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Articulo de tesis

Filogenética molecular para la identificacion de Leishmania spp.
mediante el analisis de secuencias de Citocromo b (Cytb) del ADN
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Resumen: La leishmaniasis es un conjunto de infecciones parasitarias con amplia diversidad epidemiologica e importante relevancia
clinica siendo endémica en varios paises. Se ubica entre las enfermedades tropicales desatendidas mas importantes y es considerada
como un grave problema de salud publica por la Organizacion Mundial de la Salud, debido a la alta morbilidad y mortalidad que la
caracterizan. La enfermedad es ocasionada por parasitos del género Leishmania, describiéndose alrededor de 20 especies patogenas
para el hombre que han demostrado una alta prevalencia en muchos paises de América Latina entre ellos el Ecuador, habiéndose
reportado casos en todo su territorio, sin embargo se requieren mayores estudios que profundicen en aspectos ecoepidemioldgicos,
epidemiologia molecular y relaciones filogenéticas de las especies que permitan la aplicacion y desarrollo de estrategias de
intervencion y control. El entendimiento de las relaciones evolutivas entre estas especies y el medio donde evolucionan es esencial
para la prediccion de patrones de transmision y la epidemiologia de la leishmaniasis. Nuestra hipdtesis plantea que existe una marcada
estructura filogenética de las especies de Leishmania presentes en Ecuador con base en el analisis del Citocromo b lo cual refleja un
patron de distribucion relacionado con la region andina y amazdnica del continente. Se aplico el método de optimizacion de
parsimonia maxima (MP) mediante el programa MEGA-11 para el analisis filogenético de las secuencias del gen Citocromo b
mitocondrial (cytb) de Leishmania obtenidas de GeneBank. La matriz obtenida demostré efectividad para identificar las secuencias
de Leishmania analizadas con base a las caracteristicas filogenéticas a nivel de especies y subespecies. El analisis filogenético
evidencid que la clasificacion y distribucion de las especies de Leishmania que circulan en el Ecuador concuerda con lo informado
en investigaciones previas presentando un patron de distribucion geografica relacionado con la costa del Pacifico, la region andina y
amazonica del continente.

Palabras clave: Leishmaniasis; Kinetoplastidos; Taxonomia; Filogenética; Filogeografia, Sinapomorfia; Parsimonia.

Abstract: Leishmaniasis is a group of parasitic infections with wide epidemiological diversity and important clinical relevance,
being endemic in several countries. It is among the most important neglected tropical diseases and is considered a serious public
health problem by the World Health Organization, due to the high morbidity and mortality that characterize it. The disease is caused
by parasites of the genus Leishmania, describing about 20 species pathogenic to humans that have shown a high prevalence in many
Latin American countries including Ecuador, having reported cases throughout its territory, however, further studies are required to
deepen ecoepidemiological aspects, molecular epidemiology and phylogenetic relationships of the species that allow the application
and development of intervention and control strategies. Understanding the evolutionary relationships between these species and the
environment where they evolve is essential for the prediction of transmission patterns and the epidemiology of leishmaniasis. Our
hypothesis is that there is a marked phylogenetic structure of Leishmania species present in Ecuador based on the analysis of
Cytochrome b, which reflects a distribution pattern related to the Andean and Amazonian region of the continent. The maximum
parsimony (MP) optimization method was applied using the MEGA-11 program for the phylogenetic analysis of Leishmania
mitochondrial cytochrome b (cytb) gene sequences obtained from GeneBank. The matrix obtained showed effectiveness in
identifying the Leishmania sequences analyzed based on phylogenetic characteristics at the species and subspecies level. The
phylogenetic analysis showed that the classification and distribution of Leishmania species circulating in Ecuador is consistent with
previous research, presenting a geographic distribution pattern related to the Pacific coast, the Andean and Amazonian regions of the
continent.

Keywords: Leishmaniasis; Kinetoplastids; taxonomy; Phylogenetics; Phylogeography, Synapomorphy; Parsimony.

1. Introduccion

La leishmaniasis comprende un grupo de infecciones parasitarias desatendidas con importancia clinica y amplia
diversidad epidemioldgica. Estas enfermedades son endémicas en varias regiones del mundo que presentan climas
tropicales o subtropicales, incluyendo paises de la cuenca mediterranea (Kato et al., 2016). La manifestacion clinica
de la leishmaniasis puede presentar sintomatologia variable con fiebre, anemia, emaciacion, hepatoesplenomegalia y
supresion de la inmunidad, siendo la destruccion de tejidos con formacion de ulceras cutaneas su caracteristica mas
visible (Ghorbani & Farhoudi, 2017).
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A nivel mundial, la leishmaniasis estd ubicada entre las diez enfermedades tropicales desatendidas con presencia
en 98 paises y alrededor de 12 millones de personas infectadas, con un promedio de 1,6 millones de casos nuevos por
afo (Mouttaki et al., 2014). Se encuentra dentro de las enfermedades tropicales mas importantes, debido a la alta
morbilidad y mortalidad que la caracterizan, siendo considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como un
grave problema de salud publica a nivel mundial (Basmaciyan & Casanova, 2019). De igual manera forma parte del
grupo de enfermedades desatendidas que afectan principalmente a las poblaciones mas pobres de zonas rurales con
un limitado acceso a servicios de salud (Lopez-Oceja et al., 2016). Su presencia esta directamente relacionada a la
pobreza, pero es influenciada en su epidemiologia por factores sociales, ambientales y climaticos (WHO, 2022).

En América Latina existe una gran prevalencia de esta patologia, por motivo de la variedad de climas tropicales
y subtropicales que posee el continente, condiciones que favorecen el ciclo de vida del insecto vector de la transmision
(Lopez-Oceja et al., 2016). En paises como Venezuela, Brasil, Colombia, Pert y Ecuador, se evidencia una alta
prevalencia de leishmaniasis que la posiciona entre los principales problemas de salud publica. También es importante
sefalar que la tasa de incidencia ha incrementado en estos paises por el desplazamiento poblacional y factores
migratorios, que han generado la invasion del habitat natural del vector y del ciclo de transmision enzodtica (Davila
etal., 2021).

En las Américas, la leishmaniasis cutanea es endémica en 18 paises, con un promedio de aproximadamente
54.000 casos por afio siendo la forma mas frecuente en la Region y alrededor del 90% de los casos se encuentran
asociados con 15 especies de Leishmania como agentes causales. Las formas clinicas cutaneas, como la diseminada
es principalmente causada por L. (V.) braziliensis y la cutanea difusa producida por L. (L.) amazonensis y L. (L.)
mexicana, siendo mas dificiles de tratar y con recaidas frecuentes. El promedio de casos en la distribucion se concentra
en el Area Andina con el 43% de los casos, en Brasil con el 37%, en Centroamérica con 18%, con el resto en el Cono
Sur, Caribe No Latino y México. De los paises endémicos, alrededor del 76% de los casos ocurren en Brasil, Colombia,
Nicaragua, y Peru. La forma mucosa, causada con mayor frecuencia por L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, y L.
(V.) guyanensis, representa aproximadamente el 4% de los casos de leishmaniasis cutanea en las Américas y es una
forma clinica grave por causar importantes mutilaciones y discapacidades si no se diagnostica y trata a tiempo. La
leishmaniasis visceral causada por L. infantum es endémica en 13 paises de las Américas, con un promedio alrededor
de 3.500 casos por afio, aunque el 96% de los casos se notifican en Brasil. La proporcion de los casos de coinfeccion
VIH-leishmaniasis visceral han ido en aumento a lo largo de los afios, alcanzando el 11% en 2019, el porcentaje mas
alto desde 2012 (Akhoundi et al., 2016; WHO, 2022).

En Ecuador, la leishmaniasis se ha reportado en 21 provincias del pais, en las zonas subtropicales de la costa del
Pacifico, las zonas tropicales amazonicas y las zonas alto andinas (Kato et al., 2016). La leishmaniasis se considera
como una enfermedad endémica en territorio ecuatoriano, de acuerdo con el informe mensual realizado por la
Direccion Nacional de Vigilancia Epidemiologica del Ministerio de Salud Publica en el afio 2021, se reportaron 1251
casos confirmados, de los cuales 1217 casos (97,2%) corresponden a leishmaniasis cutanea (LC) y 34 (2,7%) casos
de leishmaniasis mucocutanea (LMC) que corresponden a siete especies del género Leishmania (MSP, 2022).

Las formas de leishmaniasis cutanea y visceral son las mas frecuentes en humanos (Kaye et al, 2020). El periodo
de incubacidn para la leishmaniasis cutanea abarca de una semana a varios meses y esta caracterizada por la formacion
de una lesion primaria Unica con tendencia a la ulceracion en el sitio de picadura del vector. La forma visceral va
desde dos a cuatro meses, siendo el resultado de la diseminacion de macrofagos infectados a través del sistema
reticuloendotelial, con un dafio subsiguiente de la médula dsea, el bazo y el higado, siendo letal si no se recibe el
tratamiento de manera inmediata (Ching Chacon et al.,, 2022). La especie de Leishmania condicionara las
caracteristicas clinicas, distribucion y frecuencia de la enfermedad. Los factores ambientales y socioeconomicos
influiran en los factores individuales del hospedador/reservorio vertebrado y la presencia del vector (Dias-Lopes et
al., 2021).

El diagndstico de la enfermedad puede ser presuntivo o definitivo y, dependerd de las caracteristicas clinicas
asociadas a la patologia (Ching Chacon et al., 2022). El diagnostico puede presentar una alta dificultad, especialmente
en zonas endémicas con circulacion de varias especies de Leishmania que pueden causar lesiones de apariencia muy
similar y con presencia de otras enfermedades cutaneas con sintomas clinicos parecidos. Aun en la actualidad, el
diagndstico parasitologico es considerado como el estandar y, cuyo fundamento consiste en la identificacion directa
de amastigotes en frotis microscopicos y/o cultivo de promastigotes de tejidos infectados. Aunque estas técnicas
presentan una elevada especificidad, su sensibilidad es muy baja y demandan demasiado tiempo. Cuando se aislan
promastigotes, se deben usar técnicas adicionales para la caracterizacion de especies como el analisis de electroforesis
de enzimas multilocus consideradas el estandar actual, pero requiere el cultivo masivo de los parasitos. La sensibilidad
de todos los métodos de diagnéstico es muy variable, ya que depende del procedimiento de muestreo y las habilidades
técnicas del personal que realiza las pruebas (Mouttaki et al., 2014; Sundar & Singh, 2018).

Varias especies de Leishmania pueden ocasionar estas enfermedades mediante una via de transmision zoondtica
por la picadura de mosquitos hembra de los géneros Phlebothomus presentes en Europa, Asia y Africa o del género
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Lutzomyia originario de América. Los hospedadores y reservorios son animales mamiferos. La transmision al hombre
u otro animal va a depender de la especie de Leishmania (Fernandez Martinez et al., 2019).

Los parésitos del género Leishmania pertenecen al Reino Protista, Clase Kinetoplastea, Subclase
Metakinetoplastina, Orden Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae, Subfamilia Leishmaniinae y Género
Leishmania (Akhoundi et al., 2016). La familia Trypanosomatidae comprende un grupo diverso y amplio de parasitos
protozoarios pertenecientes a la clase de orden superior Kinetoplastida. Los kinetoplastidos son protozoos flagelados
conformados por eucariotas parasitos monofiléticos obligados con un tunico flagelo y biflagelados de vida libre,
caracterizados por presentar una masa unicay densa de circulos de ADN extranucleares ensamblados en una estructura
en forma de disco conocida como kinetoplasto. Las especies uniflageladas de la familia Trypanosomatidae son las
mas estudiadas dentro del grupo de kinetoplastidos, en consecuencia, a su importancia médica y a las graves amenazas
que representan para la salud publica como agentes causales de enfermedades tropicales desatendidas (NTD, por sus
siglas en inglés). La clasificacion de los tripanosomatidos ha recibido mayor atencion que la de otros kinetoplastidos
(Kaufer et al., 2020).

La transmision de Leishmania ocurre en la interfase parasito-vector-hospedador y su éxito depende de un proceso
multifactorial dinamico influenciado por los tres. El parasito se introduce en el flebotomo vector a través de su
alimentacion hematofagica proveniente de un vertebrado infectado. En el flebotomo, los parasitos se desarrollan
pasando de fase de amastigotes a promastigotes metaciclicos infecciosos dentro del tracto digestivo. En este punto, el
flebotomo es infeccioso y puede transmitir los parasitos. Posteriormente, al alimentarse de otro vertebrado, el parasito
es inyectado al torrente sanguineo, donde en su forma de promastigote infectara nuevos macrofagos y se transformara
nuevamente en amastigote. Estudios han demostrado que los factores como la saliva del fleb6tomo y el gen secretor
de promastigotes (PSG), son una parte integral de la transmision vectorial que facilitan la supervivencia y el
establecimiento del parasito en el hospedador. La respuesta inmune del hospedador a la picadura de un flebétomo
también contribuye al éxito de la transmision (Ching Chacén et al., 2022; Serafim et al., 2021; Kaye et al, 2020).

Se han descrito aproximadamente 53 especies de Leishmania sin considerar los sinénimos e incluyendo los cinco
subgéneros y complejos: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, L.enriettii complex y Paraleishmania; de estas, se
sabe que 31 especies son parasitos de los mamiferos y 20 especies son patdogenas para los seres humanos. (Akhoundi
etal., 2016) siendo las principales: L. (L.) major, L. (L.) major-like, L. (L.) tropica, L. (L.) killikiand, L. (L.) aethiopica
que corresponden al complejo de L.(L.) tropica; L. (L.) donovani, L. (L.) archibaldi, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi
igual a L. (L.) infantum pertenecientes al complejo L.(L.) donovani; L. (L.) amazonensis, L.(L.) garnhami, L.(L.)
mexicana 'y L.(L.) pifanoi correspondientes al complejo L.(L.)mexicana,; finalmente L.(V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis 'y L. (V.) shawi dentro del complejo L.(V.) brasiliensis (Asato et al., 2009).

El entendimiento de las relaciones evolutivas entre las especies de Leishmania, con los vectores y los
hospedadores es crucial para la prediccion de los patrones de transmision de Leishmania, la epidemiologia de la
leishmaniasis y el desarrollo de estrategias de intervencion y control. Para lograr tal comprension, se requerira mejor
informacion sobre la distribucion mundial de los parasitos de Leishmania en relacion con sus vectores y huéspedes
intermediarios (Akhoundi et al., 2016).

En el Ecuador, se han reportado casos con las formas clinicas de LC y LMC, sin embargo, la investigacion sobre
la variabilidad genética de la Leishmania en el pais es limitada. Utilizando el gen mitocondrial del Citocromo b (Cytb)
para determinar la distribucion geografica de las especies de Leishmania, se identificaron los agentes causales de
leishmaniasis. Los resultados indican que L. (V.) guyanensis y L. (V.) braziliensis estan ampliamente distribuidas en
las areas subtropicales de la costa del Pacifico y tropical amazonica, respectivamente. Los datos obtenidos también
sugieren que los casos de LC causados por L. (V.) braziliensis estain aumentando en las areas de la costa del Pacifico.
Se confirmaron las distribuciones de L. (V.) naiffi y L. (V.) lainsoni, ambas identificadas recientemente en la Amazonia
ecuatoriana, y se identificoé L.(L.) mexicana en un area andina, también se ha reportado la presencia de
L.(V.)guyanensis/panamensis, L. (L.) amazonensis, y L. (L.) major en algunas regiones del territorio ecuatoriano (Kato
et al. 2016; Gomez et al., 2018). Sin embargo, en estos estudios no se profundizo en aspectos ecoepidemiologicos,
epidemiologia molecular, ni relaciones filogenéticas de las especies.

La elaboracion de una matriz de identificacion filogenética de la diversidad de especies, utilizando el gen del
cytb como marcador gendmico para la identificacion molecular disponible en NCBI (GenBank) nos permitira una
correcta identificacion y el analisis epidemiologico molecular de las especies de Leishmanias y las formas clinicas de
LC y LMC endémicas del pais, generara informacion que se podra utilizar para el planteamiento de estrategias y
politicas sanitarias eficientes y adecuadas, aplicacion de tratamientos farmacoldgicos efectivos para las variedades de
Leishmania, ademas de implementar programas de vigilancia epidemiologica efectivos en beneficio de la comunidad
mas vulnerable dado que el complejo factor geografico que delimita su existencia, la desigualdad social que padecen,
la pobreza econémica que actiia como limitante de una reaccion rapida ante la aparicion de la leishmaniasis y las
falencias culturales que en materia preventiva evidencian generalmente los habitantes que la componen. Por lo tanto,
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la identificacion correcta de las especies de estos parasitos en areas endémicas sera importante tanto para el tratamiento
adecuado, el prondstico y evolucion de la enfermedad, asi como desarrollo de nuevas estrategias farmacoterapéuticas.

La hipétesis planteada indica que existe una marcada estructura filogenética de las especies de Leishmania con
base en cytb del ADNmt correlacionada con su identificacion taxondmica fenotipica y patrones ecoepidemiolédgicos,
mientras que las especies presentes en Ecuador muestran un patrén de distribucion relacionado con la region andina
y amazonica del continente.

El objetivo de nuestro estudio se enfocd en inferir las estructuras filogenéticas y filogeograficas de especies de
Leishmania presentes en Ecuador empleando secuencias del gen cytb del ADN mitocondrial (mt) para determinar
correlaciones taxonomicas, epidemiologicas, evolutivas y geograficas. De esta forma generar una plataforma confiable
de identificacion molecular que debera ser validada con muestras de campo y cultivos de laboratorio.

2. Materiales y Métodos.

2.1 Citocromo b mitocondrial (cytb) como marcador genético para analisis e identificacion de Leishmanias

Se selecciono el gen de Citocromo B mitocondrial (cytb), gen que interviene en el ciclo de respiracion celular.
La cytb es la principal subunidad catalitica redox de Quinol que participa en el proceso de transporte de electrones de
la cadena respiratoria mitocondrial. Se considera uno de los genes mas funcionales y frecuentes para estudios
filogenéticos, forenses, de biodiversidad e identificacion de especies de Leishmania, ya que proporciona una
reconstruccion precisa de la filogenia en los niveles de Superorden, Orden y Familia (Lopez-Oceja et al., 2016;
Mohammadpour et al., 2019; Davila et al., 2021).

2.2 Muestreo y construccion de datos y matrices de secuencias

Se utilizé la base de datos del National Center for Bioinformatic Information (NCBI) o GeneBank para la
busqueda y muestreo de las secuencias del gen de Citocromo b mitocondrial (cytb) disponibles para las especies
representativas de Leishmania. Se seleccionaron entre 1 a 5 secuencias por especie acorde a la disponibilidad en
GeneBank con un tamafio entre 500 a 1100 pb para 29 especies de Leishmania con importancia clinica y
epidemioldgica para el hombre. Las secuencias seleccionadas provienen de América, Europa y Asia. Se incluyeron
dos especies del género de Endotrypanum como grupos hermanos de referencia de acuerdo a REF. Dos
especies/secuencias de Trypanosoma (T cruzi y T rangeli) como grupos externos de comparacion para el
enraizamiento del analisis filogenético fueron incluidas en la matriz. Todas las secuencias se descargaron en formato
FASTA para el analisis posterior.

Un total de 96 secuencias del gen de Citocromo b mitocondrial (cytb) se seleccionaron para el presente estudio.
La informacion detallada de las secuencias seleccionadas se encuentra en el Anexo 1.

2.3 Alineamiento de secuencias

El alineamiento de las secuencias del cytb mitocondrial tanto de las especies de Leishmania, Endotrypanum
como de los grupos externos Trypanosoma se llevo a cabo con el software MEGA-11, con la finalidad de construir
una matriz de homologia posicional de las secuencias con un tamafio de 96 secuencias x 714 pb. Se ejecuté un
alineamiento multiple aplicando el algoritmo de CLUSTAL-W con un gap opening penalty de 15.00 y un gap
extension penalty de 10.00 buscando obtener una matriz de mayor homologia. Se realizaron cortes de 30 bases al
inicio y 28 bases al final del alineamiento para evitar ruidos por la longitud diferencial de las secuencias del GeneBank.

2.4 Analisis Filogenético

Los analisis filogenéticos fueron realizados usando el programa MEGA. Se utiliz6 el método de optimizacion de
parsimonia maxima (MP), con 1000 réplicas de adicion al azar y el algoritmo TBR de recorte y reconexion de ramas
para obtener los arboles 6ptimos de islas de arboles y se calcularon los indices de sinapomorfias y homoplasias
presentes como el Indice de Consistencia (IC) e Indice de Retencién (IR). A posteriori se realizaron 1000
pseudoréplicas de remuestreo de la matriz mediante boostraping (Felsestein 1985) y por cada 10 réplicas de adicion
al azar, para evaluar la robustez o apoyo de cada nodo, clado, grupos y taxa. Los valores con base en un 100% de valor
de boostrapm se muestran en la base de las ramas. (Figura 1).
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3. Resultados

3.1. Analisis Filognético e identificacion molecular de Leishmania spp.

Se obtuvo una matriz alineada de 96 secuencias con 714 caracteres totales (pares de bases) del gen cytb
mitocondrial (96 x 714), Del total de los caracteres obtenidos, 254 fueron informativos para parsimonia, 382 fueron
constantes (sin variacion) y 78 fueron variables. La longitud del arbol mas parsimonioso fue igual a 992 pasos. El
indice de consistencia (IC) fue de 0,50; mientras que el indice de retencion (IR) fue de 0,88 para todos los sitios
informativos de parsimonia. Aunque la consistencia del arbol es baja, la retencion es muy buena, ya que implicaria un
88 % de sinapomorfias verdaderas. El porcentaje de apoyo de grupos monofiléticos por Bootstrap se muestra junto a
las ramas (Figura Al).

En la Figura A1, los grupos externos Trypanosoma cruziy Trypanosoma rangeli fueron enrraizados en la parte
superior del arbol en el clado mas externo. Las especies de Leishmania forman un clado monofilético interno del arbol
con un 99 % de boostrap y se agrupan en tres categorias considerando la region de origen. El Grupo Neotropico se
formo por dos ramas (A y B) que incluyeron todas las Leishmanias originarias de la ecozona terrestre que abarca el
continente Americano, en la rama externa A con un 66 % de boostrap se ubicaron L. (V.) panamensis, L. (V.)
braziliensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni 'y L. (V.) naiffi, en la rama interna B
con 100 % de boostrap se agruparon L. (L.) amazonensis, L. (L.) aristidesi, L. (L.) pifanoi, L. (L.) garnhami, L. (L.)
mexicana, L. (L.) donovani chagasi y L. (L.) donovani archibaldi. En el caso de la secuencia M10126.1 de L.
tarentolae, se ubico entre las ramas A y B del grupo Neotrdpico y se encuentra mas proxima a las especies de
Leishmania de la rama A, apoyada por un boostrap de 81 % de lo cual se puede inferir que esta emparentada con
dichas especies y el aislado proviene de América.

En el Grupo “Viejo Mundo” se ubicaron dentro de la rama interna C apoyada con un boostrap de 69 %, las
especies de Leishmania provenientes de paises pertenecientes a Asia y Europa entre ellas L. (L.) donovani, L. (L.)
infantum, L. (L.) tropica, L. (L.) mayor L. (L.) aethiopica, L. (L.) killicki, L. (L.) turanica, L. (L.) gerbilliy L. (L.)
arabica. La secuencia EF579897.1 identificada como L. donovani chagasi por Foulet et al., 2007 se aline6 entre las
especies de Leishmania asociadas al Viejo Mundo, pero se puede establecer que la muestra analizada es procedente
de Brazil y no corresponde a L. donovani chagasi. La secuencia KU680833.1 identificada como L. mexicana se aline6
proxima al clado de L. major del grupo del Viejo Mundo.

El Grupo “Leishmania” + Endotrypanum lo formo la rama interna D apoyada por un boostrap de 84 % donde
se agruparon otras especies del continente americano como L. (L.) hertigi, L. (L.) deanei, L. (L.) equatorensis ¢ incluye
tambien a Endotrypanum monterogeii y Endotrypanum schaudinni; L. (L.) martiniquensis, L. (L.) p. siamensis
provenientes de Asia 'y L. (L.) enriettii originaria de Brazil se ubicaron en las ramas mas externas del arbol y tambien
forman parte de este grupo. Cabe mencionar que dentro de los 3 grupos, se encontraron especies de Leishmanias cuyo
pais de origen (NC) y hospedador (NH) no pudieron ser identificados.
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Figura Al. Arbol filogenético obtenido del analisis de 96 secuencias del gen cytb inferido mediante el método de Méxima
Parsimonia (MP) para la identificacion de especies de Leishmania. Los valores de apoyo estadistico de cada clado se determinaron
aplicando Boostrap de 1.000 pseudoréplicas. Grupos externos (7rypanosoma cruzi'y Trypanosoma rangeli) estan enraizados en la
parte basal del arbol. Se clasificaron las especies de Leishmania y Endotrypanum en relacion al pais de origen en 3 grupos
(Neotrépico: América; “Viejo Mundo”: Asia y Europa; “Leishmania”(?) + Endotrypanum). El 4rbol filogenético fue generado

usando el Software MEGA-11.
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En la Figura A2, el arbol de Méaxima Parsimonia fue obtenido del consenso de mayoria de 14 arboles
parsimoniosos con 100 % para todos los clados, el clado mas externo ubicado en el extremo superior del arbol se
formo6 por los grupos externos de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli, se observd que las especies de
Leishmania se agruparon en 11 clados principales; El clado V correspondié al Complejo Viannia (V) cuyas especies
se asocian a la infeccion por Leishmaniasis mucocutanea (LMC) en humanos y que agrupo al subclado mas externo
V1 donde se encontrd L. (V.) naiffi; El subclado mas proximo a V1 fue V2 que correspondio a L. (V.) lainsoni; En el
subclado V3 se encontr6 L. (V.) shawi; El subclado V4 agrupd a las especies de L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis
vy L. (V.) peruviana emparentadas entre si y el subclado V5 fue representado por L. (V.) panamensis. Se observo
también que L. farentolae, una especie identificada como Sauroleishmania cuyos hospedadores son varias clases de
reptiles, se encontré muy emparentada con las especies del Complejo Viannia.

El Complejo Mexicana (Mx) asociado a la infeccion por Leishmaniasis Cutanea (LC) en humanos correspondi6
al clado Mx que incluyé el subclado Mx1 donde se encuentraron L. (L.) mexicana, préoximo al subclado Mx2 de L.
(L.) pifanoi y el subclado Mx3 de L. (L.) aristidesi. Finalmente, el subclado mas interno correspondié a Mx4 que
agrup6 a L. (L.) amazonensis y L. (L.) garnhami. El Complejo Viannia y el Complejo Mexicana, incluida la
Sauroleishmania L. tarentolae comforman las especies de Leishmania del Grupo Neotropico (América).

Las especies de Leishmania responsables de la infeccion con Leishmaniasis Visceral (LV) en humanos se
agruparon en los clados D y T. El clado D correspondié al Complejo Donovani (D); Este clado se formé por 2
subclados, el mas externo D1 que lo conformaron una secuencia de L. (L.) donovani'y L. (L.) donovani/chagasi, el
subclado interno D2 incluy6 las secuencias de L. (L.) donovani, L. (L.) infantum. El clado T incluy¢ las especies del
Complejo Tropica (T) al que correspondieron L. (L.) tropica, L. (L.) killicki y L. (L.) aethiopica.

El Complejo Major (Mj) asociado con la infeccion por Leishmaniasis Cutanea (LC) en humanos fue identificado
por el clado Mj1 donde se encontro L. (L.) mayor, pero cabe sefialar que dentro de este grupo se incluyeron la secuencia
KT97226.1 y KU680833.1 identificadas como L. (L.) tropicay L. (L.) mexicana respectivamente, es posible que estas
2 secuencias correspondan a una identificacion errada dentro del estudio realizado por Asato et al., 2009.

Se establecio el Complejo L. turanica + L. gerbilli (TG), formado por el subclado externo TG1 que incluy6 solo
a L. (L.) arabica y el subclado interno TG2 donde se ubicaron L. (L.) turanica y L. (L.) gerbilli. Los Complejos
Donovani (D), Tropica (T), Major (Mj) y L. turanica + L. gerbilli (TG) componen el Grupo Viejo Mundo que incluye
a las especies de Leishmania originarias de Africa/Asia y Europa.

El Grupo definido como Otras Leishmania + Endotrypanum que incluyo las especies provenientes de América
y Asia se conformo por el Complejo L. hertigi + L. deanei (HD) formado por el subclado HD1 que incluy¢ las especies
L. (L.) hertigi y L. (L.) deanei originarias de paises americanos. Las especies de Endotrypanum monterogeii y
Endotrypanum schaudinni se ubicaron dentro del subclado EE1 conjuntamente con L. (L.) equatorensis originarias de
Ecuador para formar el Complejo Endotrypanum + L. equatorensis (EE). El Complejo L. martiniquensis (Mr) se
formo por el subclado Mr1 que agrup6 a las secuencias de L. (L.) martiniquensis originarias de Tailandia. Finalmente,
las 2 ramas mas externas que se formaron en la base del arbol correspondieron a la secuencia de L. (L.) p. siamensis
proveniente de Tailandia y L. (L.) enriettii de Brazil, que constituyeron dos clados independientes.
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Figura A2. Arbol filogenético de consenso de mayoria obtenido del analisis de 96 secuencias del gen cytb inferido mediante el
método de Maxima Parsimonia (MP) para la identificacion de especies de Leishmania. Grupos externos (Trypanosoma cruzi 'y
Trypanosoma rangeli) estan enraizados en la parte superior del arbol. Posicion subsecuente de cada especie de Leishmania y
Endotrypanum en relacion con el Complejo al que pertenecen, el tipo de Leishmaniasis que ocasionan y la Region de origen. El
arbol filogenético fue generado usando el Software MEGA-11.
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4. Discusion

El estudio realizado por Asato et al., 2008 sugiere que el anélisis filogenético del género Leishmania empleando
el gen Cyt b es suficiente para diferenciar entre especies y subespecies de este género, ya que permite establecer sus
relaciones filogenéticas. Por lo tanto mediante nuestro estudio se pretende evaluar mas especificamente las relaciones
filogenéticas entre especies y subespecies con el empleo del Cytb, un gen que posibilita la individualizacion e
identificacion a nivel de especie y complejos de alrededor de 13 especies de leishmanias patdogenas para humanos que
representan los agentes causales mas comunes de leishmaniasis en el Nuevo Mundo y el Viejo Mundo (Foulet et al.,
2007).

De la inferencia filogenética usando el gen Cyt b, las 96 secuencias analizadas claramente se agruparon dentro
de los dos arboles de MP en 3 categorias acordes al origen geografico de las secuencias (Figura A1, Figura A2), el 50
% de las secuencias pertenecientes al Complejo Viannia (V) y Complejo Mexicana (Mx) y consideradas como
patdgenos responsables de la leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea se agruparon dentro del grupo Neotrdpico en
concordancia con lo reportado por Kato et al., 2016, Kato et al., 2019 y Déavila et al., 2021, sin embargo en este grupo
tambien se incluyo la secuencia M10126.1 de L. tarentolae que conforma el género sauroleishmania, De acuerdo con
Akhoundi et al., 2016, las leishmanias que infectan a los lagartos estaban presentes en los flebotomos primitivos
durante el periodo Mesozoico y los mamiferos infectados fueron separados por el movimiento de las placas
continentales durante esa era geologica, por lo cual sauroleishmania se desarroll6 solo en el Viejo Mundo, ya que los
flebotomos vectores para estos parasitos estan estrictamente presentes en el Viejo Mundo, pero nuestro estudio sugiere
la discrepancia de la ubicacion de L. tarentolae la cual formé un grupo monofilético bien soportado estando muy
emparentada con las especies del Complejo Viannia en concordancia con lo indicado por Luyo-Acero et al., 2004 y
Asato et al., 2008, ademas L. tarentolae y las especies del Complejo Viannia pertenecen al linaje filogenético
Euleishmania (Akhoundi et al., 2016) lo cual fortalece la relacion filogenética entre estos grupos obtenida como
resultado de nuestro estudio.

Nuestros arboles revelaron que tanto L. (L.) garnhami y L. (L.) aristidesi se incluyeron dentro del Complejo
Mexicana, L. (L.) garnhami se encuentra muy emparentada con L. (L.) amazonensis, especies reportadas como
patogenas para los seres humanos (Asato et al., 2008), mientras que L. (L.) aristidesi se separa tempranamente de estas
especies en concordancia con lo reportado en los arboles de Asato et al., 2008 y Leelayoova et al., 2013. La divergencia
filogenética de L. (L.) aristidesi, especie que fue aislada de varios roedores originarios de Panama, con las otras
especies del Complejo Mexicana puede verse influenciada por factores genéticos que difieren entre patdogenos
humanos (Asato et al., 2008).

E1 30 % de las secuencias que comprenden el Complejo Donovani (D), Complejo Tropica (T) y complejo Mayor
(Mj) se ubicaron en el grupo Viejo Mundo, las especies del Complejo Donovani tambien se ubican en el linaje
Euleishmania (Akhoundi et al., 2016). En nuestro estudio dentro del grupo Viejo Mundo resalta la formacion del
Complejo L. turanica + L. gerbilli (TG) donde se encuentran L. (L.) arabica, L. (L.) turanica y L. (L.) gerbilli muy
emparentadas con las especies de los complejos mencionados y principalmente cercanas al complejo Mayor, se ha
informado que L. (L.) turanica 'y L. (L.) arabica son especies patogenas no humanas debido a que no se han reportado
casos de infecciones en humanos (Asato et al., 2008). La inclusion de L. (L.) gerbilli dentro del Complejo TG sugiere
que esta emparentada con estas especies posiblemente por el mamifero hospedador del patégeno siendo este un roedor
denominado gran jerbo (Rhombomys opimus) originario de China en tanto que L. (L.) turanica se aislo en gerbos de
Uzbekistan y L. (L.) arabica se identifico en el roedor Psammomys obeseu de Arabia (Asato et al., 2008). La
divergencia de estas especies con los otros complejos del grupo Viejo Mundo dentro de los arboles de MP disenados
implicaria su utilidad para aplicar un diagnostico diferencial entre las especies de Leishmania patogenas para los
humanos de las que no lo son.

Se evidencia tambien que las secuencias KT97226.1 y KU680833.1 identificadas como L. (L.) tropicay L. (L.)
mexicana respectivamente en el estudio de Asato et al.,, 2008 en nuestros arboles de MP se ubicaron dentro del
Complejo Major lo que sugiere una identificacion erronéa, ya que en el caso de L. (L.) tropica forma un clado separado
del Complejo Major dentro del grupo Viejo Mundo en tanto que el clado de L. (L.) mexicana no tiene relacion aparente
con el Complejo Major y se ubica dentro del grupo Neotropico. Dentro del Complejo Tropica se ubico L. (L.) killicki,
cercana al clado de L. (L.) tropica lo que sugiere que esta estrechamente relacionada con esta especie en concordancia
con lo reportado por Asato et al., 2008.

El 12 % de las secuencias restantes empleadas en el estudio formaron el grupo denominado “Leishmania” +
Endotrypanum dentro del cual se encuentra el Complejo L. hertigi + L. deanei (HD), Asato et al., 2008 en su estudio
indican que las especies L. hertigi y L. deanei son distintos de todas las especies estudiadas de Leishmania, pero estan
estrechamente relacionados con el género Endotrypanum lo cual concuerda con nuestro estudio, sin embargo
actualmente aun persiste la controversia sobre la inclusion de estas especies en el género Leishmania. En nuestro
estudio tampoco se pudo diferenciar a L. (L.) equatorensis de las especies del género Endotrypanum (Endotrypanum
monterogeii 'y Endotrypanum schaudinni), todas estas secuencias formaron el Complejo Endotrypanum + L.
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equatorensis (EE) lo que sugiere que L. (L.) equatorensis esta filogeneticamente emparentada con Endotrypanum,
estos resultados concuerdan con lo informado por Asato et al., 2008 quien recomienda se profundice en los estudios
sobre el género Endotrypanum por la insuficiente informacion existente mientras que Akhoundi et al., 2016 indica
que en el género Endotrypanum, de los cultivos in vitro de los perezosos, sus promastigotes no se pueden distinguir
de los promastigotes de Leishmania por lo cual constituye un clado diferente.

En el arbol de MP dentro del grupo “Leishmania” + Endotrypanum se formé el Complejo Martiniquensis (Mr)
con las 2 secuencias incluidas para el analisis de L. (L.) martiniquensis proveninetes de Tailandia depositadas en
GenkBank, con base al analisis este clado se encuentra muy proximo a la rama monofiletica bien definida formada
por L. (L.) p. siamensis, ademas tanto L. (L.) p. siamensis y L. (L.) enriettii forman dos clados cercanos independientes
emparentados entre si, reubicando la posicion filogenética de L. (L.) enriettii al compararla con lo reportado en un
arbol previo por Asato et al., 2008, este resultado concuerda con lo informado por Leelayoova et al., 2013 que
manifestaron que estas especies podrian constituir otro subgénero no clasificado de Leishmania, en el caso de L. (L.)
enriettii, dentro de nuestro estudio, esta especie se separa tempranamente del resto de los grupos en nuestros arboles
de MP ubicandose muy cercano al género Endotrypanum debido al misterio que envolvia a su unico hospedador
mamifero identificado el cerdo, Cavia porcellus y sin reportarse infecciones en humanos (Asato et al., 2008). De
acuerdo con lo reportado por Akhoundi et al., 2016, L. (L.) enriettii aislado de cobayos domésticos y L. (L.)
martiniquensis descrito en enfermedades humanas constituyen un grupo monofilético bien soportado que
probablemente represente un nuevo subgénero perteneciente al grupo Euleishmania y separandose claramente del
grupo Paraleishmania en tanto que L. (L.) p. siamensis es un nombre sin validez taxondémica pero no pueden ser
clasificados en ningtin Complejo, en nuestro estudio la ubicacién del taxon de L. (L.) p. siamensis proporciona
informacién mas amplia sobre la especie y su correlacion con las otras especies del género Leishmania, sin embargo
se requiere profundizar en estudios sobre esta especie para una mayor claridad en su filogenia.

El método usado para el analisis del gen Cytb, molécula que participa activamente en el proceso de transporte
de electrones puede emplearse en el estudio filogenético del género Leishmania en calidad de marcador molecular de
este patogeno (Davila et al., 2021), adicionalmente, la matriz disefiada demostrd ser exitosa para diferenciar entre las
especies del Nuevo Mundo y Viejo Mundo y puede ser util para separar las especies de Leishmania patdgenas para el
humano de las especies no patdgenas, ya que difieren entre si en el estudio realizado

En el Ecuador se han realizado algunos estudios sobre la epidemiologia de la leishmaniasis y la filogenética de
las especies de Leishmania que la originan, estas especies de parasitos estudiados han provenido principalmente de
las &reas andinas y selvaticas del pais, siendo las especies del Complejo Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis
y L. (V.) panamensis, cuya presencia predomina en la costa del Pacifico, L. (V.) naiffi y L. (V.) lainsoni son comunes
en la zona amazdnica y en el area Andina se ha identificado L. (L.) mexicana (Kato et al., 2016), el patron de
distribucion de las especies de Leishmnia en el Ecuador empleadas en nuestro estudio se relaciona con lo reportado
en la region andina (Kato et al., 2019 y Davila et al., 2021), sin embargo existen especies de Leishmania en el territorio
ecuatoriano que aun necesitan ser investigadas. Dichas investigaciones complementaran el conocimiento previo sobre
su taxonomia, la distribucion geografica, las caracteristicas de la enfermedad, el diagnostico clinico, los ciclos de
distribucion, los reservorios y vectores de propagacion y la epidemiologia de los tipos de leishmaniasis con la finalidad
de fortalecer la vigilancia sanitaria.

5. Conclusiones

La matriz disefiada mediante el empleo de secuencias del gen Cyt b de Leishmania analizadas filogenéticamente
aplicando el andlisis Maxima Parsimonia (MP), demostré ser efectiva para estudiar las estructuras filogenéticas,
filogeograficas y el tropismo de las especies de Leishmania originarias de diversas zonas geograficas del planeta con
la formacién de clados fuertemente apoyados que generaron arboles en los cuales se evidencid una clara separacion
entre especies y subespecies de Leishmania agrupadas en Complejos bien definidos acorde a sus caracteristicas
ancestrales y derivadas que facilitaran la identificacién molecular correcta y las correlaciones genotipo-fenotipo.

Nuestro estudio demostro la utilidad el gen Cyt b en calidad de marcador molecular para el analisis filogenético
de Leishmania, ya que ademas de diferenciar entre especies, subespecies y Complejos, el gen Cyt b permitio distinguir
entre especies originarias del Nuevo Mundo y del Viejo Mundo en funcion de sus correlaciones evolutivas, geograficas
y taxonomicas, adicionalmente el gen demostrd ser util para discriminar entre las especies de Leishmania patdgenas
y no patogenas para el hombre con lo cual la matriz puede ser empleada como apoyo en el diagnostico clinico de
Leishmaniasis y con lo cual nuestra clasificacion se ve mejorada en comparacion a la tradicional, sin embargo también
se evidencia una parafilia entre Leishmania y Endotrypanum con lo cual demuestra la necesidad de una propuesta de
modificacion de clasificacion de estos dos taxones como: a) un solo clado monofilético (Leishmania) o b) separar
aquellas especies de Leishmania del clado basal e incluirlas como género Endotrypanum. Esto requerira de un analisis
de revision a mayor profundidad de la historia taxonoémica de ambos taxones y sus caracteristicas fenotipicas de
diversa indole (morfologia, cultivos, hospedadores, ciclos, posibles vectores, etc).
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Los arboles obtenidos evidenciaron que la clasificacion y distribucion de las especies de Leishmania analizadas
en el estudio concuerda con lo informado en investigaciones previas, por lo cual se puede inferir que las especies de
Leishmania que circulan en el Ecuador presentan un patrén de distribucidon geografica que guarda relacion con lo
descrito para la costa del Pacifico, la region andina y amazoénica del continente, ya que las principales especies
reportadas en el pais como L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni y
L. (L.) mexicana asociadas a la leishmaniasis cutanea y mucocutanea, se ubicaron dentro del grupo Neotropico o
Nuevo Mundo, pero es necesario profundizar en las investigaciones sobre este patogeno en el Ecuador para tener una
mejor vision de su distribucion, correlacion patdogeno-vector-hospedador y factores de patogenicidad para un mejor
diagnostico y tratamiento en pro de mejorar la calidad de vida de la poblacion afectada por Leishmania.
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Anexo 1

Tabla 1. Lista de especies/secuencias empleadas en el andlisis.

Nro. CODIGO ESPECIE TAMANO (PB) HOSPEDADOR PAIS leisfliflgr(liizsis
1 EF579908.1 Leishmania aethiopica 872 NH NC LV
2 EF579899.1 Leishmania aethiopica 872 NH NC LV
3 AB095962.1 Leishmania aethiopica 1080 NH NC LV
4 MF344890.1 Leishmania amazonensis 730 NH Brazil LC
5 MF344888.1 Leishmania amazonensis 730 NH Brazil LC
6 MF344887.1 Leishmania amazonensis 730 NH Brazil LC
7 LC472443.1 Leishmania amazonensis 817 NH Pera LC
8 AB095964.1 Leishmania amazonensis 1078 NH NC LC
9 AB434678.1 Leishmania aristidesi 1078 NH NC LC
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10 MW117340.1 Leishmania braziliensis 811 NH NC LMC
11 LC055635.1 Leishmania braziliensis 817 NH Ecuador LMC
12 MHg841941.1 Leishmania braziliensis 817 NH Argentina LMC
13 LC472411.1 Leishmania braziliensis 817 NH Peru LMC
14 LC472463.1 Leishmania braziliensis 817 NH Peru LMC
15 KX061915.1 Leishmania donovani 807 Phlebotomus major wui China LV
16 KX061904.1 Leishmania donovani 811 Phlebotomus major wui China LV
17 KX061916.1 Leishmania donovani 833 Homo sapiens China LV
18 EF579896.1 Leishmania donovani 872 NH NC LV
19 AB095959.1 Leishmania donovani chagasi 1080 NH NC LV
20 EF579897.1 Leishmania donovani chagasi 872 NH NC LV
21 KX061914.1 Leishmania gerbilli 772 Rhombomys opimus China ND
22 KX061913.1 Leishmania gerbilli 819 Rhombomys opimus China ND
23 MW117342.1 Leishmania guyanensis 811 NH NC LMC
24 LC055620.1 Leishmania guyanensis 817 NH Ecuador LMC
25 LC153225.1 Leishmania guyanensis 817 Homo sapiens Ecuador LMC
26 LC153161.1 Leishmania guyanensis 817 Homo sapiens Ecuador LMC
27 LC153260.1 Leishmania guyanensis 817 Homo sapiens Ecuador LMC
28 KX061917.1 Leishmania infantum 800 Homo sapiens China LV
29 MW387249.1 Leishmania infantum 803 Homo sapiens Pakistan LV
30 KX061911.1 Leishmania infantum 825 Canis lupus familiaris China LV
31 EF579895.1 Leishmania infantum 872 NH NC LV
32 HQ908261.1 Leishmania infantum 1079 NH China LV
33 AB434676.1 Leishmania killicki 1080 NH NC LV
34 LC472482.1 Leishmania lainsoni 817 NH Pera LMC
35 LC055632.1 Leishmania lainsoni 817 NH Ecuador LMC
36 LC472446.1 Leishmania lainsoni 817 NH Peru LMC
37 LC153270.1 Leishmania lainsoni 817 Homo sapiens Ecuador LMC
38 LC472467.1 Leishmania lainsoni 817 NH Peru LMC
39 KX176846.1 Leishmania major 817 Homo sapiens Iran LC
40 KY360312.1 Leishmania major 840 Homo sapiens Iran LC
41 KU680830.1 Leishmania major 866 Homo sapiens Italia LC
42 KU680829.1 Leishmania major 866 Homo sapiens Iran LC
43 EF579898.1 Leishmania major 872 NH NC LC
44 JX195636.1 Leishmania martiniquensis 816 Homo sapiens Tailandia LV
45 JX195635.1 Leishmania martiniquensis 816 Homo sapiens Tailandia LV
46 ABS558225.1 Leishmania mexicana 817 Homo sapiens Venezuela LC
47 LC386850.1 Leishmania mexicana 817 Felis catus Venezuela LC
48 LC416873.1 Leishmania mexicana 817 Felis catus Venezuela LC
49 LC153244.1 Leishmania mexicana 817 Homo sapiens Ecuador LC
50 KU680833.1 Leishmania mexicana 866 Homo sapiens Brazil LC
51 LC153257.1 Leishmania naiffi 817 Homo sapiens Ecuador LMC
52 LC153256.1 Leishmania naiffi 817 Homo sapiens Ecuador LMC
53 LC153224.1 Leishmania naiffi 817 Homo sapiens Ecuador LMC
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54 LC153223.1 Leishmania naiffi 817 Homo sapiens Ecuador LMC
55 MW117421.1 Leishmania panamensis 811 NH NC LMC
56 MW117418.1 Leishmania panamensis 811 NH NC LMC
57 MW117415.1 Leishmania panamensis 811 NH NC LMC
58 MW117412.1 Leishmania panamensis 811 NH NC LMC
59 MW117411.1 Leishmania panamensis 811 NH NC LMC
60 LC472450.1 Leishmania peruviana 817 NH Pert LMC
61 LC472434.1 Leishmania peruviana 817 NH Pert LMC
62 LC472456.1 Leishmania peruviana 817 NH Pera LMC
63 LC472431.1 Leishmania peruviana 817 NH Pera LMC
64 MF278776.1 Leishmania peruviana 908 NH NC LMC
65 AB433281.1 Leishmania shawi 817 NH NC LMC
66 LC472863.1 Leishmania shawi 712 NH Pera LMC
67 LC472871.1 Leishmania shawi 702 NH Pera LMC
68 JX195634.1 Leishmania sp. Siamensis 792 Homo sapiens Tailandia LC
69 KY290231.1 Leishmania tropica 807 Homo sapiens Iran LV
70 KT972261.1 Leishmania tropica 825 NH NC LV
71 MW387243.1 Leishmania tropica 866 Homo sapiens Pakistan LV
72 KU680831.1 Leishmania tropica 867 Homo sapiens Rusia LV
73 EF579904.1 Leishmania tropica 872 NH NC LV
74 HQ713681.1 Trypanosoma cruzi 517 NH NC -
75 MK681441.1 Trypanosoma cruzi 578 Rattus rattus México -
76 FJ900255.1 Trypanosoma rangeli 490 Homo sapiens Colombia -
77 IN040962.1 Trypanosoma rangeli 476 Homo sapiens Brazil -
78 LC593674.1 Leishmania peruviana 817 Lutzomyia verrucarum Pera LMC
79 AB434674.1 Leishmania arabica 1080 Psammomys obesus ~ Arabia Saudita ND
80 EF579907.1 Leishmania pifanoi 872 NH NC LC
81 AB434679.1 Leishmania pifanoi 1079 Homo sapiens Venezuela LC
82 AB434677.1 Leishmania donovani archibaldi 1079 NH NC LV
83 KF302735.1 Leishmania hertigi 279 Coendou rothschildi Panama LC
84 EF579903.1 Leishmania garnhami 872 NH NC LC
85 AB095965.1 Leishmania garnhami 1079 Homo sapiens Venezuela LC
86 AB434683.1 Leishmania enriettii 1080 Cavia porcellus Brazil LC
87 AB434684.1 Leishmania deanei 1079 Coendou prehensilis Brazil LC
88 AB434686.1 Leishmania equatorensis 1080 NH Ecuador ND
89 AB434687.1 Leishmania equatorensis 1080 NH Ecuador ND
90 AB434675.1 Leishmania turanica 1080 NH NC LC
91 HQ908256.1 Leishmania turanica 1080 NH NC LC
92 ABA434688.1 Endotrypanum monterogeii 1080 NH NC -
93 AB434689.1 Endotrypanum schaudinni 1080 NH NC -
94 BK010874.1 Endotrypanum schaudinni 1055 NH NC -
95 BK010885.1 Leishmania hertigi 1097 NH NC LC
96 M10126.1 Leishmania tarentolae 602 NH NC ND

NH: Hospedador no identificado, NC: Pais no identificado, LMC: Leishmaniasis Mucocutinea, LC: Leishmaniasis Cutanea, LV: Leishmaniasis Visceral.
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