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Resumen: La Tripanosomosis es una enfermedad desatendida que genera pérdidas econdmicas en zonas tropicales del
mundo y limita la productividad pecuaria de varios paises en vias de desarrollo. La secuenciacién de nueva generacién
(NGS) se ha convertido en una herramienta estandar para muchas aplicaciones, entre las cuales destaca su capacidad
para detectar multiples especies de agentes infecciosos, procedentes de una gran cantidad de muestras. Bajo este
contexto, Ecuador tiene pocos estudios moleculares sobre tripanosomosis y ninguno estudia esta enfermedad bajo el
enfoque metagendmico de lecturas largas (>800 pb). A pesar de este escenario, y debido a la falta de marcadores
moleculares universales para detectar varias especies de tripanosomas, se hace necesario el disefio de primers
orientados a regiones génicas informativas, para su empleo en los flujos de trabajo destinados a una secuenciacién NGS
de lecturas largas. Es por ello que en el presente estudio se disefiaron primers degenerados dirigidos a las regiones de
los genes 18S y fosfofructocinasa (PFK) para el estudio metagenomico de Trypanosoma spp. Para cumplir este objetivo,
se realiz6 la busqueda de genes de interés mediante el analisis de secuencias de genomas de referencia de T. vivax, T.
theileri, T. equiperdum y T. evansi., extraidas de la base de datos especializada Tryp-DB y se recuperaron secuencias
adicionales de la base de datos de GenBank, a través de un BLASTnt, seguido de un alineamiento de secuencias a
través del programa Clustal-Omega. Una vez alineadas las secuencias, se disefaron primers orientados a regiones
conservadas, incluyendo nucleétidos degenerados y seleccionado solo aquellos que permitieran la amplificacion de
amplicones de gran tamano. Adicionalmente, la validacion in silico de los primers disefiados se efectué mediante un
BLAST de nucledtidos. Se hallaron numerosas secuencias para el gen 18S de varias regiones geograficas y
hospedadores, mientras que para el gen PFK se observé una disponibilidad limitada de secuencias en la base de datos
GenBank. Mediante los alineamientos, se logré el disefio de 4 sets de primers degenerados para cada gen para la
amplificacion selectiva de las areas identificadas en los genes 18S y PFK de diferentes Trypanosoma spp. En el caso
concreto de los sets para la amplificacion del 18S, se lograron generar oligos con temperaturas de fusiéon (Tm) cercanas
a los 60°C y productos esperados alrededor de las 1800 pb. Sin embargo, no se realiz6 la validacion para el gen PFK
dada la cantidad limitada de secuencias dentro del GenBank. Los primers disefiados para la regién 18S presentan el
potencial de generar amplicones largos, ideales para su uso en la preparacion de librerias mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), enfocadas en secuenciacion de lecturas largas, como es el caso de la plataforma de Oxford
Nanopore. Es necesaria la validacidon en el laboratorio de cada uno de estos sets de primers, empleando cepas o
aislados de referencia, con la finalidad de comprobar analiticamente su desempefio y potencial en el trabajo de
laboratorios de alta complejidad, orientados a la metagendmica de tripanosomatidos.

Palabras clave: tripanosomosis, bioinformatica, primers, analisis filogenético, 18S, PFK
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Abstract: Trypanosomosis is a neglected disease that generates economic losses in tropical areas of the world and
limits livestock productivity in several developing countries. Next generation sequencing (NGS) has become a
standard tool for many applications, among which its ability to detect multiple species of infectious agents from a large
number of samples stands out. Under this context, Ecuador has few molecular studies on trypanosomosis and none
studies this disease under the metagenomic approach of long reads (>800 bp). Despite this scenario, and due to the lack
of universal molecular markers to detect various species of trypanosomes, the design of primers aimed at informative
gene regions is necessary for use in workflows aimed at NGS sequencing of reads. long. That is why in the present
study degenerate primers were designed targeting the regions of the 18S and phosphofructokinase (PFK) genes for the
metagenomic study of Trypanosoma spp. To meet this objective, the search for genes of interest was carried out by
analyzing reference genome sequences of T. vivax, T. theileri, T. equiperdum and T. evansi., extracted from the specialized
database Tryp-DB. and additional sequences were recovered from the GenBank database, through a BLASTnt,
followed by a sequence alignment through the Clustal-Omega program. Once the sequences were aligned, primers
were designed targeting conserved regions, including degenerate nucleotides and selecting only those that allowed the
amplification of large amplicons. Additionally, in silico validation of the designed primers was carried out using a
nucleotide BLAST. Numerous sequences were found for the 185 gene from various geographic regions and hosts,
while for the PFK gene, limited availability of sequences was observed in the GenBank database. Through the
alignments, the design of 4 sets of degenerate primers for each gene was achieved for the selective amplification of the
areas identified in the 185 and PFK genes of different Trypanosoma spp. In the specific case of the sets for the
amplification of 18S, oligos were generated with melting temperatures (Tm) close to 60°C and expected products
around 1800 bp. However, validation was not performed for the PFK gene given the limited number of sequences
within GenBank. The primers designed for the 18S region have the potential to generate long amplicons, ideal for use
in the preparation of libraries by polymerase chain reaction (PCR), focused on sequencing long reads, as is the case of
the platform Oxford Nanopore. Validation in the laboratory of each of these primer sets is necessary, using reference
strains or isolates, in order to analytically verify their performance and potential in the work of highly complex
laboratories, oriented to the metagenomics of trypanosomatids.

Keywords: trypanosomosis, bioinformatics, bioinformatics, primers, phylogenetic analysis, 185, PFK

1. Introduccion

La tripanosomosis es una enfermedad debilitante y mortal en varios animales, causando un impacto
negativo significativo en la produccién de alimentos y limitando el crecimiento econémico en muchas
partes del mundo (Ebhodaghe et al., 2018). Esta enfermedad es provocada por las especies del género
Trypanosoma, entre las cuales podemos mencionar T. vivax, T. theileri, T. equiperdum y T. evansi, que afectan
a los seres humanos, asi como a los animales domésticos y salvajes (Cecchi et al., 2014; Fetene et al., 2021).
Trypanosoma evansi se transmite mecdnicamente por moscas hematoéfagas de los géneros Stomoxys y
Tabanus, su transmision mecanica depende de la supervivencia de los parasitos en la cavidad oral del
vector. La presencia de T. evansi ha sido reportada en siete paises sudamericanos, entre ellos, Argentina,
Bolivia, Brasil, Colombia, Guyana, Perti y Venezuela. Mata a miles de animales cada afo. El curso de la
infeccion va desde una enfermedad aguda con alta mortalidad hasta una infeccién crénica caracterizada
por edema subcutaneo, fiebre, letargo, pérdida de peso, aborto, hemorragia nasal y ocular, y rigidez de
las extremidades (Aregawi et al., 2019). T. vivax, es una de las especies mds importantes que se sabe que
infectan tanto a los animales domésticos como a los salvajes. El parasito tiene la capacidad de ser
transmitido mecanicamente por moscas hematoéfagas como Tabanus spp., Stomoxys calcitrans y Haematobia
irritans, que son responsables de la propagacién del agente infeccioso en las zonas libres de Africa y en
América Latina (Fetene et al., 2021). T. theileri es un patdgeno oportunista, la infeccién por esta especie se
ha relacionado con la patogenicidad en ganado infectado por otros hemoparasitos o sometido a estrés
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extremo. Dado que los parasitos se propagan a través de varios érganos, incluido el Sistema Nervioso
Central, la parasitemia parece aumentar en animales inmunodeprimidos, lo que contribuye a la
patogenicidad de T. theileri. Estas infecciones pueden causar anemia, aborto y muerte tanto en el ternero
recién nacidos como en adultos (Villa et al., 2008). T. equiperdum, es causante de la enfermedad durina,
una patologia crénica de los caballos y burros. La diferencia de otros tripanosomas es que esta se
transmite sexualmente y es principalmente un pardsito tisular, muy dificil de encontrar en la
sangre (Yasine et al., 2019).

Es de suma importancia estudiar las enfermedades que causan estas especies, ya que la ganaderia y
la produccion pecuaria en general son de las actividades mas representativas en Ecuador, con
aproximadamente 4,1 millones de cabezas de ganado distribuidas en las cuatro regiones del pais: 48,4%
en la sierra (ganado de leche), 42,4% en la region costera (carne y leche), y 9,13% en la selva e Islas
Galapagos (carne y leche). Un ejemplo de ello lo representa la provincia de Manabi, la cual se encuentra
en la region costera y contiene el mayor porcentaje de ganado vacuno (22,7%) del pais (INEC, 2020).

Existen pocos estudios sobre esta enfermedad en Ecuador; sin embargo, la investigacion de
Hinojosa, (2021) reportd una prevalencia de 16,82% de tripanosomosis bovina en el Oriente ecuatoriano.
Asimismo, provincias como Napo (6,82%), Orellana (22,22%) y Sucumbios (24,44%) presentan
seroprevalencia a estos hemoparasitos. Por otra parte, T. theileri fue reportado en estudios recientes sobre
la prevalencia y deteccién de tripanosomosis en bovinos en Limoncocha, Sucumbios. Los autores de este
estudio concluyeron que debido a la actividad ganadera se concentrada en la costa y oriente de Ecuador,
la presencia de T. theileri en el territorio puede aumentar el riesgo en animales inmunocomprometidos o

con enfermedades concomitantes, poniendo en riesgo las unidades de produccién (De la Cadena et al.,
2023).

Existen varios métodos de diagndstico de la tripanosomosis. Puede realizarse por métodos
parasitologicos, seroldgicos y moleculares, sin embargo, existen variaciones en la sensibilidad y
especificidad de las pruebas (Ramirez-Iglesias et al., 2017). No obstante, métodos como la PCR y la
secuenciacion de Sanger presentan inconvenientes como costos elevados al aumentar el nimero de
muestras, la necesidad de clonacién en algunos casos y limitacion en la cantidad de genotipos que se
pueden detectar. Es por ello que se necesitan estudios con tecnologia moderna como los cédigos de barras
de ADN y secuenciacion masiva (Goterris, 2020). Hoy en dia, la secuenciacion de nueva generacion (NGS)
se ha convertido en una herramienta estandar para muchas aplicaciones en biologia basica, asi como para
investigacidn clinica y agrondmica. Es por esto que su uso es importante en el pais, ya que atin no se han
hecho estudios metagenémicos de tripanosomas de interés veterinario y existen pocos trabajos que
indiquen variabilidad genotipica de especies.

A pesar de las crecientes bibliotecas de referencia de cddigos de barras de ADN para animales,
plantas y hongos, actualmente no existe ningtin de cédigo de barras genético universal para las especies
de tripanosomas, por lo cual resulta de gran interés el estudio en curso, principalmente (Hutchinson &
Stevens, 2018). Entre las regiones usadas para epidemiologia molecular existe el codigo de barras 18s en
el estudio de los Trypanosomas, debido a que es altamente conservado en la mayoria de los organismos y,
por lo tanto, se pueden utilizar para estudiar la relacidon filogenética entre diferentes especies de
Trypanosomas. El gen 185 es ampliamente utilizado en estudios de filogenia molecular debido a su alta
conservacion y su capacidad para diferenciar entre diferentes grupos de organismos. Por otro lado, el gen
fosfofructokinasa (PFK) codifica para una enzima que es esencial en el metabolismo de los Trypanosomas y
su estudio puede ser de gran importancia para comprender la fisiologia de estos organismos y su relacion
con el hospedero, asi como probar su capacidad de informativa para identificacion y diferenciacion de
tripanosomatidos. En resumen, el uso de los genes 18S y PFK en el estudio de los Trypanosomas es esencial
para entender su biologia y su relacion con otros organismos (Pinto et al., 2012). Acoplando el uso de
cddigos de barra génicos junto con plataformas de secuenciacion NGS de lecturas largas, podria mejorar
nuestra comprension sobre las especies y genotipos de tripanosomas de interés veterinario circulantes en
el pais.
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Por lo anteriormente mencionado, el objetivo del presente trabajo fue disefiar primers degenerados
dirigidos a las regiones 18S y PFK mediante el analisis de secuencias de genomas de referencias,
alineamiento y validacién in silico de primers, para la deteccion, identificaciéon y genotipificacion de los
tripanosomas de las especies T. vivax, T. theileri, T. equiperdum y T. evansi.

2. Materiales y Métodos
Recuperacion inicial de secuencias de los genes de interés

Se usaron secuencias de los genes asociados a 185 y PFK presentes en cepas de referencia, extraidas
de la base de datos Tryp DB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app). Este servidor brinda acceso a diversos
conjuntos de datos gendmicos y de gran escala relacionados con patdgenos eucariotas y vectores
invertebrados de enfermedades. Los organismos respaldados por este recurso incluyen, entre otros, la
lista de enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes del Instituto Nacional de Alergias y
Enfermedades Infecciosas (NIAID) (Amos et al., 2022).

Busqueda de secuencias adicionales.

Fueron extraidas mediante la base de datos del GenBank, empleando la herramienta BLASTnt (
https://blastncbi.nlm.nih.gov/), usando las secuencias de aislados de referencia. La herramienta basica de
busqueda de alineacion local (BLAST) encuentra regiones de similitud local entre secuencias. El
programa compara secuencias de nucleétidos o proteinas con bases de datos de secuencias y calcula la
importancia estadistica de las coincidencias. Se escogieron 4 a 5 secuencias para cada especie T. vivax, T.
theileri, T. equiperdum y T. evansi, tanto para 18s como para PKF.

Alineamiento de secuencias.

Se realizo un alineamiento por medio del programa Clustal-Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), el cual es un programa de alineacion de secuencias multiples
que utiliza arboles guia y técnicas de perfil-perfil HMM (modelos estadisticos de la estructura primaria de
las secuencias) para generar alineaciones entre tres o mas secuencias, de las cuales se escogeran las
mejores regiones para la generacion de primers degenerados.

Seleccion de primers.

Con base en la informacién obtenida del alineamiento, se identificaron potenciales regiones de uniéon
a primers de menor variabilidad entre especies, que faciliten la unién de los oligos, y se disefiaron varios
pares de primers degenerados (forward and reverse). Para disefiar primers degenerados se tuvo en
cuenta varios factores. Las caracteristicas de los primers deben tener una longitud de 17 — 24pb, el
contenido de G+C debe estar alrededor del 40-60%, la temperatura de Melting Tm debe estar entre 55 -
65°C, evitar secuencias de 3 o mas Cs o Gs en las regiones terminales 3', las terminaciones no deben ser
autocomplementarias, ya que esto puede llevar a la formacion de dimeros y debe evitarse los primers que
formen secuencias auto-complementarias (Campos & Quesada, 2017, Li et al., 2015). Una de las
consideraciones clave es el grado de degeneracion permitido en el primer. Se establecié que el limite de
degeneracion recomendado llegue hasta 64 combinaciones (el nimero de secuencias diferentes dentro del
cebador de mezcla). Como criterio adicional se busco la generacién de primers que amplificaran
productos del mayor tamafio posible (Campos & Quesada, 2017).
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Temperatura de Hibridacion

Para determinar la temperatura de hibridacion optima de los primers disenados, se realizd un
andlisis en la pagina NEB Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main). Al ingresar los datos
requeridos, se obtuvo la Tm éptima para cada cebador, lo que permitira ajustar las condiciones de PCR
para optimizar la amplificacién (Menin & Nichols, 2013).

Validacion de secuencias

La validacién in silico se realiz6 por el medio de BLAST de nucleédtidos, siguiendo los
procedimientos descritos por Kumar and Chrodia. (2015). Brevemente, las secuencias independientes de
los primers disefiados, forward y reverse, fueron cotejadas con las bases de datos, limitadas por especies,
en el BLASTn bajo parametros predeterminados. El resultado se evalu6 con base en la primera secuencia
mostrada en los resultados, el porcentaje de identidad y la cobertura sefialada. Se esperan mismatchs
asociados tnicamente a degenerancias, en caso de presentarse.

3. Resultados
Busqueda de secuencias inicial de genes de interés

Las secuencias de los genes 185 y PFK obtenidas provienen de diversas ubicaciones geograficas y
diferentes hospedadores, lo que refleja la amplia distribucion de los diferentes tipos de tripanosomas en
distintas regiones del mundo (tabla 1-2).

Se obtuvieron un total de 4 secuencias de referencia para el gen 18S, que incluyen 1 de Trypanosoma
theileri, 1 de Trypanosoma evansi, 1 de Trypanosoma vivax y 1 de Trypanosoma equiperdum. Ademads, se
recuperaron 9 secuencias adicionales de la base de datos GenBank, que constan de 3 secuencias de
Trypanosoma evansi, 1 de Trypanosoma theileri y 3 de Trypanosoma vivax. Estas secuencias proporcionan
informacién valiosa sobre la diversidad genética de estos parasitos en diversas ubicaciones geograficas,
incluyendo especimenes procedentes de la India, Egipto, Etiopia y Nigeria, asi como de diferentes tipos
de animales, como caballos, camellos y bovinos.

Con respecto a las secuencias del gen PFK, se identificaron 3 secuencias de referencia, que
corresponden a 1 Trypanosoma theileri, 1 Trypanosoma evansi y 1 Trypanosoma vivax. En cuanto a las
secuencias obtenidas del GenBank, se encontro6 solo una secuencia que pertenece a Trypanosoma theileri, la
cual se hallé en bovinos en Escocia. La presencia de una tnica secuencia especifica podria sugerir su
prevalencia en una region particular.

Tabla 1. Secuencias recuperadas del gen 18s

Nombre
Descripcion L Accesion Base de datos
cientifico
TEOVI_00028
. Trypanosoma 4500
Trypanosoma equiperdum . . Tryp DB
equiperum (Secuencia de
referencia)
Trypanosoma equiperdum, small
Trypanosoma
subunit ribosomal RNA gene 18s . AJ223564.1 GenBank
equiperum
Trypanosoma equiperdum 18S
. Trypanosoma
rRNA gene, isolate STIB 818 ) AJ009153.1 GenBank
equiperum
) Trypanosoma STIB805_Chr0
Trypanosoma evansi strain Tryp DB

evansi 3


https://tmcalculator.neb.com/#!/main
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ223564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZK2A5PDU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ009153.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZK2A5PDU013
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(Secuencia de

referencia)
Trypanosoma evansi 185
. . Trypanosoma
ribosomal RNA gene, partial . KT023565.1 GenBank
evansi
sequence
Trypanosoma evansi isolate PH1 Trypanosoma
KY114576.1 GenBank
18S ribosomal RNA gene, complete evansi
sequence
Trypanosoma evasi 185
ribosomal RNA gene, internal
Trypanosoma
transcribed spacer region (ITS), and . AB5519221 GenBank
evansi
5.8S ribosomal RNA gene, partial
sequence
NBCO010000
Trypanosoma theileri isolate Trypanosoma 06
: o . Tryp DB
Edinburgh theileri (Secuencia de
referencia)
o Trypanosoma
Trypanosoma theileri 185 TRNA theileri AJ009163.1 GenBank
eileri
gene, isolate TREU 124
TvY486_03
Trypanosoma vivax Y486 Trypanosoma (Secuencia de
; . Tryp DB
vivax referencia)
T. vivax isolate Trypanosoma
. KM391827.1 GenBank
MBOVET2012AU-CVMA004 vivax
Trypanosoma
; KM391829.1 GenBank
TvY486(ILRAD700) clone 1 185 vivax
o . Trypanosoma EU477537.1
vivax isolate TviMzNy 185 ; GenBank
vivax
Tabla 2. Secuencias recuperadas del gen PFK
L Nombre ..
Descripcion L Accesion Base de datos
cientifico
TEOVI_000845600
6-phospho-1-fructokinase .
. Trypanosoma (Secuencia de
Trypanosoma equiperdum . . Tryp DB
equiperdum referencia)
Trypanosoma evansi genome 0OU830654.1(Secue
Trypanosoma
assembly, chromosome: STIB805_03 . ncia de referencia) Tryp DB
evansi
TM35_000013140-t
Trypanosoma theileri isolate 36_1
Trypanosoma
Edinburgh o (Secuencia de Tryp DB
theileri

referencia)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT023565.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=ZK34ARJ9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=ZK34ARJ9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB551922.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=ZK34ARJ9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ009163.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ZK3F2TWE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM391827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=ZK4TBS23013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM391829.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZK4TBS23013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU477537.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=ZK4TBS23013
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Trypanosoma theileri

Trypanosoma XM_029020995.1
6-phospho-1-fructokinase partial o GenBank
theileri
mRNA
TvY486_0302630
. Trypanosoma (Secuencia de
Trypanosoma vivax Y486 . . Tryp DB
vivax referencia)

Diseiio de primers

Se realizaron analisis exhaustivos de alineamiento para los genes 18S y PFK con el fin de identificar
las regiones de mayor calidad y conservacion en las secuencias. Estos andlisis permitieron determinar las
areas mas relevantes para el estudio de interés. Con base en los resultados del alineamiento, se disefiaron
primers degenerados que pudieran amplificar de manera especifica y eficiente las regiones seleccionadas.
Los primers degenerados se construyeron teniendo en cuenta las secuencias consenso obtenidas a partir
del alineamiento de multiples secuencias del gen.

Las Figuras 1 y 2 presentan los alineamientos representativos de las secuencias correspondientes a
los primers SET1/18S y SET2/PFK, respectivamente. Estas figuras brindan una representacion visual de
las secuencias de los primers y su correspondiente alineamiento, lo cual ayuda a comprender mejor la
estructura y conservacion de las regiones de hibridacién definidas. Dado que hay una limitada
disponibilidad de secuencias para el gen PFK, se tomd la decisién de incluir secuencias de T. rangeli y T.
cruzi con el propdsito de generar primers adicionales, cuyo alineamiento se detalla en el Anexo 1.
Ademas, los alineamientos restantes para 185 y PFK se encuentran disponibles en el Anexo 2y 3.

Figura 1. Alineamiento SET1/18S. En el primer alineamiento se observa el primer forward, este es el oligonucleétido que se disefa
para unirse a la hebra de ADN en la direccién de lectura del 5' al 3' en la cadena molde o templado. En el segundo alineamiento se
encuentra el primer reverse, es el oligonucledtido disefiado para unirse al extremo 3' del fragmento complementario en la cadena
molde. Los primers se encuentran resaltados en color amarillo.

Figura 2. Alineamiento SET2/PFK. En el primer alineamiento se observa el primer forward, este es el oligonucledtido que se disefia para
unirse a la hebra de ADN en la direcciéon de lectura del 5' al 3' en la cadena molde o templado. En el segundo alineamiento se encuentra
el primer reverse, es el oligonucleétido disefiado para unirse al extremo 3' del fragmento complementario en la cadena molde. Los
primers se encuentran resaltados en color amarillo.

Forward
185 Trypanosoma _equl perdu.m (AJ009153.1) CRGRATCACTGCATTGCAGGRATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGRCGTARTCTGCCGE 98
18 S_1 rypanoscma evansi_ (KY114576.1) CRGRATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGE 120
185_Trypanoscma_evasi_ (AB551922.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
18 S_'T‘ rypanoscma_evansI (KT023565.1) CRGARATCACTGCATTGCAGGRATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGRCGTARTCTGCCGE 120
185 _Trypanosoma equ;perdum (TEQVI_000284500) CRGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGE 120
185 _Trypanoscma equiperdum_(AJ223564.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 112
13 S_Trypanosoma_the; eri (AJl'"l’ngoB 1) CRGARATCACTGCATTGCAGGRATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGRCGTAATCTGCCGE 98
18 S:Trypanosoma:vivax_ (EU477537.1) CRGAATCACTGCACTGCAGGRAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGRACGTAATCTGCCGE 120
185_Trypanosoma_vivax_(KM391827.1) CRGRATCACTGCACTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 119
IQS_T:ypanosoma_vivax_ (Tvy486_03) CAGRATCACTGCACTGCAGGARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
185_Trypanoscma vivax (KM391829.1) CRGAATCACTGCACTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGE 118
HHHAHHAAATRAAANY A A AN A A A A A A R A A A A A A A AN AN AR A A A AN A AR A A A Ao h
REVERSE
18 S_Trypanosoma_equiperdu.m_ (ARJO09153.1) TACAGTCTCAGGGGGEAGTACGTTCGCRAGAGTGARACTTRAARGARATTGACGGRATGEC 1510
185 Trypanosoma evansi_(KY114576.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGT TCGCAAGAGTGARRCTTARAGARATTGACGGAATGGC 1533
185_Trypanosoma_evasi AB551922.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGT TCGCAAGAGT GARACTTAAAGARATTGACGGAATGGC 1533
185 “l‘\‘ypaﬁosona evansi (KT023565.1) TACAGTCTCAGGGGGEAGTACGTTCGCARGAGT GARACTTARAGRRATTGACGGAATGEC 1533
185_Trypanosoma equ_perdu.m (TEOVI 000284500) TRCAGTCTCRGGGGGGAGTACGTTCGCRAGAGTGARRCTTRAARGRARATTGACGGRATGGC 1533
185_Trypanosoma_eq erdum CAJ223564 1) TACAGTCTCAGGGGGEAGTACGTTCGCAAGAGT GARACTTAAAGARATTGACGGAATGGC 1525
18 5T \‘ypanosona_the leri . (AJI'"D 9163.1) TACAGTCTCAGGGGGEAGTACGTTCGCALAGAGT GARACTTARRGARATTGACGGRATGEC 1488
185_Trypanoscma vivax (EU477537.1) TRACAGTCTCRAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGARACTTRAARGARATTGACGGRATGGE 1454
185_Trypanosoma_vivax_(KM391827.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGT TCGCAAGAGT GARACTTAAAGARATTGACGGAATGGC 1451
185 _Trypanosoma_ v1va.¥. (Tvy4ds 6 03) TRCAGTCTCRAGGGGGEAGTACGTTCGCRAGAGT GARACTTARRGARATTGACGGRATGEE 1452

185_Trypanosoma v1vax (KM3918 29.1 ) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGARRCTTARAGARATTGRACGGRATGGE 1451

B T



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_029020995.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZK3M2U43013
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En la Tabla 3 se detallan un total de cuatro pares de primers disefiados para el gen 18S, mientras que
en la Tabla 4 se presentan los cuatro pares de primers correspondientes al gen PFK. Para cada par de
primers, se proporciona la temperatura de melting (Tm) y el tamano aproximado del amplicon resultante.

En particular, se destaca el uso del SET1/18S para el gen 18S y el SET2/PFK para el gen PFK. Estos
primers fueron seleccionados tomando en cuenta la menor variabilidad de regién de unioén y el maximo
tamafio de amplicon generado a su alta. Estos enfoques y resultados obtenidos son fundamentales para el
desarrollo de estudios posteriores que requieran la amplificacion y anadlisis de los genes 185 y PFK,
proporcionando herramientas efectivas para investigaciones relacionadas con la biologia molecular y la
genética.

Tabla 3. Primers disefiados para la identificacion de Trypanosoma spp. mediante amplificacion del gen 18S

Tamaiio aproximado

Secuencia Temperatura L,

amplicon

SET 1/18S F: 5" AATCACTGCAYTGCAGGAATCT 3’ Tm= 64
R: 5" GAAATTCAAAGTGAGAACGC 3’ Tm= 62 1500 pb

SET 2/18S F: 5" GCATGGGATAACRARGSAKCAG 3’ Tm= 60
R: 5" TCGTAGTGTCTGGACGACAA 3’ Tm= 60 1800 pb

SET 3/18S F: 5 GCAWYAYTGGATAACTTGGC 3’ Tm=58
R: 5" ACTYCKTTATAGCCACTTGAA 3’ Tm= 60 2100 pb

SET 4/18S F: 5° GCCCTATCAGCCAGTGATGGC 3’ Tm= 64
R: 5" CCAGGGTTCACMCAGATRCA 3’ Tm= 62 2000 pb

Nomenclatura de degenerancias: Y= por la base C o T; R= por la base A o G; S= por la base G O C; K= por la base G o T; W= por la base
A o0C;M=porlabase AoC

Tabla 4. Primers disefiados para la identificacion de Trypanosoma spp. mediante amplificacion del gen PFK

Secuencia Temperatura Tamafio amplicon

SET 1/PFK F: 5’ ATYGTYACRTGYGGTGGYATTT 3’ Tm=66
R: 5" TCCAGYTMSTGYGCCGCCTG 3’ Tm= 68 1300 pb

SET 2/PFK F: 5'CTCAAYGAYGTSATYCGTTC 3’ Tm=56
R: 5"CTCCCYAGYTRYATRAAKTG 3’ Tm= 58 1100 pb

SET 3/PFK F: 5’ AGCGHCTYGGWGTMAAYATYC 3 Tm= 62
R: 5" ASYGCGTASCGTTAYTAYGTC 3’ Tm= 64 1200 pb

SET 4/PFK F: 5 CGYGTBACVAGCAARCTSGT3’ Tm= 62
R: 5GTMGCACCWGKCATVGCCTC 3’ Tm= 64 1200 pb

Nomenclatura de degenerancias: Y= por la base C o T; R= por la base A o G; 5= por la base G O C; K= por la base G o T; W= por la base
A o0C; M=porlabase Ao C; V=porlabase AoCoG

Tabla 5. Primers adicionales para la identificacion de T. cruzi y T. rangeli para el gen PFK
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Secuencia Temperatura Tamafio amplicon
SET 5/PFK F: 5" ATYGTYACRTGYGGCGGYATTTG 3’ Tm= 64
R: 5" AGAAYAGAGCHTCYTTHGCKGA 3’ Tm= 64 1190 pb
SET 6/PFK F: 5° GTRAARCGBGTBATTGGBTTCC 3’ Tm= 62
R:5" CCTTYATYGGDACBAGYATYTA 3’ Tm= 62 1100 pb

Nomenclatura de degenerancias: Y= por la base C o T; R= por la base A o G; H=por la base A o C o T; K= por la base G o T; B=
porlabaseCoGoT

Validacion de secuencias

Se realizaron pruebas de validacion para los conjuntos de primers SET1, disefiados tanto para el gen
18S como para el gen PFK, utilizando el programa BLAST. En el caso del gen 18S, los resultados
especificos relacionados con el primer forward y las secuencias de referencia de las especies T. equiperdum,
T. evansi, T. theileri y T. vivax estan disponibles para su revisién en la Figura 3. En todos los casos, se
encontraron 21 coincidencias exactas en un total de 22 caracteres, lo que representa una sorprendente
similitud del 95%, sin que se detecten brechas ni inserciones en los alineamientos. Ademas, es importante
destacar que ambas secuencias se encuentran en la misma direccion (Plus/Plus), lo que refuerza la validez
de los sets de primers en relacién con las secuencias de referencia.

Adicionalmente, se llevd a cabo la validacién de los primers, incluyendo el primer reverse, con
respecto a las mismas secuencias correspondientes a las especies mencionadas. Los resultados de esta
validaciéon se encuentran detallados en la Figura 4 para su andlisis y evaluacion. Esto permite una
evaluacién completa de la eficacia de los primers tanto en la direccién forward como en la direccion
reverse en relacion con las secuencias de referencia de las especies T. equiperdum, T. evansi, T. theileri y T.
vivax. Hubo una coincidencia perfecta del 100% de identidades sin brechas o inserciones. La direccion del
alineamiento es en sentido "Plus/Minus", lo que indica una orientacion opuesta entre la secuencia de
consulta y la secuencia de referencia en este caso.

La validacién del gen PFK no pudo llevarse a cabo debido a la baja cantidad de secuencias
disponibles en la base de datos GenBank.
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Trypanosoma equiperdum 185 rRNA gene, isolate STIB 818
Sequence ID: AJ009153.1 Length: 2187 Number of Matches: 6

Range 1: 42 to 63 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
41.4 bits(20) le-06 21/22(95%) 0/22(0%) Plus/Plus

Query 1  AATCACTGCAYTGCAGGAATCT 22

LECLELETTE TTEEETErLt

Shjct 42 AATCACTGCATTGCAGGAATCT 63

Trypanosoma evansi genome assembly, chromosome: STIBB05_07
Sequence ID: OUB30658.1 Length: 2188853 MNumber of Matches: 93

Range 1: 1936305 to 1936326 GenBank Graphics ¥ Mext Match
Score Expect Identities Gaps strand

41.4 bits(20) 7e-05 21/22(95%) 0/22(0%) Plus/Plus
Query 1 AATCACTGCAYTGCAGGAATCT 22

LLLLLEEELL DLELEELLET]

Sbjct 1936385 AATCACTGCATTGCAGGAATCT 1936326

Trypanosoma theileri 18S rRNA gene, isolate TREU 124
Sequence ID: AJ009163.1 Length: 2141 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 42 to 63 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

41.4 bits{20) Se-05 21/22(95%) 0/22(0%) Plus/Plus

Query 1  AATCACTGCAYTGCAGGAATCT 22

) FEEDLREEEY FEEEELin |
sbjct 42 AATCACTGCATTGCAGGAATCT 63

Trypanosoma vivax 1835, 5.85, 285-L51, and srRNA1 ribosomal RNA, complete sequence

Sequence ID: U22316.1 Length: 4645 MNumber of Matches: 1

Range 1: 64 to B> GenBank Graphics

Score Expict Identities Gaps Strand

41.4 bits(20) Fe-05 21/22(95%) 0/22(0%) Plus/Plus

Query 1  AATCACTGCAYTGCAGGAATCT 22
FILELERELE FELLEEELLL

Sbjct 64 AATCACTGCACTGCAGGAATCT 85

Figura 3. Validacién del primer forward del gen 18S con la secuencia de analizadas. Secuencia: (A) T. equiperdum; (B) T. evansi;
(O) T. theileri; (D) T. vivax.
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A Trypanosoma equiperdum IVM-Kh4 gene for 185 ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID; LC386046.1 Length: 804 Number of Matches: B

Range 1: 166 to 173 GenBank Graphics ¥ Mext Match
SCore Expect Identities Gaps Strand
16.4 bits{B) 33 8/B{100%:) 0/8(0%) Plus/Minus

Query & mzlilnlsﬁ 15
Sbict 173 AAAGTGAG 166

B Trypanosoma evansi 185 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KRESB266.1 Length: 2207 Mumber of Matches: 1
Range 1: 284 to 292 GenBank Graphics
Scarg Expact Idantitias Gaps Strand
18.3 bits{9) 476 990 100%:) 0,/9{0%) Plus/Minus
Query 18 J?TWTTWT 18
Sbjct 292 AGTGAGAALC 284
cC Trypanosoma thellerl isolate Tthbé 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.5 ribosomal
RMA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequance 10: AYTTIEN9.1 Lengih: 343 Humbar of Matches: 1
Range 1: 670 to 681 GenBank Graphos
.'-'::htu::lﬂ ':-.'.-'f" E_-I1:1.jrt W) F::lt'-;'hm.\
Query 5§ 1I'TL-1-_1-1C-1C-I-'un 113
Shijet &81 THMT-:I.:I.H 3]
Trypanosoma vivax strain 310 clone 1 1858 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, complete
sequence; and 5.85 ribosomal RNA gene, partial sequence
Soquonce ID: KM3#1818,1 Length: Z35T Number of Maiches: 1
D

Ramge 1: 1368 to 1374 CanBack Gmphcs

18.3 hits{5) 425 9/ 100%:) 0/9(0%:) Plus/Mirus
Juery 8 AARGTGAGE 16

Skjet 1374 AMMGTGAGA 1366

Figura 4. Validacion del primer reverse del gen 185 con la secuencia de analizadas. Secuencia: (A) T. equiperdum; (B) T. evansi;
(C) T. theileri; (D) T. vivax.

4. Discusion

En el presente estudio, se llevo a cabo el disefio y validacién in silico de primers dirigidos contra las
regiones 18S y PFK para el estudio metagendmico de Trypanosoma spp. En lugar de basarse en la longitud
de los fragmentos amplificados, se propone utilizar una técnica que clasifique las especies dentro de un
grupo determinado segtin su similitud en un gen especifico, como el gen 185 y PFK.

Se obtuvieron las secuencias para ambos genes a partir de referencias conocidas. Para el gen 18s se
observé una gran cantidad de secuencias, estas secuencias proporcionan una herramienta invaluable para
identificar y clasificar con precision las diferentes especies de Trypanosoma, lo que facilita la comprensién
de su diversidad y distribucion geografica (Keatley et al., 2020). Ademas, el uso de primers especificos
basados en el gen 18S permite un diagndstico temprano y preciso de enfermedades transmitidas por
tripanosomas (Gaithuma et al., 2019). Asi mismo, se utiliza para estudiar la evolucion y las relaciones
filogenéticas dentro del género Trypanosomay con otros organismos relacionados (Moya et al., 2020). Esto
proporciona informacién sobre la historia evolutiva de estos parasitos, sus relaciones con otros patdégenos
y su diversidad genética. En un estudio llevado a cabo en Ecuador por De la Cadena et al. (2023) se
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investigo la presencia de Trypanosoma theileri en ganado bovino en la region amazonica del pais. Esta area
carecia de informacién suficiente sobre la tripanosomosis. Durante el periodo de 2014 a 2019, se tomaron
muestras de sangre de bovinos en las provincias de Orellana y Sucumbios como parte de campanas para
detectar hemoparasitos. En este proceso, se utilizaron tres marcadores moleculares diferentes, incluido el
marcador genético 18S. Este marcador 18S desempefio un papel esencial en la identificacion y
caracterizacion del parasito en los bovinos examinados. El estudio encontré la presencia de Trypanosoma
theileri en la provincia de Sucumbios, con una prevalencia molecular especifica del 8,6%.

Por otro lado, Darwish et al. (2023) menciona que la secuenciacién del amplicon 18S en su estudio
revelo una sorprendente riqueza de diversidad dentro de T. evansi, particularmente en ejemplares
provenientes de camellos egipcios en comparacion con camellos argelinos. Esta variabilidad genética
podria reflejar tanto un prolongado aislamiento en las regiones de Egipto y Argelia como la posible
participacion de una amplia gama de vectores en la transmision. Asi también, Suganuma et al. (2016),
llevé a cabo la caracterizacion molecular utilizando la técnica de amplificacion por PCR del gen del ARN
ribosomico 18S de Trypanosoma equiperdum. Los resultados obtenidos resaltan la efectividad del gen 18S
rRNA para lograr una identificacion precisa de las especies y para entender las relaciones filogenéticas.

En el caso del gen PFK, es importante destacar que no se pudo obtener evidencia de secuencias
especificas de Trypanosoma para el gen PFK en GenBank. Esto puede deberse a diversas a una posibilidad
es que el gen PFK de Trypanosoma, en particular, no haya sido ampliamente secuenciado y depositado en
GenBank, asi también a la falta de investigaciones previas que se hayan centrado en secuenciar y estudiar
especificamente el gen PFK en esta especie (Tshitenge et al., 2022). Debido a la importancia del estudio del
gen 185 en el género Trypanosoma y a los avances en la comprension de la diversidad y filogenia de estas
especies, se opto por incluir secuencias adicionales de T. rangeli y T. cruzi en la investigaciéon. Al agregar
mas secuencias de estos dos parasitos, se amplia la representatividad de la informacién genética
disponible, lo que permite obtener un panorama mas completo y preciso de la variabilidad genética de
estas especies. Ademads, estos nuevos sets de primers pueden tener aplicaciones en estudios
epidemiolédgicos y de vigilancia, permitiendo un mejor seguimiento y monitoreo de la distribucién y
propagacion de T. rangeli 'y T. cruzi en distintas regiones geograficas (Velasquez-Ortiz et al., 2022).

Se encontraron mds secuencias para T. evansi y T. vivax. Esto es importante ya que T. vivax se
distribuye fuera de Africa y puede transmitirse tanto ciclicamente por la mosca tsetsé como también
mecanicamente, mientras que la etiologia y la patogenia de otras especies de Trypanosomas son poco
conocidas (Jaimes-Duenez et al., 2019). Mediante un analisis metagendmico Eleizalde et al. (2021) en su
estudio se centré en el diagnostico molecular de tripanosomas bovinos en Venezuela y proporciond
evidencia de Trypanosoma evansi y Trypanosoma vivax. Asi mismo, en otro estudio usé PCR para detectar la
infeccién por Trypanosoma en la fauna australiana nativa usando cebadores dirigidos a un fragmento
anidado de 320 pb del ARNTr 18S (Eleizalde et al., 2021).

5. Conclusiones

En la busqueda de regiones conservadas para la generacion de primers degenerados, se identificaron
areas altamente conservadas en el gen 185 a través del analisis de multiples secuencias de Trypanosoma.
Estas regiones prometedoras ofrecen la posibilidad de amplificar amplicones largos, lo que resulta
esencial para llevar a cabo un anadlisis metagenomico de estas especies a partir de una tinica muestra
bioldgica. Ademads, los primers degenerados disefiados para amplificar las regiones conservadas en los
genes 18S y PFK se sometieron a una validacién in silico. Los resultados indicaron que los primers
disefiados para el gen 185 tienen un alto potencial para unirse eficazmente a sus secuencias objetivo.

Sin embargo, en el caso del gen PFK, se encontraron limitaciones significativas debido a la escasa
disponibilidad de secuencias especificas de Trypanosoma spp. en la base de datos GenBank. Estas
limitaciones pueden atribuirse a la falta de secuenciaciones previas y estudio del gen PFK en estas
especies.
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Los primers aqui propuestos deben validarse analiticamente, empleando cepas o aislados
previamente caracterizados, con la finalidad de probar su utilidad para la deteccion de especies
individuales y luego su potencial aplicacion para estudios metagendmico basados en secuenciacion de
lecturas largas.
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Anexo 1
Forward
PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600) GGTATTGTCACGTGCGGTGGTATTTGCCCCGGCCTCARCGACGTCATCCGTTCCATCACC 360
PFK_Trypanosoma_evansi_ (OU830654.1) GGTATTGTCACGTGCGGTGGTATTTGCCCCGGCCTCARCGACGTCATCCGTTCCATCACC 360
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1) GGCATCGTTACGTGCGGTGGCATTTGTCCTGGTCTCAATGATGTGAT TCGTTCCATCACT 351
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140) GGTATCGTTACATGTGGTGGTATTTGCCCTGGTCTCAATGATGTGATTCGTTCTTTGACC 354
PFK_Trypanosoma_theileri_(XM_029020995.1) GGTATCGTTACATGTGGTGGTATTTGCCCTGGTCTCAATGATGTGATTCGTTCTTTGACC 354
PFK_Trypanosoma_cruzi_ (XM_816960.1) GGCATTGTCACATGCGGAGGTATTTGCCCCGGCTTGAATGACGTGAT TCGTTCCTTGACT 354
PFE_Trypanosoma_rangeli (XM 029385192.1) GGCATTGTTACGTGCGGCGGTATTTGCCCTGGACTGRATGATGTGATTCGCTCATTGACT 357
*Ek wk kH wE wH kw Ak kR EEE X kW * hw wk kW ww AR kW * ww
Reverse
PFE_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600) ATGATTCGTGCTTGCCCACCGTCGGCCAATGACGCCCTCTTCTGCGCCACCCTTGCCACT 1200
PFK_Trypanosoma_evansi_ (OU830654.1) ATGATTCGTGCTTGCCCACCGTCGGCCAATGACGCCCTCTTCTGCGCCACCCTTGCCACT 1200
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1) ATGATCCGTGCTTGCCCACCCTCTGCCAACGACGCACTCT TCTGCTCARCGCTGGCCACT 1191
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140) ATGATCCGTGCATGCCCACCTTCTGCTAATGATGCTCTCTTCTGCGCCACTTTGGCAACT 1194
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1) ATGATCCGTGCATGCCCACCTTCTGCTAATGATGCTCTCT TCTGCGCCACTTTGGCAACT 1194
PFK_Trypanosoma_cruzi_(XM_816960.1) ATGATTCGCGCCTGTCCGCCCTCGECARATGACGCTCTTTTCTGCGCCACTCTTTCCACA 1194
PFK_Trypanosoma_rangeli_ (XM _029385192.1) ATGATTCGAGCTTGCCCACCCTCGGCARATGACGCTCTCT TCTGCGCCACCCTTGCCACA1197
Ak REE kE kE EE k® R kF KR EH kR kk wF EEkEREE o wE - * ww
Figura Al. Alineamiento SET3/PFK. Se observan nuevos primers adicionando secuencias de T. rangeli y T cruzi. En el primer
alineamiento se observa el primer forward, este es el oligonucledtido que se disefia para unirse a la hebra de ADN en la direccién de lectura
del 5' al 3' en la cadena molde o templado. En el segundo alineamiento se encuentra el primer reverse, es el oligonucleétido disefiado para
unirse al extremo 3' del fragmento complementario en la cadena molde. Los primers se encuentran resaltados en color amarillo.
Anexo 2
185_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) —=——————m—mmmmmmmm—— o GTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 38
185_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) GATCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 60
185_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 60
185_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 60
185_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 60
185_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) —=—-—--- TGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 52
18S_Trypanosoma_theileri_ (AJ009163.1)  =—=—=——————mmmmmmmm o GTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 38
18S_Trypanosoma_vivax_(EU477537.1) GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 60
18S_Trypanosoma_vivax_(KM391827.1) ~CTCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 59
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 60
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) —CTCTGGTTGATTCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTTTCAAGGACTTAGCCATGCATGCCT 59
Khkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkkhkhhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhhxkxx
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 98
185_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
185_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
185_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
185_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 112
185_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) CAGAATCACTGCATTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 98
185_Trypanosoma_vivax_(EU477537.1) CAGAATCACTGCACTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
185_Trypanosoma_vivax_(KM391827.1) CAGAATCACTGCACTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 119
18S_Trypanosoma_vivax_(TvY486_03) CAGAATCACTGCACTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 120
18S_Trypanosoma_vivax_(KM391829.1) CAGAATCACTGCACTGCAGGAATCTGCGCATGGCTCATTACATCAGACGTAATCTGCCGC 119
KKK KA hAKKAAKRKK FAA KA I AR A I A AR A I A A A A A Ak kA Ak Ak hk Ak hkk kA Ak hkhkhkkkkhx
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) CAAAATTTTGCGGTC-TCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 157
18S_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) CAAAATTTTGCGGTC-TCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 179
185_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) CAARATTTTGCGGTC-TCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 179
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) CAAAATTTTGCGGTC-TCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 179
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) CAAAATTTTGCGGTC-TCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 179
185_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) CAARATTTTGCGGTC-TCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 171
185_Trypanosoma_theileri_ (AJ009163.1) ARAAATCTTGCGGTT-TCCGCAACATTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 157
185_Trypanosoma_vivax_(EU477537.1) ARTCACTTTGCGGTCCTCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 180
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185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) AATCACTTTGCGGTCCTCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 179
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) AATCACTTTGCGGTCCTCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 180
lSSiTrypanosomaivivaxi(KM391829.l) AATCACTTTGCGGTCCTCCGCATTACTGGATAACTTGGCGAAACGCCAAGCTAATACATG 179

* * * ok ok Kk ok ok k * ok Kk k ok k Kk kkkhkhkkk A Ak A hkkhhrhkkhkhhkrhkkhhrrhkhkhkhkrkhkhhxx
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) AACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTACGCACTTGTCGTGGCG 217
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) AACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTACGCACTTGTCGTGGCG 239
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) AACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTACGCACTTGTCGTGGCG 239
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) AACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTACGCACTTGTCGTGGCG 239
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) AACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTACGCACTTGTCGTGGCG 239
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) AACCAATCGGACGCTCTCTTTTTCTATGTCGCGGCTTGTGTTTACGCACTTGTCGTGGCG 231
18S Trypanosoma theileri (AJ009163.1) AACCAAAGGGACGTTCTCTGTTCCGGCGGTGGGGCA-——-===——===== ACTCACTGTC 203
18S_Trypanosoma vivax (EU477537.1) AGCCAACGGG-CGCTCCCTGCTCCGGCGGCGGGGCA-— --ACCCGCCGTC 225
18S_Trypanosoma vivax (KM391827.1) AGCCACCGGG-CGCTCCCTGCTCCGGCGACGGGGCA-————==——===== ACCCGCCGCT 224
18S_Trypanosoma vivax (TvY486 03) AGCCACCGGG-CGCTCCCTGCTCCGGCGACGGGGCA-————————===== ACCCGCCGCT 225
18S_Trypanosoma vivax (KM391829.1) AGCCACCGGG-CGCTCCCTGCTCCGGCGACGGGGCA-—————————==== ACCCGCCGCT 224
* Kk ok *xk kk kk kK * ok * *  kxk * *
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCACCCGGGGGCAGTAACA 2717
18S_Trypanosoma_evansi (KY114576.1) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCACCCGGGGGCAGTAACA 299
18S Trypanosoma_evasi (AB551922.1) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCACCCGGGGGCAGTAACA 299
185 _Trypanosoma evansi (KT023565.1) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCACCCGGGGGCAGTAACA 299
185 _Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCACCCGGGGGCAGTAACA 299
185 _Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAATTAGAACCAACGCCTCCACCCGGGGGCAGTAACA 291
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) ATGGGACGTCCAGCGAATGAATGAAAATAAAACCAATGCCTTC---AC-CGGCAGTAACA 259
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) ATGGGACGCCCCGCGAATGAGTGACATTAAAACCAACGCCCGC---ACAGGGCAGTACCC 282
18S_Trypanosoma vivax (KM391827.1) ATGGGACGCCCCGCGAATGAGTGACATTAAAACCAACGCCCGC ---TCAGGGCAGTACCT 281
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486 03) ATGGGACGCCCCGCGAATGAGTGACATTAAAACCAACGCCCGC --—TCAGGGCAGTACCA 282
18S_Trypanosoma vivax (KM391829.1) ATGGGACGCCCCGCGAATGAGTGACATTAAAACCAACGCCCGC - -~ TCAGGGCAGTACCA 281
Ak kkhkkhhkkk Khk kkhkhkhkkkkhk kkhkk *x kk Khkkkhkkx Khkhx * *khkkkkhkkkx x
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) CTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAARAGCCGAGCCTTGTTGCTCGGCGTCTA 337
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) CTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCCGAGCCTTGTTGCTCGGCGTCTA 359
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) CTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCCGAGCCTTGTTGCTCGGCGTCTA 359
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) CTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCCGAGCCTTGTTGCTCGGCGTCTA 359
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) CTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCCGAGCCTTGTTGCTCGGCGTCTA 359
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) CTCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCCGAGCCTTGTTGCTCGGCGTCTA 351
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) CCCAGAAGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCTGGA-TTTCTTATCCGGCGTCTT 318
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) ACCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCC—-——-— GGCCCGTCCGGCGTCTT 337
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) CGCAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCC———-—— GGCTCGTCCGGCGTCTT 336
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) CACAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCC———-—— GGCTCGTCCGGCGTCTT 337
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) CACAGACGTGTTGACTCAATTCATTCCGTGCGAAAGCC———-—— GGCTCGTCCGGCGTCTT 336
Khkkk kkhkkkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhkkkkhkkkx * ok ok ok ok ok ok ok
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) CTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 397
18S Trypanosoma evansi (KY114576.1) CTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 419
185 _Trypanosoma evasi (AB551922.1) CTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 419
185 _Trypanosoma evansi (KT023565.1) CTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 419
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) CTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 419
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) CTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 411
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) TTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 378
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) TTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 397
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) TTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 396
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) TTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 397
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) TTGACGAACAACTGCCCTATCAGCCAGTGATGGCCGTGTAGTGGACTGCCATGGCGTTGA 396
KA A KA A A A A A A AR A A A AR A AR A A AR A A AR A A A AR A AR AR A A Ak Ak kA A Ak kA hkkkk
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGARATAGCTACCACTTC 457
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 479
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 479
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 479
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 479
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 471
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 438
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 457
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 456
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 457
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) CGGGAGCGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACTTC 456
khkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhkhkkkhkkhkkkkkkk
185 _Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAATACGATGAGGCAGCGAA 517
185 _Trypanosoma evansi (KY114576.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAATACGATGAGGCAGCGAA 539
185 _Trypanosoma evasi (AB551922.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAATACGATGAGGCAGCGAA 539
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAATACGATGAGGCAGCGAA 539
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAATACGATGAGGCAGCGAA 539
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAAAAAATACGATGAGGCAGCGAA 531
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCAAAAAAAAACGATGAGGCAGCGAA 498
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAGACCGAACGATGAGGCAGCGAA 517
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAGACAGAACGATGAGGCAGCGAA 516
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAGACAGAACGATGAGGCAGCGAA 517
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) TACGGAGGGCAGCAGGCGCGCAAATTGCCCAATGTCGAGACAGAACGATGAGGCAGCGAA 516
KAk KA Ak kA A h A Ak AAhkhAhhk A hkdhhkhkrhhAhkhkrhkhhxxkhrxk*x * * LR EE SRS SRS EEEEEE
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) AAGARATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAATGGGGGATACTCAAACC 577
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) AAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAATGGGGGATACTCAAACC 599
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) AAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAATGGGGGATACTCAAACC 599
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AAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAATGGGGGATACTCAAACC
AAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAATGGGGGATACTCAAACC
AAGAAATAGAGCCGACCGTGCCCTAGTGCATGGTTGTTTTCAATGGGGGATACTCAAACC
AAGAAATAGAGCCGACAGTGCC-TAGTGCATTGTCGTTTTCAATGGGGGATATTTAAACC
AAGAAATAGAGCCGGCAGTGCT---ACGCATTGTCGTTTTCAATGGGGGATACCCAAACC
AAGAAATAGAGCCGACAGTGCT---ACGCATTGTCGTTTTCAATGGGGGATACCCAAACC
AAGAAATAGAGCCGACAGTGCT---ACGCATTGTCGTTTTCAATGGGGGATACCCAAACC
AAGAAATAGAGCCGACAGTGCT---ACGCATTGTCGTTTTCAATGGGGGATACCCAAACC

Kkkkhkkkhkhkhkrkhkhk K KrkKkk Kkkk kk khkkhkhkkkkhkhKkkhr kKK *k Kk K

CATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAATATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAAAATCGAGTAACAATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAACATCGAGTAGCCATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAACATCGAGTAACTATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAACATCGAGTAACTATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA
CATCCAACATCGAGTAACTATTGGAGGACAAGTCTGGTGCCAGCACCCGCGGTAATTCCA

KKK KKK KAKKKKAK * Ak kAR KK AR R A AR I A KA AR AR KRR R AR F KKK A KR A KKK

GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAATTGAGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGCACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC
GCTCCAAAAGCGTATATTAATGCTGTTGCTGTTAAAGGGTTCGTAGTTGAACTGTGGGCC

hkkkhkkhkhkhkhkhhhhhhkhhkhhhkhhkhkkhkhhkhkhkkhkhkkhhkhhkhkhk*x * **k *rkkx*

ACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTTTTGACCCACGCCCTCG
ACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTTTTGACCCACGCCCTCG
ACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTTTTGACCCACGCCCTCG
ACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTTTTGACCCACGCCCTCG
ACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTTTTGACCCACGCCCTCG
ACGTAGTTTTGTGCCGTGCCAGTCCCGTCCACCTCGGACGTGTTTTGACCCACGCCCTCG
TTTGAGGCGCAATGGTTTGTCCCGT---CCACCTCGGA----TTGGTGACCCAT-GCCCT
GCGCTGTCGCCGCGCTCCGCCCCAC---CCGCAGAGGG—
GCGCTGCCGCCGCGCTCCGCCCCAC---CCGCAGAGGG—
GCGCTGCCGCCGCGCTCCGCCCCAC---CCGCAGAGGG----TGCGTGGCACGCGGCGCG
GCGCTGCCGCCGCGCTCCGCCCCAC---CCGCAGAGGG----TGCGTGGCACGCGGCGCG

* *Kk Kk * K * * * K

TGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCTCCTCACTTTCACGC
TGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCTCCTCACTTTCACGC
TGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCTCCTCACTTTCACGC
TGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCTCCTCACTTTCACGC
TGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCTCCTCACTTTCACGC
TGGCCCGTGAACACACTCAGATACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCTCCTCACTTTCACGC
TGAGGTCCGTGAACACTCAGAAACAAGAAACACGGGAGCGGTTCCT-TCCTGATTTTCGC
CGCCGCCCGCGAACACTCAGACACACGCAGCGCGGGAGCGCT--~-T-CCCCACACCACGC
CGCTGCCCGCGAACACTCAGACACAAGCAGCGCGGGAACGCT---T-CCCCACACCACGC
CGCCGCCCGCGAACACTCAGACACAAGCAGCGCGGGAACGCT---T-CCCCACACCACGC
CGCTGCCCGCGAACACTCAGACACAAGCAGCGCGGGAACGCT---T-CCCCACACCACGC

* * kkkhkkkkhkk Kkhkk Kk Kk Kk krkkkk Kk * * * * kK

ATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCAAAAAAGTGCGACCAAA
ATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCAAAAAAGTGCGACCAAA
ATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCAAAAAAGTGCGACCAAA
ATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCAAAAAAGTGCGACCAAA
ATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCAAAAAAGTGCGACCAAA
ATGTCATGCATGCGAGGGGGCGTCCGTGAATTTTACTGTGACCAAAAAAGTGCGACCAAA
ATGTCATGCATGCCAGGGGGCGTCCGTGATTTTTACTGTGACTAAAAAAGTGTGACCAAA
GTGTCATGCGCGCACGGGGCGCCCGCGAGTCTTTACTGTGACGAAAAAAGCGCGACCAAA
GTGTCATGCACGCACGGGGCGCCCGCGAGTCTTTACTGTGACTAAAAAAGCGCGACCAAA
GTGTCATACACGCACGGGGCGCCCGCGAGTCTTTACTGTGACTAAAAAAGCGCGACCAAA
GTGTCATACACGCACGGGGCGCCCGCGAGTCTTTACTGTGACTAAAAAAGCGCGACCAAA

KkKhhkkk K Kk KAkKxK * KKK KKKKK KKK KAAKKKX K* KAk KAKK

GCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCATCAGCCCTGGGGCCACC
GCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCATCAGCCCTGGGGCCACC
GCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCATCAGCCCTGGGGCCACC
GCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCATCAGCCCTGGGGCCACC
GCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCATCAGCCCTGGGGCCACC
GCAGTCTGCCGACTTGAATTACAAAGCATGGGATAACGAAGCATCAGCCCTGGGGCCACC
GCAGTCATTCGACTTGAATTAGAAAGCATGGGATAACAAAGGAGCAGCCTATGGGCCACC
GCAGTCCACCGACCTGCATTGCAAAGCATGGGATAACAAGGCATCAGCCTCCGGGCCACC
GCAGTCCACCGGCCTGAATTGCAAAGCATGGGATAACAAAGCATCAGCCTCCGGGCCACC
GCAGTCCACCGACCTGAATTGCAAAGCATGGGATAACAAAGCATCAGCCTCCGGGCCACC
GCAGTCCACCGACCTGAATTGCAAAGCATGGGATAACAAAGCATCAGCCTCCGGGCCACC
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* Kk k ok ok *Kk Kk kk kkk dhkkhkhkhkkhkhkhkrkhkhkhkhkx * * * Kkkkkk K*kkk ok k kK
18S Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGGGCCGCGTGCCTTGGGT 997
18S Trypanosoma evansi (KY114576.1) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGGGCCGCGTGCCTTGGGT 1019
18S Trypanosoma evasi (AB551922.1) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGGGCCGCGTGCCTTGGGT 1019
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGGGCCGCGTGCCTTGGGT 1019
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGGGCCGCGTGCCTTGGGT 1019
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGAAGTCCTTGGGAGATTATGGGGCCGCGTGCCTTGGGT 1011
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) GTTTCGGCTTTTGTTGGTTTTAAAAGTCCATTGGAGATTATGGCGTCGTGCGACAAGCGT 968
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) GATTCGGCTTTTGTTGGTTTTAGCAGTCCGTTGGAGATTGGGGGCCGGCGCGAGCAGGCA 983
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) GATTCGGCTTTTGTTGGTTTTAACAGTCCGTTGGAGATTATGGGCCGGCGCGAGCACGCA 982
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) GATTCGGCTTTTGTTGGTTTTAACAGTCCGTTGGAGATTATGGGCCGGCGCGAGCACGCA 983
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) GATTCGGCTTTTGTTGGTTTTAACAGTCCGTTGGAGATTATGGGCCGGCGCGAGCACGCA 982
* kkkkkkhkkkhkkkkkkkkkokk *kkkk Kk Kkkkkkkk * % *  kx ok
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) CGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACATTC——======—==—=—————————— 1034
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) CGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGCGGCGCGCACATTC———=——=———————————————— 1056
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) CGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACATTC———=——=—————=——————————— 1056
18S_Trypanosoma_evansi (KT023565.1) CGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACATTC——————————————————————— 1056
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) CGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACATTC-— 1056
18S Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) CGGTGTTTCGTGTCTCATTTTTGTGGCGCGCACATTC——————————————————————— 1048
18S Trypanosoma theileri (AJ009163.1) CTGGGTGATTCCCCTTTCGGGGCACCCGTCGCCTTTGCGGGARATCCGTGTCGGTGTTGA 1028
18S_Trypanosoma vivax (EU477537.1) CCGCGGCATTCCGCTCGGAACACGCCGCACGCCCCGCGGLG—————=====—————=——— 1024
185 _Trypanosoma vivax (KM391827.1) CCGCGGCATTCCACTCGGAACACGCCGCACGCCCCGCGGCG-—————====——————=——— 1023
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) CCGCGGCATTCCACTCGGAACACGCCGCACGCCCCGCGGLG-~————====———=————— 1024
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) CCGCGGCATTCCACTCGGAACACGCCGCACGCCCCGCGGLG-—————=====———=—=—=——— 1023
* Kk Kk * k *
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) --GGCTCTTCGTGATGTTT-TTTACATTCATTGCGACGCGCGGCTTCCAGGAATGAAGGA 1091
185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) ——GGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCGGCTTCCAGGAATGAAGGA 1114
185 Trypanosoma evasi (AB551922.1) ——GGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCGGCTTCCAGGAATGAAGGA 1114
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) ——-GGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCGGCTTCCAGGAATGAAGGA 1114
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) —-GGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCGGCTTCCAGGAATGAAGGA 1114
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) ~—GGCTCTTCGTGATGTTTTTTTACATTCATTGCGACGCGCGGCTTCCAGGAATGAAGGA 1106
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) TGAGCTTCGGCCCATCTCTCCGGCGCCTTCCCGTGACTCACGGCATCCAGGAATGAAGGA 1088
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) = —=--———m—m————————m———o CCCTGCGCGTCGCGGCTCGCCGGCCCGGGAATGAAGGA 1062
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) = —-—-———moo———————————o CCTCGCGCGTCGCGGCTCGCCGGCCCGGGAATGAAGGA 1061
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486 03) = ———=-—————————m———m———o CCTCGCGCGTCGCGGCTCGCCGGCCCGGGAATGAAGGA 1062
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) = —-—=-———m—mo——oo———m———o CCTCGCGCGTCGCGGCTCGCCGGCCCGGGAATGAAGGA 1061
Kk kkkkokkkkkokk
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAG 1151
18S_Trypanosoma_evansi (KY114576.1) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAG 1174
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAG 1174
18S_Trypanosoma_evansi (KT023565.1) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAG 1174
18S Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAG 1174
18S Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAG 1166
18S Trypanosoma_ theileri (AJ009163.1) GGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGCGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCGCCAAG 1148
18S Trypanosoma vivax (EU477537.1) GGGCGGCTCGGGGGAGAACGTACTGGTGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCGCCAAG 1122
18S Trypanosoma vivax (KM391827.1) GGGCGGCTCGGGGGAGAACGTACTGGCGCGTCAGAGGTGARAATTCTTAGACCGCGCCAAG 1121
18S Trypanosoma vivax (TvY486 03) GGGCGGCTCGGGGGAGAACGTACTGGCGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCGCCAAG 1122
18S Trypanosoma vivax (KM391829.1) GGGCGGCTCGGGGGAGAACGTACTGGCGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCGCCAAG 1121
* kK Kk khhkkhkkhkkhhkhkhkkhhhkhkhkkhhhkx khhhkhkhhhhkhhhhrhkhhkhkrhkhhkrrhhhdx *,khxx
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) ACGRAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAGTGTGG 1211
185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) ACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1234
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) ACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1234
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) ACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1234
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) ACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1234
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) ACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAGTGTGG 1226
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) ACGAACTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1208
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) ACGAACCACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGACGCCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1182
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) ACGAACCACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGACGCCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1181
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) ACGAACCACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGACGCCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1182
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) ACGAACCACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGACGCCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGG 1181
*hkhkhkkhk hhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkrk Khkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkxxk
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACCATGACACCCATGAATT 1271
18S_Trypanosoma_evansi (KY114576.1) GGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACCATGACACCCATGAATT 1294
18S_Trypanosoma_evasi (AB551922.1) GGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACCATGACACCCATGAATT 1294
185 _Trypanosoma evansi (KT023565.1) GGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACCATGACACCCATGAATT 1294
185 _Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) GGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACCATGACACCCATGAATT 1294
185 _Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) GGATCAAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACCATGACACCCATGAATT 1286
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) GGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATT 1268
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) GGATCGAAGATGATCAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACGCCCATGGATT 1242
l8SiTrypanosoma7vivax7(KM391827.l) GGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACGCCCATGAATT 1241
lSSiTrypanosomaivivaxi(TVY4867O3) GGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACGCCCATGAATT 1242
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) GGATCGAAGATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACGCCCATGAATT 1241
hhkhkhkkhk Khkkhkhhkhkhkkhk Arxhhhhhhkhhrrhkhhhrhhhhkhkhhhrhk, hhkkkhk *kkhkkhkhx *k*x
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) GGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCGACCCTCGGCCCCAATTTA 1331
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) GGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCGACCCTCGGCCCCAATTTA 1354
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) GGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCGACCCCCGGCCCCAATTTA 1354
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) GGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCGACCCTCGGCCCCAATTTA 1354
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCGACCCTCGGCCCCAATTTA 1354
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GGGGAACATCATTGGGTGCCCGTGTGGCGGCCTTTTGTGCCGACCCTCGGCCCCAATTTA 1346
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18S Trypanosoma theileri (AJ009163.1) GGGGAATTTTTGGTCGCAGGCGGGGTCGAGTTCATCTCG-~-~-CTCCTCGCCTCGCCAATG 1325
18S Trypanosoma vivax (EU477537.1) GGGGACCTGTGGCCAGCGGCGCCGCCGGGCTCGCCCGCG-~-~CGCGCGCGCGCTCCACCA 1299
18S Trypanosoma vivax (KM391827.1) GGGGACCTGTGGCCAGCGGCGCCGCCGGGCTTGCCCGCG-~-~CGCGCGCTCGCTCCACCA 1298
18S Trypanosoma vivax (TvY486 03) GGGGACCTGTGGCCAGCGGCGCCGCCGGGCTTGCCCGCG-~-~-CGCGCGCTCGCTCCACCA 1299
18S Trypanosoma vivax (KM391829.1) GGGGACCTGTGGCCAGCGGCGCCGCCGGGCTTGCCCGCG-~-~CGCGCGCTCGCTCCACCA 1298

* kK Kk Kk * * * * *  x
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) TTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTCTTTTGAGGTTCTTCCGGG 1391
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) TTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTCTTTTGAGGTTCTTCCGGG 1414
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) TTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTCTTTTGAGGTTCTTCCGGG 1414
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) TTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTCTTTTGAGGTTCTTCCGGG 1414
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) TTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTCTTTTGAGGTTCTTCCGGG 1414
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) TTTATCAATTTACGTGCCTATTCTATCACCCCCGGTTCCCTCTTTTGAGGTTCTTCCGGG 1406
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) GATATCAATTTACGTGCATATTCTTTTCGGTC-——===—===—=—=———— CTCGCAAGGGG 1368
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) A--——- CCATCACGTGCTCATTCTTTGGCGCG——————==——=—=——— GCCCTCGCGGCCC 1339
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) A-—-——- CCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCG——————==——————— GCTTCGGCC---C 1335
18S_Trypanosoma vivax (TvY486 03) A-———— CCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCG-—=—————=—====~— GCTTCGGCC---C 1336
18S_Trypanosoma vivax (KM391829.1) A-———— CCATCACGTGCACATTCTTTGGCGCG-—=—————======~— GCTTCGGCC---C 1335
*  kkkkkk Kk kkk K
18S Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GTTTTTTACGGGAATATCCTCAGCACGT-TTCTTACTTCTTCACGCGAAAGCTTGGAGGT 1450
18S_Trypanosoma evansi (KY114576.1) GTTTTTTACGGGAATATCCTCAGCACGT-TTCTTACTTCTTCACGCGAAAGCTTGGAGGT 1473
185 _Trypanosoma evasi (AB551922.1) GTTTTTTACGGGAATATCCTCAGCACGT-TTCTTACTTCTTCACGCGAAAGCTTGGAGGT 1473
185 _Trypanosoma evansi (KT023565.1) GTTTTTTACGGGAATATCCTCAGCACGT-TTCTTACTTCTTCACGCGAAAGCTTGGAGGT 1473
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) GTTTTTTACGGGAATATCCTCAGCACGT-TTCTTACTTCTTCACGCGAAAGCTTGGAGGT 1473
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) GTTTTTTACGGGAATATCCTCAGCACGT-TTCTTACTTCTTCACGCGAAAGCTTGGAGGT 1465
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) GCCTTTAACGGGAATATCCTCAGCACGTTATCTGACTTCTTCACGCGAAAGCTTTGAGGT 1428
18S Trypanosoma vivax (EU477537.1) CGCCGATAAGGGAATGTCCTCAGCA--~-~CGTCCA-ACCGCCACGCGAAGGCTTTGAGGT 1394
18S Trypanosoma vivax (KM391827.1) CGCCGCTACGGGAATGTCCTCAGCA- CGTCTCACTGCCCACGCGAAAGCTTTGAGGT 1391
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) CGCCGCTACGGGAATGTCCTCAGCA----CGTCTCACTGCCCACGCGAARAGCTTTGAGGT 1392
18S Trypanosoma vivax (KM391829.1) CGCCGCTACGGGAATGTCCTCAGCA-~-~~CGTCTCACTGCCCACGCGARAGCTTTGAGGT 1391
* kkkkhkkk Khkkkkkkkk kkhkkhkkhkkkk Kkhkkk Kkkkk
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAARAGARATTGACGGAATGGC 1510
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1533
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1533
18S_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1533
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1533
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1525
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1488
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1454
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1451
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486 03) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1452
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) TACAGTCTCAGGGGGGAGTACGTTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAATGGC 1451
khkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhhkhkhkhkhhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhhkhkhkhkkhkhkhkhkkkhkhkkhkkkkkkx
18S Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1570
18S Trypanosoma evansi (KY114576.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1593
18S Trypanosoma evasi (AB551922.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1593
18S Trypanosoma evansi (KT023565.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1593
18S Trypanosoma equiperdum (TEOVI 000284500) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1593
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1585
18S Trypanosoma theileri (AJ009163.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1548
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1514
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1511
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1512
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) ACCACAAGACGTGGAGCGTGCGGTTTAATTTGACTCAACACGGGGAACTTTACCAGATCC 1511
LR SR SRR S S E SRS SRS SRR SRS SRR SRS SRS R RS EEEEEEEEEEEEEEE S
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1630
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1653
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1653
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1653
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1653
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATGGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1645
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1608
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1574
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1571
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486 03) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1572
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) GGACAGGGTGAGGATTGACAGATTGAGTGTTCTTTCTCGATCCCCTGAATGGTGGTGCAT 1571
khkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhhkhkh hhkhkhkhhkhkhkkhkhhkhkhkhhkhkrkhkhhkhkhkhkkhkhkhkhkkkhkhkhkkkkkkx
18S Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1690
185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1713
18S Trypanosoma evasi (AB551922.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1713
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1713
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1713
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1705
18S Trypanosoma_ theileri (AJ009163.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAA 1668
18S Trypanosoma vivax (EU477537.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAG 1634
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAG 1631
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAG 1632
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) GGCCGCTTTTGGTCGGTGGAGTGATTTGTTTGGTTGATTCCGTCAACGGACGAGATCCAG 1631
LRSS E S SRR RS SRR SRS SRR SRR RS E RS R SRR EEEEEEEEEEES S
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGTCCCTCCGGCGGGGATTTT 1750
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185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) GCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGTCCCTCCGGCGGGGATTTT 1773
185 Trypanosoma evasi (AB551922.1) GCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGTCCCTCCGGCGGGGATTTT 1773
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) GCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGTCCCTCCGGCGGGGATTTT 1773
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) GCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGTCCCTCCGGCGGGGATTTT 1773
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) GCTGCCCAGTAGGTGCCGGGATTGTCCACACAGGACAGCAGTCCCTCCGGCGGGGATTTT 1765
18S_Trypanosoma theileri (AJ009163.1) GCTGCCCAGTAGGATTCAGAATTGCCCATAGGATAGCAATCCCCTCCG--CGGGTTT--T 1724
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) GCCGCCCATTAGGCCCCGGGATCACGCACAGGACAGCGCCCGGCGG----CGGGCCG--C 1688
185_Trypanosoma_vivax_(KM391827.1) GCCGCCCAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGC--GGGCCCT--C 1687
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) GCCGCCCAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGC--GGGCCCT--C 1688
185_Trypanosoma_vivax_(KM391829.1) GCCGCCCAGTAGGCCCCAGGATCACGCACAGGACAGCAGCACGGTGGC--GGGCCCT--C 1687

*k kkkkk Kkkhkkk * Kk kK *k Kk * * %
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) TTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGC 1810
18S_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) TTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGC 1833
18S_Trypanosoma_evasi_(AB551922.1) TTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGC 1833
18S_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1) TTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGC 1833
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) TTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGC 1833
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) TTCCCCAACGGTGGTCGTCATCCTTCTTTTTACAGGCCCCTTCTCTGCGGGATTCCTTGC 1825
18S Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) TCCCAAGG-AG-GGGCG———————. ATATTCGTTTGTATCCTTCTCTGCGGGA--TTCCTT 1773
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) AAGCCCAA-CGCCGGCA-- —-GCATCCGGCCGGGGCCTGCTCTGCGGGA---TTCCT 1737
18S Trypanosoma vivax (KM391827.1) GGGCCCAA-CGCCGTCC-—=———= GCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGA-—-TTCCT 1736
185 _Trypanosoma vivax (TvY486_03) GGGCCCAA-CGCCGTCC——————— GCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGA-—-TTCCT 1737
185 _Trypanosoma vivax (KM391829.1) GGGCCCAA-CGCCGTCC——————— GCATCCGGTCGGGGCCTTCTCTGCGGGA-—-TTCCT 1736
* * * K * * K*hkk Kkkkkkkkk kK
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) TTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1870
185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) TTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1893
185 Trypanosoma evasi (AB551922.1) TTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1893
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) TTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1893
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) TTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1893
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) TTTTCGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1885
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) GTTTTGCGCAAGGTGAGATTTTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCAATGTTCTGG 1833
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) TGCGCGCGCAAGGTGAGATGCTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGG 1797
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) TGCACGCGCAAGGTGAGATGCTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGG 1796
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) TGCACGCGCAAGGTGAGATGCTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGG 1797
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) TGCACGCGCAAGGTGAGATGCTGGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCTCGATGCTCTGG 1796
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok kkokk Khkhkhkhkk A hkkhkhkhkrkhkhkhkkhkhkhkkhkrhkkhkhhkhkrkhkx *x*k *kkx*k
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAGCGGCACTTCACAATGTCG 1930
18S_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAGCGGCACTTCACAATGTCG 1953
18S_Trypanosoma_evasi_(AB551922.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAGCGGCACTTCACAATGTCG 1953
18S_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAGCGGCACTTCACAATGTCG 1953
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAGCGGCACTTCACAATGTCG 1953
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAGTCCGAGCGGCACTTCACAATGTCG 1945
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGAGAACAAGAAAAACGACT ———————-— TTTGTCG 1884
18S Trypanosoma vivax (EU477537.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGGGAACAAGCCACGCGGCT—————=——— CG--CCG 1846
185 _Trypanosoma vivax (KM391827.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGGGAACAAGACACGCGGCT————————— CG--CCG 1845
185 _Trypanosoma vivax (TvY486_03) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGGGAACAAGACACGCGGCT—————=——— CG--CCG 1846
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) GCGACACGCGCACTACAATGTCAGTGGGAACAAGACACGCGGCT————————— CG--CCG 1845
hhkhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrx *hkrhhkhk * * K
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) CTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGAAACCACGGAATCACGTAGACCCACTTGGGACCGA 1990
185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) CTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGAAACCACGGAATCACGTAGACCCACTTGGGACCGA 2013
185 Trypanosoma evasi (AB551922.1) CTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGAAACCACGGAATCACGTAGACCCACTTGGGACCGA 2013
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) CTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGAAACCACGGAATCACGTAGACCCACTTGGGACCGA 2013
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) CTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGARACCACGGAATCACGTAGACCCACTTGGGACCGA 2013
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) CTCCCGCTTGATCAAAAGAGCGGGGARACCACGGAATCACGTAGACCCACTTGGGACCGA 2005
18S_Trypanosoma_theileri_ (AJ009163.1) GACCTACTTGATCAAAAGAGTGGGAAAACCCCGGAATCACATAGACCCACTTGGGACCGA 1944
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) CGCCCGCCTGACCAAGAGGGCGGGGAAGCACCGGAAGCACGTAGACACACTTGGGACCGA 1906
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) CGCCCGCCTGACCAAAAGGGCGGGGAAGCACCGGAATCACGTAGACACACTTGGGACCGA 1905
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) CGCCCGCCTGACCAAAAGGGCGGGGAAGCACCGGAATCACGTAGACACACTTGGGACCGA 1906
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) CGCCCGCCTGACCAAAAGGGCGGGGAAGCACCGGAATCACGTAGACACACTTGGGACCGA 1905
* % * kkk kkk kk Kk kkk Kkx K *hkkhkhkk hhkk khkkkk khkkkrkkkhkkkkkx
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2050
18S_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2073
18S_Trypanosoma_evasi_(AB551922.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2073
18S_Trypanosoma_evansi (KT023565.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2073
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2073
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2065
185 _Trypanosoma theileri (AJ009163.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGT 2004
185 _Trypanosoma vivax (EU477537.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCGGCTCATCAAACCGC 1966
185 _Trypanosoma vivax (KM391827.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGC 1965
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGC 1966
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) GTATTGCAATTATTGGTCGCGCAACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGC 1965
hhhkhkhhhhk Ak hhhkhkhhhhkhhhhhhkrhhhhkrhhhhkhhkhhhkhkrhhddx dhkhkhkhhkkrxx *
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2110
185 Trypanosoma evansi (KY114576.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2133
185 Trypanosoma evasi (AB551922.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2133
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2133
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2133
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2125
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAA 2064
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGCTGGCGCAA 2026
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGCTGGCGCAA 2025
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18S Trypanosoma vivax (TvY486 03) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGCTGGCGCAA 2026
18S Trypanosoma vivax (KM391829.1) GCCGATTACGTCCCTGCCATTTGTACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGCTGGCGCAA 2025

Ak hkhkhhkhkhkhkhhhkhkhhhrkhkhhhhhhhrrhkhhhrkhkhhhkhhkhhrhkkhkhhkrhkhkhrkx *kkx *kk*x
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) TACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGAAAGTTCACCGATATTGCTTCAA 2170
18S Trypanosoma evansi (KY114576.1) TGCAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGAAAGTTCACCGATATTGCTTCAA 2193
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) TACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGAAAGTTCACCGATATTGCTTCAA 2193
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) TACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGAAAGTTCACCGATATTGCTTCAA 2193
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) TACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGAAAGTTCACCGATATTGCTTCAA 2193
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) TACAGGTGATCGGACCGTCGCTCGTCTCGGGCGACCGAAAGTTCACCGATATTGCTTCAA 2185
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) TACAGGTGAACGGACAGTCGAACGTTTCGTTTGACCGAAAGTTCACCGATATTTCTTCAA 2124
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) TACAGGTGATTGGACCGCCGGGCGCCTCGCCCGCG-GGAAGTTCACCGATATTGCCTCAA 2085
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) TACAGGTGATTGGACCGCCGGGCGCCTCGCCCGCG-GGAAGTTCACCGATATTGCCTCAT 2084
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) TACAGGTGATTGGACCGCCGGGCGCCTCGCCCGCG-GGAAGTTCACCGATATTGCCTCAT 2085
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) TACAGGTGATTGGACCGCCGGGCGCCTCGCCCGCG-GGAAGTTCACCGATATTGCCTCAT 2084

*  kkkk ok kx *hkkk Kk kK * * * % % * K, kkkkkkkhkhkkkkkhkxk k kxk
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) TAGAGGAAGCAAAAGTC-- == —-—= == —-—= - 2187
18S_Trypanosoma_evansi (KY114576.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCATTT - 2251
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCATTTTC 2253
18S Trypanosoma evansi (KT023565.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACA-----— -—= -—= -—= -- 2216
185 _Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCATTT -~ 2251
185 _Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAG- - - -= 2220
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) TAGAGGAAGCAAAAGTC-- -—= -—= -—= -—= -- 2141
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCA-———— 2140
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCATTTTC 2144
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACA-—---- - mmmmmmmmm oo 2108
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) TAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCATTTTC 2144

KAk Kk hkhhkrkkkhkhkkkkhkhxx
185 Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) —-—= —-—= -- —-—= —-—= —-—= —-—= -= 2187
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) —-—— —-—— - —-—— —-—— —-—— - - 2251
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) TGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAATTGCACAGTATGCAA 2313
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) —-—— —-—— - —-—— —-—— - - - 2216
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) —-——= —-——= -= —-——= —-——= —-——= —-——= -= 2251
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) —-——= —-——= -= —-——= —-——= —-——= —-——= -= 2220
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) —-—— —-—— - —-—— —-—— —-—— —-—— - 2141
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) -—— -—— - —-—— -—— -—— -—— - 2140
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) CGACCCTCTTCTCTTCTCGTCGCGCCCGTCTCCCGGCCACCGGGGCGGGACAGCAAACCA 2204
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) —-——= —-——= -= —-——= —-——= - - -= 2108
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) CGACCCTCTTCTCTTCTCGTCGCGCCCGTCTCCCGGCCACCGGGGCGGGACAGCAAACCA 2204
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) - - -= - - - - -= 2187
18S_Trypanosoma_evansi (KY114576.1) - - -= - - - - -= 2251
18S Trypanosoma_evasi (AB551922.1) CCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGCTTCTATATGCCGTTTGACATGGGAG 2373
185 _Trypanosoma evansi (KT023565.1) -—= -—= - -—= -—= -—= -—= - 2216
185 _Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) -—= -—= -- -—= -—= -—= -—= -- 2251
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) -—= -—= -- -—= -—= -—= -—= -- 2220
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) 2141
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) 2140
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) 2256
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) 2108
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) 2256
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) —-—= —-—= -= —-—= —-—= —-—= —-—= -= 2187
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) —-—— —-—— - —-—— —-—— —-—— - - 2251
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) ATGAGGGATGTTATATATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTGTGTTAGAGTGTCTG 2433
18S_Trypanosoma_evansi_ (KT023565.1) - - - - - - - - 2216
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) —-——= —-——= -= —-——= —-——= —-——= —-——= -= 2251
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) —-——= —-——= -= —-——= —-——= —-——= —-——= -= 2220
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) -—— -—— - —-—— -—— -—— -—— - 2141
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) -—— -—— - —-—— -—— -—— -—— - 2140
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) TGTCGCGGTGGATGACTTGGCTTCCCGGTTCGTTGAAGAACGCAGCA 2306
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) -= - - - - -= 2108
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) TGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCCGGTTCGTTGAAGAACGCAGCA 2306
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) - - -= - - - - -= 2187
185 _Trypanosoma evansi (KY114576.1) - - -= - - - - -= 2251
185 _Trypanosoma evasi (AB551922.1) TGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTAATAACACAGAGAAT 2493
185 _Trypanosoma evansi (KT023565.1) -—= -—= -- -—= -—= -—= -—= -- 2216
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) -—= -—= -- -—= -—= -—= -—= -- 2251
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) -—= -—= 2220
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) - - 2141
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) - ———— 2140
18S Trypanosoma vivax (KM391827.1) AAGCGCGATAGTTGGTATGACCTGC---~-— AGAA-———=———~ CCACTCGGG-———--~-= 2344
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) - - - - - - - - 2108
185 Trypanosoma vivax (KM391829.1) AAGCGCGATAGTTGGTATGACCTGC-—--- AGAA-———————- CCACTCGGG-—————-- 2344
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) —-—= —-—= -= —-—= —-—= —-—= —-—= -= 2187
18S_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1) —-—— —-—— - —-—— —-—— - - - 2251
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) ACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATATATTTATGTATATATGCTATGTGTATATCAAC 2553
18S_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1) - - - - - - - - 2216
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185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) 2251
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) 2220
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) 2141
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) 2140
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) - - - - - - - - 2344
185 Trypanosoma vivax (TvY486 03) - - - - - - - - 2108
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— - - 2344
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1) —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-—= —-—= 2187
18S_Trypanosoma_evansi_ (KY114576.1) - - - - - - - - 2251
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1) CTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGG 2613
18S_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1) —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— 2216
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500) —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= 2251
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1) —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= —-——= 2220
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1) - - - - - - - - 2141
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1) —-—= —-—= == == —-—= == —-—= == 2140
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1) - —-——= - - - - - - 2344
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486 03) —-—= -—= -—= -—= -—= —-—= —-—= -—= 2108
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) —-—= —-—= —-—= -—= -—= —-—= -—= -—= 2344
18S_Trypanosoma equiperdum (AJ009153.1) —-—= - —-—= - - - - - 2187
185 _Trypanosoma evansi (KY114576.1) -—= -—= -—= -—= -—= -—= -—= -—= 2251
185 Trypanosoma evasi (AB551922.1) CTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGGTAAGTGGTATCAATTGCAGAATCAT 2673
185 Trypanosoma evansi (KT023565.1) 2216
185 Trypanosoma equiperdum (TEOVI_000284500) 2251
185 Trypanosoma equiperdum (AJ223564.1) 2220
185 Trypanosoma theileri (AJ009163.1) - - - - - - - - 2141
185 Trypanosoma vivax (EU477537.1) - - - - - - - - 2140
185 Trypanosoma vivax (KM391827.1) - - - - - - - - 2344
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486_03) —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— - - 2108
18S_Trypanosoma_vivax (KM391829.1) —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— —-—— - - 2344

18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ009153.1)
18S_Trypanosoma_evansi_(KY114576.1)
18S_Trypanosoma_evasi_ (AB551922.1)
18S_Trypanosoma_evansi_(KT023565.1)
18S_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000284500
18S_Trypanosoma_equiperdum (AJ223564.1)
18S_Trypanosoma_theileri (AJ009163.1)
18S_Trypanosoma_vivax (EU477537.1)
18S_Trypanosoma_vivax (KM391827.1)
18S_Trypanosoma_vivax (TvY486 03)

18S Trypanosoma vivax (KM391829.1)

-—- -—- -—- -—- -—- -—- 2187
- - - -—- - -—- 2251
TTCATTGCCCAATCTTTGAACGCARACGGCGCATGGGAGAAGCT 2717
- - - - - -—- 2216
- - - - - -—- 2251
- - - - - ——— 2220
- - - - - - 2141
- - - - - -——— 2140
-— - -— - -— ——— 2344
- -— -— - - ——— 2108
- -— -— - - ——— 2344

Figura A2. Alineamiento 18S. Se pueden observar las secuencias de los genes 18S de los parasitos Equiperdum, Evasi, Theileri y Vivax. Cada
secuencia esta representada por una serie de bases nucleotidicas, y las similitudes y diferencias entre ellas pueden ser analizadas para comprender

mejor las relaciones genéticas entre estos organismos.
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ATGGCCGTTGAATCTCGCAGCCGCGTTACGAGCAAGCTCGTCAAGGCCCACCGCGCCATG
ATGGCCGTTGAATCTCGCAGCCGCGTTACGAGCAAGCTCGTCAAGGCCCACCGCGCCATG
—————— ATGGAGTCTCGTCGTCGTGTCACCAGCAAACTGGTTCTCTCTCCTGCGGCCTCA
——ATGGAGTCTCGTCGTCGTGTCACCAGCAAACTGGTTCTCTCTCCTGCGGCCTCA
—————— ATGGAAACCCGTCCACGTGTGACAAGCAAGCTCGTGCGTTCCAACCAAGCCATG

* kK K kK Kk Kk kk kkkkKk Kk KK * *k K

CTGAACAGCGTGACTCAGGAGGACCTCAAGGTGGACCGCCTCCCCGGTGCGGATTACCCG
CTGAACAGCGTGACTCAGGAGGACCTCAAGGTGGACCGCCTCCCCGGTGCGGATTACCCG
CTGAGCAAAGTGACACAGGAGGATCTTAATGTGGAGCGTCTTCCGGGACGCAAATACGTA
CTGAGCAAAGTGACACAGGAGGATCTTAATGTGGAGCGTCTTCCGGGACGCAAATACGTA
CTGAAGAATGTAACTCAGAGTGACCTTAAGGTGCACCGTCTTCCTGGCACCAACTACGCC

KrkKkK K kK Kkk KKK Kk Kk Kk Kkkk Kk Kkk KKk Kk kK * kkx

AACCCGTCCAAAAAATATTCGTCGCGCACAGAGTTCCGTGACAAGACGGATTACATCATG
AACCCGTCCAAAAAATATTCGTCGCGCACAGAGTTCCGTGACAAGACGGATTACATCATG
AATCCAAGCAGGAAACATGTGATGCGTGAGGAGTTTTCTGACCGTATTGAACACATCATG
AATCCAAGCAGGAAACATGTGATGCGTGAGGAGTTTTCTGACCGTATTGAACACATCATG
AATCCCTCGAAGAAG---TACACCACGCAGGAGTTCTCTGAAAGGATTGAGCACATCATG

*k kk * kK *k Kk k K * kK * kk kkkkkrkkk

TACAACCCCCGCCCCAGGGATGAACCCTCTTCGGAGAACCCTGTATCGGTGAGCCCACTC
TACAACCCCCGCCCCAGGGATGAACCCTCTTCGGAGAACCCTGTATCGGTGAGCCCACTC
TACGACCCACGCCCACAAGAGGGATCTCCCTCTAATAATCCTATCTCTTTAAGCCCCCTT
TACGACCCACGCCCACAAGAGGGATCTCCCTCTAATAATCCTATCTCTTTAAGCCCCCTT
TATGATCCTCGTCCACAGGAGGGAGGTGTTGAGGGCAATCCAGTCTCTCTGAGCCCTCTT

*k ok kk kx kK *k Kk Kk Kk kx ok kk ok kkkkk kK

CTTTGCGAACTTGCTGCTGCCCGCTCGCGCATTCACTTCAACCCGACGGAGACCACCGTT
CTTTGCGAACTTGCTGCTGCCCGCTCGCGCATTCACTTCAACCCGACGGAGACCACCATT
CTCTGTGAGCTTGCCGCACCCCGTCATCGCCTTCACTTTAACCCGGCCGATACAGTTGTA
CTCTGTGAGCTTGCCGCACCCCGTCATCGCCTTCACTTTAACCCGGCCGATACAGTTGTA
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120
114
114
114

180
180
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300
300
294
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Trypanosoma vivax (HE573019.1)
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PFK_Trypanosoma_evansi_(0U830654.1)
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PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK Trypanosoma equiperdum (TEOVI 000845600)
PFK Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)

PFK Trypanosoma_theileri (TM35_000013140)
PFK Trypanosoma theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK Trypanosoma equiperdum (TEOVI 000845600)
PFK Trypanosoma evansi (0U830654.1)

PFK Trypanosoma theileri (TM35 000013140)
PFK Trypanosoma theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1)

PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK_Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140)
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1)

PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK_Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)

PFK _Trypanosoma_ theileri (TM35 000013140)
PFK_Trypanosoma theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK Trypanosoma_ equiperdum (TEOVI 000845600)
PFK Trypanosoma evansi (0U830654.1)

PFK Trypanosoma theileri (TM35 000013140)
PFK Trypanosoma theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK Trypanosoma equiperdum (TEOVI 000845600
PFK_Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140)
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1)

CTGTGTGAACTTGCCGCTCCGCGGTCACGCATTCACTTTAAACCCGGTGAAACTGTCATT

Kk kk KKk Kkkkkk KKk K Kk Kkk KKkKkKKKK KKk KK *xk kK *

GGTATTGTCACGTGCGGTGGTATTTGCCCCGGCCTCAACGACGTCATCCGTTCCATCACC
GGTATTGTCACGTGCGGTGGTATTTGCCCCGGCCTCAACGACGTCATCCGTTCCATCACC
GGTATCGTTACATGTGGTGGTATTTGCCCTGGTCTCAATGATGTGATTCGTTCTTTGACC
GGTATCGTTACATGTGGTGGTATTTGCCCTGGTCTCAATGATGTGATTCGTTCTTTGACC
GGCATCGTTACGTGCGGTGGCATTTGTCCTGGTCTCAATGATGTGATTCGTTCCATCACT

kk kk kK kK kk Kkkhkkkk khkkkk Kk kk Khhkhkkk Ak Kkk Kk Kkkkkk Kk KK

CTTACCGGCATCAACGTGTACAACGTAAAGCGCGTGATTGGCTTCCGCTTCGGATACTGG
CTTACCGGCATCAACGTGTACAACGTAAAGCGCGTGATTGGCTTCCGCTTCGGATACTGG
CTTACTGCTATTAAGGCCTACAGTGTAAAACGTGTTATTGGTTTCCGTTTTGGTTACTGG
CTTACTGCTATTAAGGCCTACAGTGTAAAACGTGTTATTGGTTTCCGTTTTGGTTACTGG
CTGACCGCCATCAATGCATACAACGTGAAGCGTGTGATTGGCTTCCGCTTTGGATACTGG

*k kk ok kk kk Kk kkkk  Kkk kk kk Kkk kkkkk Kkkkkk Kk kk kkrkkKkok

GGCCTTTCCAAGAAGGGCAGTCAGACAGCCATTGAACTCCACCGCGGAAGAGTCACCAAC
GGCCTTTCCAAGAAGGGCAGTCAGACAGCCATTGAACTCCACCGCGGAAGAGTCACCAAT
GGTCTGTCTAAGAGTGGTGCCCACACTGCTATGGAGCTTTACCGCAGCTCTGTTACAAGC
GGTCTGTCTAAGAGTGGTGCCCACACTGCTATGGAGCTTTACCGCAGCTCTGTTACAAGC
GGTCTCTCCAAGAAGGGAAGCCACACTGCAATGGAACTTCATCGCAGCTCCGTAACCAAC

Kk kk kK kkkk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk K KKk Kk KKk KKk K

ATCCACCACTATGGCGGCACCATCCTAGGCAGCAGCCGTGGTCCACAGGACCCCAAGGAG
ATCCACCACTATGGCGGCACCATCCTAGGCAGCAGCCGTGGTCCACAGGACCCCAAGGAG
ATTCACCGCCATGGTGGTACAATTCTTGGAAGCAGCCGTGGTCCACAGGATCCAAAGGAA
ATTCACCGCCATGGTGGTACAATTCTTGGAAGCAGCCGTGGTCCACAGGATCCAAAGGAA
ATTCACCGGCACGGTGGTACGATTTTGGGGAGCAGCCGTGGCCCTCAGGACCCCAGGGAG

Kk Kk kK K kk kk Kk kk Kk KKk hkAkkkkkAkhkAk Kk Kkhkhkkk Kk Kk KKK

ATGGTTGATACTCTCGAGCGCCTCGGTGTCAACATCCTCTTCACCGTCGGTGGTGACGGC
ATGGTTGATACTCTCGAGCGCCTCGGTGTCAACATCCTCTTCACTGTCGGTGGTGACGGC
ATGGTTGACACATTGCAGCGACTTGGTGTAAATATTCTCTTTACTGTGGGTGGAGATGGA
ATGGTTGACACATTGCAGCGACTTGGTGTAAATATTCTCTTTACTGTGGGTGGAGATGGA
ATGGTGGACACGCTCCAGCGTCTTGGAGTCAACATTCTTTTCACCGTCGGTGGTGATGGC

kkkkk kk kk ok kkkk kk Kk Kk kk Kkk kk kk Kkk Kk kkkkk Kkk Kk

ACGCAGCGCGGTGCGCTCGTCATCTCTCAAGAAGCCAAGCGCCGGGGTGTTGACATCTCC
ACGCAGCGCGGTGCGCTCGTCATCTCTCAAGAAGCCAAGCGCCGGGGTGTTGACATCTCC
ACACAACGTGGTGCCCTCTCAATTGCTCAAGAAGCCAAGCGTCGTGGAGCTGACATTGCT
ACACAACGTGGTGCCCTCTCAATTGCTCAAGAAGCCAAGCGTCGTGGAGCTGACATTGCT
ACACAGCGCGGTGCCCTTGTTCTTGCCCAGGAAGCCAGACGCCGCGGTGCCGACATTGCG

Kk kk kk kkkkk Kk Kk kK kkkkkkk Kk KKk kk Kk kkkkk K

GTTTTTGGTGTTCCCAAGACTATTGACAACGACCTCAGCTTCTCTCACCGCACGTTCGGC
GTTTTTGGTGTTCCCAAGACTATTGACAACGACCTCAGCTTCTCTCACCGCACGTTCGGC
GTTTTTGGTGTTCCCAAAACCATTGATAACGACCTCAGTTTTTCACACCGTACATTTGGT
GTTTTTGGTGTTCCCAAAACCATTGATAACGACCTCAGTTTTTCACACCGTACATTTGGT
GTCTTTGGCGTTCCCAAAACGATTGACAATGACCTCAGCTTTTCTCACCGCACCTTCGGC

Kk khkkkKk KKKk hkAkhk KKk hkAKKK Kk KAKAKAAKR KKk Kk Kkhkhkkk Kk Kkk KK

TTCCAGACTGCTGTTGAGAAGGCTGTGCAGGCCATCCGCGCGGCGTATGCTGAGGCTGTC
TTCCAGACTGCTGTTGAGAAGGCTGTGCAGGCCATCCGCGCGGCGTATGCTGAGGCTGTC
TTCCAAACTGCTGTGGAAAAGGCTGTTCAAGCTATTCGTGCCGCATACGCTGAGGCTATT
TTCCAAACTGCTGTGGAAAAGGCTGTTCAAGCTATTCGTGCCGCATACGCTGAGGCTATT
TTCCAGACCGCTGTGGAAAAGGCTATTCAAGCCATCCGTGCTGCCTACGCAGAAGCCATT

kkkkk Kk kkkkk Kkk Khkkhkhkk Kk Kk kk Khk Kk kk Kkk Kk Kk *k Kk K

TCCGCCAACTATGGTGTTGGCGTTGTGAAGCTCATGGGTCGTGACAGCGGCTTCATTGCC
TCCGCCAACTATGGTGTTGGCGTTGTGAAGCTCATGGGTCGTGACAGCGGCTTCATTGCC
TCTCTCAATTACGGTGTTGGCGTTGTAAAGCTCATGGGTCGTGACAGTGGTTTCATTGCT
TCTCTCAATTACGGTGTTGGCGTTGTAAAGCTCATGGGTCGTGACAGTGGTTTCATTGCT
TCACTTAACTATGGTGTTGGTGTTGTAAAGCTCATGGGGCGCGACAGTGGTTTCATTGCT

* % kk kk kkkkkkkk khkhkkk kkkkkkkkkhkhkk Kkk Kkkkkk kk Kkkkkkkk

GCTCAGGCTGCAGTGGCCAGTGCGCAGGCGAATATCTGCCTTGTTCCTGAAAACCCCATC
GCTCAGGCTGCAGTGGCCAGTGCGCAGGCGAATATCTGCCTTGTTCCTGAAAACCCCATC
GCGCAAGCAGCTGTGGCAAGCGCCCAGGCAAATATTTGCCTTGTTCCTGAAAACCCTATT
GCGCAAGCAGCTGTGGCAAGCGCCCAGGCAAATATTTGCCTTGTTCCTGAAAACCCTATT
GCCCAGGCCGCGGTAGCGAGTGCTCAGGCCAACATCTGCCTTGTACCGGAAAATCCGATT

Kk kk KKk kK Kkk kk Kk kk KkkAk Kk KKk AkkAkKkKkk kk Kkkkk Kk KK

TCCGAGCAGGAGGTGATGTCCCTTCTGGAGCGCCGATTCTGCCATTCCCGTTCCTGCGTC
TCCGAGCAGGAGGTGATGTCCCTTCTGGAGCGCCGATTCTGCCATTCCCGTTCCTGCGTC
CCTGAAGAAACAGTAATGAAGCTGATTGAACGCCGCTTTGAGACTTCCCGCAGCTGTGTT
CCTGAAGAAACAGTAATGAAGCTGATTGAACGCCGCTTTGAGACTTCCCGCAGCTGTGTT
CCTGAGGAAGAGGTGATGGCCCTGATTGCACGCCGCTTTGCCACCTCCAGCAGCTGCGTC

* Kk K Kk Kk K KKk Kk K KkkKkAkK kK KKK K Kk Kk KK

ATCATCGTCGCTGAGGGATTCGGGCAAGACTGGGGCCGCGGCTCTGGTGGTTATGATGCG
ATCATCGTCGCTGAGGGATTCGGGCAAGACTGGGGCCGCGGCTCTGGTGGTTATGATGCG
ATCATTCTCGCAGAAGGTTTTGGCCAGAACTGGGAGGAAGGTTCTCGTGGCTATGATGCC
ATCATTCTCGCAGAAGGTTTTGGCCAGAACTGGGAGGAAGGTTCTCGTGGCTATGATGCC
ATTATTGTGGCTGAGGGCTTTGGCCAGGACTGGGAGAAGAGTTCGCTTGGATACGATGCC

kk kk Kk kk kk kK kK Kkk Kk Kkkkkk * Kk kkKk kk khkkkK
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360
360
354
354
351

420
420
414
414
411

480
480
474
474
471

600
600
594
594
591

660
660
654
654
651

720
720
714
714
711

780
780
774
774
771

840
840
834
834
831

900
900
894
894
891

960
960
954
954
951

1020
1020
1014
1014
1011
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PFK Trypanosoma_ equiperdum (TEOVI 000845600)
PFK Trypanosoma evansi (0U830654.1)

PFK Trypanosoma_ theileri (TM35 000013140)
PFK Trypanosoma_ theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK_Trypanosoma_evansi_(0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140)
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1

PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK_Trypanosoma_evansi_(0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_ theileri (TM35 000013140)
PFK_Trypanosoma theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK Trypanosoma_ equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)

PFK Trypanosoma theileri (TM35 000013140)
PFK Trypanosoma_ theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK Trypanosoma equiperdum (TEOVI 000845600)
PFK Trypanosoma evansi (0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_theileri_ (TM35_000013140)
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1)

PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK_Trypanosoma_evansi_(0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140)
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_ (HE573019.1)

PFK_Trypanosoma_equiperdum (TEOVI_000845600)
PFK_Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)

PFK Trypanosoma theileri (TM35 000013140)
PFK Trypanosoma_ theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma vivax (HE573019.1)

PFK_Trypanosoma_equiperdum_(TEOVI_000845600
PFK_Trypanosoma_evansi_ (0U830654.1)
PFK_Trypanosoma_theileri (TM35_000013140)
PFK_Trypanosoma_theileri (XM 029020995.1)
Trypanosoma_vivax_(HE573019.1

TCTGGCAACAAGAAGCTGATTGACATCGGCGTTATCCTCACGGAGAAAGTGAAGGCTTTC
TCTGGCAACAAGAAGCTGATTGACATCGGCGTTATCCTCACGGAGAAAGTGAAGGCTTTC
TCAGGCAACAAGAAATTGTTGGACATTGGTATTGTTCTCACGAAGAGGATTCAAAAGTGG
TCAGGCAACAAGAAATTGTTGGACATTGGTATTGTTCTCACGAAGAGGATTCAAAAGTGG
TCTGGCAACAAGAAGATGATTGACATTGGTCTGATCCTCAGCCAGAGGGTTCAGGCTTGG

Kk kkkkkkhkkkkhk Kk K Kkhkkkk Kk ok Kk Kkkk * Kk * ok *

CTCAAGGCAAACAAGTCTCGCTACCCTGACTCGACAGTTAAATACATTGACCCCTCGTAC
CTCAAGGCAAACAAGTCTCGCTACCCTGACTCGACAGTTAAATACATTGACCCCTCGTAC
TTGAAGGAGAACCGTGATCGTTATCCTCATGGCACAGTGAAGTATATTGATCCCTCATAT
TTGAAGGAGAACCGTGATCGTTATCCTCATGGCACAGTGAAGTATATTGATCCCTCATAT
CTCAAGGCGAACAAGGAACGGTACCCTGGCGGCTCCGTTAAGTATGTGGATCCCTCTTAC

* kkkk  kkk *k kk kKoK Kk kk kk kk Kk kK kkkkk kK

ATGATTCGTGCTTGCCCACCGTCGGCCAATGACGCCCTCTTCTGCGCCACCCTTGCCACT
ATGATTCGTGCTTGCCCACCGTCGGCCAATGACGCCCTCTTCTGCGCCACCCTTGCCACT
ATGATCCGTGCATGCCCACCTTCTGCTAATGATGCTCTCTTCTGCGCCACTTTGGCAACT
ATGATCCGTGCATGCCCACCTTCTGCTAATGATGCTCTCTTCTGCGCCACTTTGGCAACT
ATGATCCGTGCTTGCCCACCCTCTGCCAACGACGCACTCTTCTGCTCAACGCTGGCCACT

Kkkkk KkKkkk KkhkAkkkhkk kk Kk Ak kk KKk AkhkAkAkhkA Kk Kk Kk Kk KKk

CTTGCGGTACATGAGGCAATGGCTGGTGCCACGGGCTGCATTATTGCCATGCGGCACAAC
CTTGCAGTACATGAGGCAATGGCTGGTGCCACGGGCTGCATTATTGCCATGCGGCACAAC
CTCGCCATGCATGAGGCGATGGCTGGTGCCACCAACTGTATCATTGCGATGCGCTACAAC
CTCGCCATGCATGAGGCGATGGCTGGTGCCACCAACTGTATCATTGCGATGCGCTACAAC
CTCGCGGTGCACGAGGCCATGTCAGGTGCAACCGACTGCATCATTGCCATGCGCTACAAC

Kk kk Kk kK khkkkk KKk Kk KKkAkKK KK Kkk Kk Khkkkk KKkkkk kA KKK

AACTATATTCTTGTGCCCATCAAGGTGGCCACTTCCGTCCGCCGTGTGCTCGACCTCCGC
AACTATATTCTTGTGCCCATCAAGGTGGCCACTTCCGTCCGCCGTGTGCTCGACCTCCGC
AATTACATTCTTGTTCCCATTAAGGTGGCTACTTCAGTCCGCCGTGTGATTGACCTTCGG
AATTACATTCTTGTTCCCATTAAGGTGGCTACTTCAGTCCGCCGTGTGATTGACCTTCGG
AACTACATCCTGGTACCTATCAAGGTTGCTACCTCTGTCCGCCGCGTCCTTGACCTTAAC

kk kk kk kK kk Kk kK kkkkk Kk kK Kkk Kkkkrkkkhkkk Kkk Kk kkkkk

GGACAGCTGTGGCGTCAGGTGCGTGAAATCACAGTGGATCTGGGCAGCGACGTCCGCCTG
GGACAGCTGTGGCGTCAGGTGCGTGAAATCACAGTGGATCTGGGCAGCGACGTCCGCCTG
GGTCAGCTCTGGCGTCAAGTGCGGGAGATCACTGTTGGACTTCACGACGATGTACGCGCC
GGTCAGCTCTGGCGTCAAGTGCGGGAGATCACTGTTGGACTTCACGACGATGTACGCGCC
GGTCAGCTGTGGCGCCAGGTGCGCGAGATCACTGTGGATCTCAGCGACGACGTGCGCACT

kk kkkkk kkkkk kk kkkkk Kkk kkkkk Kk Kk kK * kkk kk kokk

GCTCGTAAATTGGAGATCCGCCGTGAACTGGAGGCAATCAACAGGAATCGCGACCGCCTC
GCTCGTAAATTGGAGATCCGCCGTGAACTGGAGGCAATCAACAGGAATCGCGACCGCCTT
TGTAAGGAAACAGAAATCCGTCGTGAGCTTGAGGCAATTGGATTGATTCGTGAGCGTCTT
TGTAAGGAAACAGAAATCCGTCGTGAGCTTGAGGCAATTGGATTGATTCGTGAGCGTCTT
CAAAAGGAGCTGCAGATCCGCCGCGAGCTGGAGGCTCTCAGCATTACCCAGAGGCGCCTC

* kokkkkk kk Kk kk kkkkKk K * o x kk Kk
CACGAGGAACTGGCCAAGCTCTAA 1464
CACGAGGAACTGGCCAAGCTCTAA 1464
ATCAATGAGTTGTCCAGGCTGTAG 1458
ATCAATGAGTTGTCCAGGCTGTAG 1458
AACGAAGAGCTTTCAAAACTCTAA 1455

* ok kk * Kk x *k kk

1080
1080
1074
1074
1071

1140
1140
1134
1134
1131

1200
1200
1194
1194
1191

1260
1260
1254
1254
1251

1320
1320
1314
1314
1311

1380
1380
1374
1374
1371

1440
1440
1434
1434
1431

Figura A3. Alineamiento PFK. Se pueden observar las secuencias de PFK para Trypanosoma Equiperdum, Evasi, Theileri y Vivax. Cada secuencia
esta representada por una serie de bases nucleotidicas, y las similitudes y diferencias entre ellas pueden ser analizadas para comprender mejor las
relaciones genéticas entre estos organismos.
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