
However, this is different from what has been
found in S. cerevisiae and Dictyostelium, where 5S
rRNA genes are linked to the rRNA units (that
contain the 18S, 5·8S and 28S rRNA genes) and
are consequently nucleolar (Hofmann et al. 1993;
Thompson et al. 2003). Nevertheless, association
of 5S rRNA genes and the nucleolus has been
observed in several species where the 5S rRNA
genes are not linked to the rRNA unit in the linear
DNA (Haeusler and Engelke, 2006). For instance,
in the plant Pisum sativum, which has around 5000
copies of the 5S rRNA genes organized in six
tandem arrays, a clear association of at least one of
the arrays with the nucleolar periphery was observed
(Highett et al. 1993). Also, 5S rRNA genes in human
cells were often located at the nucleolar periphery
(Matera et al. 1995). It has been hypothesized that
the 5S rRNA genes that are associated with the nu-
cleolus are most actively transcribed, producing
transcripts at the nucleolus where they are needed
(Highett et al. 1993). However, in Drosophila mela-
nogaster, 5S rRNA genes do not seem to be located
in the vicinity of the nucleolus (Hochstrasser and
Sedat, 1987). It is worth noting that the observed
distribution of 5S rRNA genes in L. major resembles
the nuclear spreading reported for BRF1, a subunit
of Pol III transcription factor TFIIIB, in T. brucei
(Velez-Ramirez et al. 2015).
For the purpose of associating with pre-ribo-

somes, 5S rRNAs are expected to locate at the nucle-
olus at some point. In accord with this fact,
combined RNA-FISH and indirect immunofluores-
cence assays demonstrated that the 5S rRNA coloca-
lizes with the nucleolar protein Elp3b (Fig. 5), which
shows that the 5S rRNA transcripts are localized in
the nucleolus in L. major. Nevertheless, 5S rRNA
was also found to be scattered in the cytoplasm, es-
pecially in the areas near the nucleus, where
mature ribosomes are located. A similar nucleolar
and cytoplasmic distribution has been reported for
5S rRNA and 28S rRNA in vertebrates (Matera
et al. 1995; Weisenberger and Scheer, 1995), and
for 18S rRNA in T. brucei (Chaves et al. 1998). It

115S rRNA genes in L. major

http:/www.cambridge.org/core/terms. http://dx.doi.org/10.1017/S0031182016001712
Downloaded from http:/www.cambridge.org/core. UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, on 11 Oct 2016 at 18:53:52, subject to the Cambridge Core terms of use, available at

http:/www.cambridge.org/core/terms
http://dx.doi.org/10.1017/S0031182016001712
http:/www.cambridge.org/core


is worth noting that there is a substantial difference
between the patterns observed for the 5S rRNA
and the Elp3b protein (Fig. 5). In trypanosomatids,
the nucleolus has a bipartite structure, as it is com-
posed of a dense fibrillar component (that seems to
include the fibrillar centres) and a granular compo-
nent (Ogbadoyi et al. 2000; López-Velázquez et al.
2005). While 5S rRNA is expected to locate into
the granular component, where pre-ribosome as-
sembly occurs, Elp3b would be localized in the
dense fibrillar component, the sites of active Pol I
transcription in trypanosomatids.
In conclusion, in the present study we have shown

that the genus Leishmania presents a small number
of 5S rRNA genes, whose sequence and genomic or-
ganization is conserved. Our results also demon-
strate that 5S rRNA genes in L. major are mainly
located at the nuclear periphery, and not associated
with the nucleolus, as has been reported in most
species. A similar localization was observed for the
tandemly repeated 5S rRNA genes in T. cruzi. By
contrast, 5S rRNA transcripts in L. major were loca-
lized within the nucleolus, and scattered throughout
the cytoplasm. Thus, our results significantly in-
crease the knowledge of 5S rRNA genes and Pol
III transcription in an early-branched eukaryote.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The supplementary material for this article can
be found at http://dx.doi.org/10.1017/S00311820
16001712
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Figure S1. Sequence analysis of 5S rRNA genes in different species of Leishmania. A) 

Sequence alignment of the 5S rRNA genes present in L. major (Lm), L. mexicana (Lx), L. 

braziliensis (Lb), L. infantum (Li) and L. tarentolae (Lt). Genes are indicated by grey 

shading. The G shown in red (position +1) corresponds to the transcription start site mapped 

by 5´-RACE analysis in L. major.  The putative last base of each gene is shown in bold type. 

At the 3´ end, the clusters of Ts are shown in purple and underlined. The locations of putative 

box A, intermediate element (IE) and box C are indicated. The type of 5S rRNA gene is 

indicated. B) Characteristics of 5S rRNA genes and transcription termination signals in 

Leishmania. Termination types were classified as: continuous T-cluster (C), discontinuous 

T-cluster (D) or backup T-tract (B). All distances and lengths are indicated in base pairs. The 

genes that were identified in this work, and that do not have a TriTrypDB name, are marked 

with an asterisk. C) Frequency of the different types of 5S rRNA genes found in the species 

of Leishmania, as shown in panel A. 

Figure S2. Sequence comparisons of a 5S rRNA gene in L. major (LmjF.09.5SrRNA.01) and 

putative 5S rRNA pseudogenes found in other species of Leishmania. LbrM.05.rRNA1, 

LbrM.15.rRNA1 and LinJ.05.rRNA2 are annotated in TriTrypDB as 5S rRNA genes. 

LbrM.09.Pseudo5S and LbrM.11.Pseudo5S were identified in this work. The TriTrypDB 

browser landmark is shown between parentheses for each pseudogene.   

Figure S3. Predicted consensus secondary structure of 5S rRNA in Leishmania. The five 

helices (I-V) and five loops (A-E) are indicated. The position of the internal control region 

(Box A, IE and Box C) is also shown. The variable positions (+12, +70 and +105) are 

denoted.  



A

9-3
9-4
11-1
11-2
11-3
15
21-1
21-2
23
5

9-3
9-4

9-1

11-1
11-2
11-3
15
21-1
21-2
23
9-3
9-4*
11-1*
11-2
21-1*
21-2
23
31*

9-1
5

5SrRNA
gene 

CCTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTCACCTTTTTTTTTGCGGCGGCCCTCTTCCTACCG

CTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTCTTTTTCCCACGGCGCCCTAGAACACCTACCAGGG

ACATC AGTACGACCA ACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTC GTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTC TTTTTCTAGCCGCCGCTTCCTCGGTCTCTTGCCAGG

ACATCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCTAGCCGCCGCTTCCTCGGTCTCTTGCCAGG

TTGTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCTTTTTT TCTCATTCTCCACGGACGGTAGCTTGGGGA

CTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTGTGTTCCCCCACGCTAACGTCGTGGGGGT

TTTTTGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTCTTTTTCCCCCTCCGAGGGTGACCCCCTCGAGCG

GTTTTGAGCACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTGCTCCGTCTTTTTTTTCCCCCTCGGGTGGGGGGGCCACTGG
CTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCC CGAGCGCGTTTCTCCATTCACACGC

CTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACCCCCTTTTTCCGAAAGCTTTTTGTATTTCACGTCAGGCA

ACTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTCTCTTTTCTTGCACCGAGTACTTCATACTCGGAAT

CTCCCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCTTTTCCTTTTATCTTCCTTACTTTTTGACAAGCAGTT

CTCTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCC TTTTTGTGTTTCGCGAGCATAGCTCCCCTATGCCT

TCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTCGTTGCGTCAAAACTGTGGACTGATTCTGT

CTCTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCC
T
TTTTCTCGCCGGAGCGAGTATTCCATAGTAGCCAAA

CTCCCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCCTTTCCCTGGACAGATAATTCCGTTCTAGC

AGA
AGATCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACCCCACCCTTTTTGCAGCGTCAAAAAAGATCTTCCCCCAA

CCGTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCCGCACGCACCGTTTTCGTGC

CCTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTCCTTTTTCCACCGCACCATTTGCACGCGGCGC
CCTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTCCTTTTTCCACCGCACCATTTGCACGCGGCGC

CCGTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCCGCACGCACCGTTTTCGTGC
TCACCCTGC
TCACCCTGC

C
C

ACTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTCGTGCTCGCCATCCCGTCTTCCTCTC
ACTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTCGTGCTCGCCATCCCGTCTTCCTCTC

TGGC
TGGC

CCTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTCCTTCTGCCCACCCGCCAGGGTGGG

CTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTCCCCCCTCCGTGGGGGAGGGGGCGCTTGGG

G AATTTC AGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTC GTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCACCCTTTTT GCCACCACCCCAGAAAGGCTGGCGGGG

AGTCAGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACCCCTCTCCTTTTCTCTGGTGGCAGAGGGCGCATCACCGT

CCATCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTCGGGGGTGCCGCATAGCCCGCTTTCGCCAA

ATCTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTTAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGAAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTGGAGGAGTGCCGCACCGCCCTCGCGCCGA

CTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTC
T
CTTTTTCATGGGGTCATCCCCCCATCCTCTT

GTTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTCTTTTTCCCTCTTTTATGCGGCCATCTCCCCTCCC

CCCGGTG

CC

TTTTCCTTTTT

Lm

Lx

Lb

+1 150

Box A IE Box C

10 20 30 70 80 90 100 110 120 130 14040 50 60

T

Figure S1

5* CTCTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTGCTAAAAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

9-1
9-3
9-4
11-1*
11-2*
11-3
21-1*
21-2
23

CCGTTGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCCGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACTCGGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTCATCCCCTGAGCTACCGTCGTGGCGATGA

TGTTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTCGAGTGCACTTTTCGGCTCACAGCCGCGCA

CTCTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCCCCTGATTTGCGAGCAGTTTTCCTTTGGCT
CTCTCGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCTTTTCGTCGGCCGAAGAAATCCATGCTAGCT
ACGACGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCCGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTCCGCCGCACCGTTTTCGTGC
ACGACGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCCGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTCCGCCGCACCGTTTTCGTGC

TCACCCTGC
TCACCCTGC

ATCTCGGGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCCGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCCCACCCTTTTCCCTCCACCGGGTTGGCCCGGTGAAA

ACTTTGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATTCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCTTTTTTTGGCGGGCCCCATCGCCCGCTTTCGCCAATC

CTTTAGAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCCGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCGGAGTGCCGTACTCTTTTTTCCCTTTTCTACG TGCCCCCCTTTCCTACAGC

Li

9-1* AAGTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTCTGGAGATGCCGCCCTCCTCTCCATGAGGACA
9-2* AAGTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTC TTTTTTTTTCCGCGCCCGCAAAGCCTTCCTGGCGCTTTT
9-3* CCAATGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCTTTTTTCTTAGTTATATTTAGTTAGTTTTGAGGGAAA
9-4* CCAATGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCTTTTTTTCTTGTCTCTCTGTTGGGGCCTACTCATGCA
11-3* CTCTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCACTTTTTTTTCATCCCACTGATATCAAATCGTAGGG
21-1* CTTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCCCTTTTTCCCAACAGGCGCCCCGCCGAGGCACCGCC
21-2* CTTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTTTTTTGCATCCCGGCCCTCCTCGTCAGGAGT
23* TCTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCCACTGTTTTTTGCTTAGTAGTGCTTTTCATGTGTAT
33* ATTTCGAGTACGACCATACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCAGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCCTTTTTCTTTTTGCCAAGCCCCCTCTTGGCGACCACG
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GAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACT
CCGGAAAACAGCACGCGTGCGAAAG--CAAAAACCCCGCCAATTTCCGCA----CCACCC
 .* *..**..***  *:* ****.  *.*:*:***  **.****  *.*    . ..* 
                             

CACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCC
CCCAGGCCCGGCTAGCCCCTCAGCAGGAGATGGCCCGAGGCCCCTGGACGCCGCGCTC-
*.***** *** *** .*  ..* ..*:****.* **.*..*****.. **** .***  

LmjF.09.5SrRNA.01
LbrM.09.Pseudo5S 110 bp

Box A IE Box C
(LbrM.09:280,941..280,830)

119 bp

GAGTACGACCACAC----------------TTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATT
GAGGTCGACCACCTTTCGAAGAGGACACCACTTGGAAAAAACATCACATCCCGTCTAATT
*** :*******.                  * .*:.****** ** ******** .***

LmjF.09.5SrRNA.01
LbrM.05.rRNA1

TGAGTGCCGTACTCC--
TTTGCG--GTACGCTAG
* :* *  **** *

TGTGAAGTTAAGCACTCACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCC
CATGAGGTTGGTCATCCGCCGGCGC---------GGGGGCCAGCGATGGCCCTGGAACCC
 .***.***.. **  *.*.*** *          *.** *** ****.* * *******

Box A IE Box C

126 bp

(LbrM.05: 350,507..350,632)

119 bp

LbrM.11.Pseudo5S
GAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACT
CAGTACGACCATGTTTTGATGAAAACACCGTGTCCCGTCTGGCTTGTGAAGTTAGGCGCC
 ********** . ** ..**********.*.******* *. ***********.**.* 

LmjF.09.5SrRNA.01 CACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCC
CACAGGGTTAGTCAGTCCTGAGATCAGCGATGGCTCAGGAACACTGGGTGCCGTGCCCC
****** * .** ***.*****.**** ****.***.*****.***.*******.* ** 

Box A IE Box C

119 bp

(LbrM.11: 341,205..341,323)

119 bp

GAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACT
GAGCACGACCATGCCAAGGAGAAAACACCACATCCCGCCCGATTTGCGA---AAAGCACT
*** ******* .* :..*:********** ****** ******** **   :*******

LbrM.15.rRNA1
LmjF.09.5SrRNA.01 CACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACCCTGAGTGCCGTACTCC

CACAGGCTT----AGTGCTGATGTCGGTGTTGGCTCGGGAACCTTACGTGTCGTGCTC-
********     ***.**** ***.***:**.********** *..*** ***.*** 

Box A IE Box C

111 bp

(LbrM.15: 325,164..325,274)

119 bp

LmjF.09.5SrRNA.01
LinJ.05.rRNA2

CACAGGCTCGGTTAGTACTGAGGTCAGTGATGACTCGGGAACTCGGAGTGCCGTACTCC-
CACAGGCTCG------------GTAAGTGATGACTCGGGAACCCTGGGTGCCGTGCTCCG
**********            **.***************** * *.*******.**** 

GAGTACGACCACACTTGAGTGAAAACACCATATCCCGTCCGATTTGTGAAGTTAAGCACT
GAGCACGACCACACTTGAGTGAAACCACCATATCCCGTCCGATCTGTGAAGTTAAGCCCT
*** ********************.****************** *************.**

Box A IE Box C

108 bp

(LinJ.05:359,289..359,396)

119 bp

Figure S2
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