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RESUMEN

Babesia bovis posee 5 glicoproteinas en su superficie que pertenecen a la familia
de antigenos variables de la superficie del merozoito (por sus siglas en ingles
VMSA: Variable Merozoite Surface Antigen): el antigeno de superficie del
merozoito 1 (MSA-1); el MSA-2a1; el MSA-2a2; el MSA-2b y el MSA-2c. La
proteina MSA-1 se ha propuesto para su incorporacion en vacunas recombinantes
en contra de B. bovis, sin embargo cuenta con cierto grado de polimorfismo entre
aislados de diferentes regiones geograficas, lo que resulta en un reto para la
elaboracion de las mismas. Se desconoce a la fecha si existe diversidad de alelos
de MSA-1 en poblaciones de bovinos en el campo. El objetivo de este trabajo fue
el determinar la diversidad de genotipos de msa-1 de Babesia bovis dentro de un
mismo hato, como también determinar la existencia de variantes alélicas de msa-1
de Babesia bovis en animales de campo crénicamente infectados a través del
tiempo. El analisis comparativo de las secuencias nucleotidicas revelaron 9
genotipos diferentes; los datos demuestran que dentro de poblaciones de bovinos
se encuentra presente mas de un genotipo. La variacion génica a lo largo del
tiempo evaluada mediante el andlisis de secuencias nucleotidicas de diferentes
muestreos, determind que al menos en un animal de cada hato evaluado (Jalisco y
Nayarit) conservaron el mismo genotipo durante el transcurso de 6 meses, tiempo
estimado que hubo entre cada muestreo. El analisis filogenético sugiere que las
secuencias de Babesia bovis americanas pudieron originarse a partir de aislados
australianos. Los resultados generados deben tomarse en cuenta al disefar
vacunas o métodos de diagndstico contra este parasito utilizando MSA-1 en

bovinos en situaciones de campo.

Palabras clave: msa-1, Babesia bovis, antigenos variables de la superficie del

merozoito, babesiosis bovina.
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ABSTRACT

Merozoites of Babesia bovis, a causative agent of Bovine Babesiosis, have five
glycoproteins in their cell membrane; these proteins are members of the VMSA
family (variable merozoite surface antigens). Members of this gene family include
the MSA-1, MSA-2a1, MSA-2a2, MSA-2b and MSA-2c. MSA-1 has been proposed
for its incorporation in recombinant vaccines against B. bovis, however MSA-1
antigenic polymorphism between strains impede its use in the manufacture of
protective vaccines. At the present time we ignore if there are distinct alleles of the
msa-1 gene encoding variant proteins in animals under field conditions. Therefore,
the goal of this work was to determine the genotype diversity of B. bovis msa-1
within herds kept in the field, and to determine the existence of variant alleles of
msa-1 in animals chronically infected through time. Comparative analysis of the
msa-1 nucleotide sequences revealed nine different genotypes showing that more
than one genotype is present within a population of cattle under field conditions. To
analyze the existence of antigenic variation through time, an analysis of msa-1
nucleotide sequences from the same herd at different times was performed. The
data revealed that at least one animal in each of the two herds analyzed; Nayarit
and Jalisco, kept the same genotype during the course of six months, the time
estimated between each sampling. Finally, phylogenetic analyses revealed a
related link between the alleles found here and those from Australian strains,
suggesting a common origin. The results generated here provide valuable
information that must be taken into account when developing immune protective

vaccines or diagnostic tests for B. bovis in cattle chronically infected in the field.

Key words: msa-1, Babesia bovis, variable merozoite surface antigens, bovine

babesiosis.
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MARCO TEORICO

Definicion

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por un protozoario
intraeritrocitico del género Babesia que es transmitido por garrapatas del género
Boophilus. Tiene como sinénimos: Fiebre de Texas, piroplasmosis, fiebre de la

garrapata, agua roja, ranilla, tristeza (McCosker, 1981).

Distribucion

La enfermedad es distribuida mundialmente de acuerdo a la presencia del
vector garrapata (Gées et al., 2007). A nivel mundial, los principales vectores de la
Babesia son: Boophilus microplus, B. decoloratus y B. annulatus. Las condiciones
optimas de humedad y temperatura para el desarrollo del vector (De Waal et al.,
2006) se encuentran en paises con clima tropical y subtropical (Nevils, 2000) que
se localizan entre las coordenadas 32° Sur y 40° Norte con respecto al ecuador
(McCosker, 1981). Las especies de Babesia mas importantes por las pérdidas que
generan a la ganaderia a nivel mundial son: Babesia divergens que es transmitida
por Ixodes ricinus en la parte Oeste y Central de Europa, Babesia major
transmitida por Haemaphysalis punctata en la parte Este de Europa y Babesia
bovis y Babesia bigemina transmitidas por Boophilus microplus y B. annulatus que
se encuentran en Africa, Australia y América (Homer et al., 2000; Bock et al., 2000;
Uilenberg, 2006). Cabe mencionar que adicionalmente se encuentran algunas
especies como B. microti y B. divergens que también ocasionan pérdidas a nivel
mundial debido a su caracter como enfermedades zoonoéticas en Europa (Zintl,
2003). En México la babesiosis es considerada como una limitante para la
introducciéon de ganado especializado para la produccion de carne y para la
produccion de leche en zonas que son endémicas de la enfermedad (Fernandez et
al., 1995).



Taxonomia

Babesia bovis es un patdégeno del ganado bovino transmitido por la

garrapata. Se encuentra clasificado de la siguiente manera:

Reino: Protista,
Subreino: Protozoa,
Phylum: Apicomplexa,
Clase: Piroplasmea,
Subclase: Piroplasmia,
Orden: Piroplasmida,
Familia: Babesiidae,

Género: Babesia.

(Levine et al., 1980; Homer et al., 2000; Bock et al., 2004).

Agente Etiolégico

En México se han identificado dos especies causantes de la babesiosis
bovina: Babesia bigemina y Babesia bovis , siendo esta ultima la especie que
provoca los cursos mas agudos y severos de la enfermedad (Solis, 1991).

B. bovis es considerada como una babesia pequena las formas piriformes
intraeritrociticas miden aproximadamente 2 um X 1.5 um. Tiene como sinénimos:
Babesia argentina, Babesia berbera y Babesia colchica. Babesia bovis se
transmite transovaricamente a la progenie. El estadio larval es quien transmite
enfermedad al hospedero bovino (Purnell, 1981).

B. bigemina es considerada como una babesia grande y cuyas formas
pirifornes miden aproximadamente 4-5 X 2 uym. Ambas especies comparten el
mismo vector por lo que se les puede encontrar dentro de las mismas areas

geograficas (Purnell, 1981).



Signologia

La babesiosis por B. bovis cursa de manera aguda durante 3 a 7 dias, la
temperatura rectal aumenta paralelamente al incremento de la parasitemia,
causando fiebre mayor a los 40°C durante un periodo prolongado. En el bovino
infectado se observa un periodo de inapetencia, depresién, aumento de la
frecuencia respiratoria, debilidad e incapacidad para moverse, las heces son secas
y con estrias de sangre. En casos muy severos, se presenta anemia,
hemoglobinemia, seguido de ictericia, ataxia, tremores musculares, alteraciones en
células rojas como deformacién y rigidez y dafio a células del endotelio, llevando a
un edema pulmonar y disfuncién cerebral, coma o muerte (Purnell, 1981; Bock et
al., 2004; Goes et al., 2007). Los signos observados en B .bigemina se encuentran
relacionados a una rapida hemdlisis intravascular que en algunas ocasiones puede
ser masiva (Kahl, 1984). También podemos encontrar hemoglobinuria y un rapido
desarrollo de anemia severa, ictericia y muerte. A diferencia de la signologia
mostrada por B. bovis , las infecciones por B. bigemina no provocan lesiones

cerebrales (Callow, 1993).

Importancia Econémica

La prevalencia de babesiosis y garrapatas es uno de los factores mas
importantes en el ganado de mayor productividad (Goes et al., 2007). Se estima
que 1.2 billones de bovinos se encuentra expuestos a la babesiosis (McCosker,
1981). Razas de ganado que son nativas de zonas endémicas tienen resistencia
natural contra la enfermedad y no existen consecuencias graves debido a la
infeccion como cuando ganado exoético, usualmente del tipo Bos Taurus, es
introducido (Bock et al., 2004). Las pérdidas econdmicas debido a la babesiosis
provienen de la mortalidad, abortos, infertilidad temporal de machos como
resultado de la fiebre, pérdidas en la produccién de leche y carne y debido también

a las medidas de control como acaricidas, tratamiento terapéutico y vacunas. Sin



embargo, el mayor impacto a la economia del comercio internacional es el
impedimento de la importacibn de ganado a zonas endémicas para el

mejoramiento genético (Solorio y Rodriguez, 1997).

Métodos de diagnédstico

Directo

El diagndstico consiste en identificar al parasito de forma directa en
cualquier tejido del hospedero o vector. La manera de identificarlo puede ser por

observacion al microscopio o por la deteccién del ADN de la Babesia.

Deteccidon microscépica. Consiste en detectar al parasito en una muestra de
sangre extendida en un portaobjetos y tefido posteriormente con colorante de

Giemsa (Mosqueda et al., 2007). Existen dos tipos de frotis para hacer esto:

1. Frotis sanguineo delgado. Las laminillas son observadas al microscopio con
una lente 100X y aceite de inmersién. La sensibilidad de esta prueba tiene
un rango de observacion de un parasito por cada 10°° eritrocitos. La
ventaja de esta técnica es la posibilidad de identificar al parasito por su

morfologia (Bose et al., 1995).

2. Frotis sanguineo grueso. Este frotis a diferencia del frotis delgado es que la
sangre no es extendida a todo lo largo del portaobjetos y es fijada a 100°C
antes de ser tefiida con Giemsa al 10%. La observacion al microscopio
puede ser con una lente 40x 6 con una lente 100x , se demora
aproximadamente entre 15-20 y 25-30 min respectivamente. La sensibilidad
de la técnica es de 1-10 parasitos por cada microlitro de sangre (Bose et al.,
1995).



Para un mejor resultado los frotis sanguineos deberan prepararse de sangre
obtenida de capilares, como por ejemplo de la punta de la cola o del margen de la
oreja (Callow, 1993).

Deteccion de acidos nucleicos. Las técnicas que identifican directamente al DNA
del parasito son técnicas de deteccion molecular con alta sensibilidad, ya que
determinan la presencia de cantidades minimas de DNA del parasito (Zintl et al.,
2003).

1. Sondas de DNA. Esta técnica puede ser utilizada para la deteccion de DNA
del parasito en sangre, tejidos, u 6rganos de garrapata. Esta basada en la
hibridacién especifica de un fragmento clonado de DNA y que es dirigido a
un DNA blanco. La sensibilidad de la prueba depende de la cantidad de
DNA presente en la muestra, en promedio puede detectar parasitemias de
10°°. Es una herramienta util para la diferenciacion entre especies de
Babesia (Wu et al., 1997; Petchpoo et al., 1992; Jasmer et al., 1990).

2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta prueba se basa en la
amplificacion de un fragmento especifico de DNA obtenido del parasito. Con
esta técnica es posible identificar hasta 10 eritrocitos infectados en 1 ml de
sangre (Pipano et al., 2002). Las pruebas de PCR para Babesia que han
sido desarrolladas pueden detectar parasitemias de 10 °, lo que significa
que es 100 veces mas sensible que la deteccion microscépica (Fahrimal et
al., 1992). Con la alta sensibilidad de la técnica es posible diferenciar entre
varias especies de Babesia infectando en un mismo animal (Figueroa et al.,
1992; Oliveira-Sequeira et al., 2005). Su alta especificidad la hace una
prueba util para la validacién de resultados de otras técnicas de diagndstico
(Bock et al., 2000; Oliveira-Sequeira et al., 2005; Césta-Junior et al., 2006).



Indirecto

Las pruebas permiten identificar de manera indirecta en el suero de los

animales la presencia del parasito por los anticuerpos que se generan contra el
(Lew et al., 2005).

1.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFl). En la microscopia de fluorescencia las
células que expresan un antigeno especifico, pueden ser detectadas con un
anticuerpo especifico para ese antigeno y posteriormente, el anticuerpo es
detectado con un segundo anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con
fluoresceina (u otro fluorocromo) utilizado como marcador (Abbas et al.,
2004), y que al ser excitado , luz con cierta longitud de onda, emite una luz
de otra longitud de onda y que es visible al microscopio de fluorescencia. El
antigeno puede provenir de frotis tisulares, un corte histolégico o un cultivo
de células extendidas sobre un portaobjetos (Tizard, 2000). Una de las
desventajas de las pruebas, es que la técnica debido a que la serologia es
indirecta, no necesariamente distingue entre una exposicion pasada o

infecciones presentes (Fahrimal et al., 1992).

Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA). Este método requiere de la preparacion
de un antigeno conocido para poder estandarizar el ensayo para la
deteccion de anticuerpos anti-Babesia (Goncalves et al., 1999). El antigeno
se encuentra unido a las paredes de la placa, donde se realizara la
interaccidon con el anticuerpo primario. Posteriormente se adiciona el
segundo anticuerpo que lleva unida una enzima la cual sera unida
quimicamente al anticuerpo anti-inmunoglobulina (secundario). El anticuerpo
secundario se unira al anticuerpo primario unido al antigeno. Con ello se
realizara la estimulacidon de la enzima para generar una reaccion que puede
ser cuantificable (Janeway, 2005). La técnica de ELISA cuenta con una alta

especificidad y sensibilidad en comparacion con otras pruebas cuando ya



ha sido estandarizada (Goncalves et al., 1999). Estudios realizados con
muestras de campo de B. bovis de zonas endémicas muestran que el
ensayo imunoenzimatico tiene una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 91.1%, lo que se traduce en un valor predictivo del 100%
bajo cualquier circunstancia. Sin embargo la exactitud y fiabilidad del ensayo
aun necesita ser determinada en la aplicacion de grandes cantidades de
muestras colectadas de zonas endémicas (Goff et al., 2006). La técnica de
ELISA utilizada para la determinaciéon de B. bovis en pruebas de
investigacion ha probado ser una herramienta util para su evaluacion
(Barros et al., 2005).

Ciclo de vida

Eventos en la garrapata vector

La garrapata se contagia cuando ingiere los eritrocitos infectados del
bovino. Cambios debidos a factores como temperatura, tension de oxigeno o
factores en el intestino de la garrapata ayudan a inducir el desarrollo de
gametocitos (Weber y Friedhoff, 1977). El desarrollo mas notable la apariciéon de
un organelo de la parte anterior de la babesia en forma de punta de flecha, a esta
fase se le llama strahlenkdrper o cuerpo rayado (Friedhoff, 1981). Estas formas
dan lugar a agregados multinucleares dando como resultado a gametos que se
fusionan en pares (singamia) y para formar una célula esférica llamada cigoto
(Mehlhorn y Schein, 1984). Posteriormente el cigoto penetra en las células
epiteliales del intestino de la garrapata para dar inicio a la divisidon asexual para la
formacion de quinetos (Young y Morzaria, 1986). Los quinetos recién formados
escapan de las células epiteliales hacia la hemolinfa e invaden diferentes érganos
y tejidos, como fibras musculares, ovarios y oocitos (Howell et al., 2007). En estas
células los ciclos de multiplicacién continuan en la garrapata hembra durante los

periodos de ovoposicidn hasta que la garrapata muere (Young y Morzaria, 1986).



La hembra adulta transmite los quinetos de B. bovis transovaricamente a
las larvas. En el estado de larva, los parasitos se dirigen a las glandulas salivales a
través de la hemolinfa, cuando comienza el proceso de alimentacion sobre un
bovino susceptible (Howell et al., 2007). Los quinetos sufren una diferenciacion y
se transforman en esquizontes para posteriormente dar lugar a los esporozoitos
(Potgieter y Els, 1976) infectivos debido al estimulo de la alimentacion y la

temperatura corporal del bovino (Young y Morzaria, 1986).

Eventos en el hospedero bovino.

Los esporozoitos son inyectados junto con la saliva del vector, en el
momento en que la larva se encuentra alimentando sobre el bovino y estos pueden
invadir directamente a los eritrocitos (Homer, 2000). Después de parasitar a su
célula blanco, el esporozoito sufre un cambio y se forma el siguiente estadio
llamado trofozoito. El trofozoito lleva a cabo una reproduccién asexual por fisién
binaria dando como resultado a dos células hijas (Potgieter y Els, 1977). Algunos
trofozoitos no se reproducen en esta etapa y se dedican sélo a incrementar su
tamano para que puedan desarrollarse en gametos previamente a que escapen del
eritrocito en el intestino de la garrapata (Homer et al., 2000). Las dos células hijas
resultantes se nombran merozoitos, los cuales posteriormente a su formacion,
escapan del eritrocito para invadir nuevos eritrocitos (Potgieter y Els, 1977). Esta
reproduccion continia hasta que una garrapata se alimenta de los eritrocitos
infectados, continuando de esta manera con el ciclo de vida del parasito (Callow,
1968).

Invasién celular en el hospedero bovino
La internalizacion de los esporozoitos/merozoitos en las células eritrociticas

del hospedero bovino sigue un esquema muy conservado en la babesiosis

(Dubremetz et al., 1998). Lo que hace de la adhesién de los zoitos de babesia en



las células rojas del hospedero un paso critico para el establecimiento de una
infeccion (Cooke et al., 2005).

La penetracion de los parasitos es un proceso activo que requiere de 5 pasos:

1.

Union. Etapa inicial donde el esporozoito/merozoito tiene contacto con el
eritrocito, con el desencadenamiento de los eventos de reconocimiento, esta
unién es al asar, sin embargo se ve facilitada por la abundancia de células
rojas en el hospedero y cualquier parte de la superficie del zoito y del
eritrocito pueden estar involucradas.

Re-orientaciéon. La orientacion es un paso activo e independiente, el zoito
lleva a cabo el proceso por si solo donde dirige su parte apical en posicion
cercana con la membrana del eritrocito.

Unién firme. La fuerte interaccion celular hace de esta etapa un evento
irreversible. Un sitio de unién fuerte es formado y un recubrimiento de la
membrana del eritrocito puede observarse en este momento.

Invasion. Organelos especializados del complejo apical del parasito
conocidos como roptrias y micronemas descargan un mezcla de proteinas
como proteasas, fosfolipasas y lipidos, dando inicio a cambios estructurales
en la membrana del eritrocito como la falta de rigidez e invaginacion de la
misma.

Internalizacion. El zoito es cubierto por una membrana plasmatica quedando
en una vacuola llamada parasitéfora. El parasito sufre una diferenciacion
donde pierde sus organelos especializados y la membrana que lo cubria, y

es cuando recibe el nombre de trofozoito.

(Young y Morzaria, 1986; Dubremetz et al., 1998; Zintl et al., 2003; Cooke et al.,
2005).



Antigenos de superficie de Babesia bovis.

Las proteinas de superficie son importantes en la patogenia de la babesiosis
debido a la relacion con el reconocimiento del parasito, union y penetracion de los
eritrocitos del hospedero bovino (Goff et al., 1988).Los apicomplexas utilizan varias
moléculas de superficie que sirven como ligandos en el proceso de invasion.
Durante el proceso moléculas de superficie de los merozoitos funcionan como
factores de reconocimiento de receptores localizados en la superficie de los
eritrocitos, mientras que los productos de las roptrias y micronemas ayudan a
preparar la internalizacion del parasito hacia el interior del eritrocito (Preiser et al.,
2000; Sam-Yellowe, 1996). Algunas moléculas de B. bovis que se cree intervienen
en el proceso de invasién pertenecen a la familia de antigenos de superficie
variables del merozoito (por sus siglas en ingles VMSA: Variable Merozoite Surface
Antigen) (Florin-Christensen et al., 2002; Hines et al., 1989).

Babesia bovis posee 5 glicoproteinas en su superficie descritas a la fecha y
estas moléculas de superficie de la familia VMSA (Florin-Christensen et al., 2002;
Hines et al., 1989) que interesantemente se expresan no sélo en merozoitos sino
también en esporozoitos (Goff et al., 1988; Hines et al., 1989; Palmer et al., 1991;
Jasmer et al., 1992; Mosqueda et al., 2002 a,b). Los miembros de la familia VMSA
consisten en el antigeno de superficie del merozoito 1 (MSA-1), el MSA-2a1, el
MSA-2a2, el MSA-2b y el MSA-2c, que se caracterizan por su secuencia senal
amino-teminal hidrofébica, una region central hidrofilica y una region conservada
carboxi-terminal conteniendo un glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Hines et al., 1992;
Florin-Christensen et al., 2002).
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Caracteristicas de los miembros de la familia VMSA

La familia de VMSA consta de 5 genes, una unica copia del gen msa-1y
cuatro copias de manera contigua de los genes relacionados msa-2. Las proteinas
MSA-1 y MSA-2 comparten 22 aminoacidos en el extremo carboxi-terminal. Esto
es una caracteristica de estas proteinas que sirve como secuencia sefal (Hines,
1992; Suarez et al., 2000; Florin-Christensen et al., 2002). Existe una region en el
extremo carboxi-terminal que es idéntica entre MSA-1, MSA-2a1 y MSA2a2 que no
es conservado entre los otros dos miembros de la familia MSA-2. Analisis
filogenéticos de los genes msa sugieren que el gen msa-1 tiene una relacion

ancestral con los genes de msa-2 (Florin-Christensen et al., 2002).

Antigeno de superficie del merozoito 1 (MSA-1)

Por medio del analisis gendmico del locus MSA-1 de Babesia bovis se pudo
identificar que el gen msa-1 tiene una longitud de 960 pb y se identificaron 3
marcos de lectura abiertos que flanquean al locus msa-1 (Suarez et al., 2000). La
presencia de RNA mensajero de msa-1 en merozoitos y esporozoitos de Babesia
bovis demostré que el gen se trascribe en estos estadios (Hines et al., 1989;
Mosqueda et al., 2002). También se ha confirmado la expresion de la proteina en
merozoitos y esporozoitos de Babesia bovis. (McElwain et al., 1988; Mosqueda et
al., 2002). La molécula de MSA-1 se divide en 4 diferentes regiones: la secuencia
lider, el cuerpo, la regién hipervariable y la secuencia senal que codifica a una
insercion de un GPI. La secuencia lider y la sefal GPI, son las unicas regiones
altamente conservadas de la proteina. El cuerpo de la molécula es menos
conservado pero cuenta con pequenas islas de completa identidad (LeRoith et al.,
2006), contiene un bloque de 34 residuos que es una de las regiones mas
hidrofilicas de la molécula y presenta tres regiones que son altamente conservadas
YYK, VKFCND y SPFM (Hines et al., 1989) a diferencia de la region hipervariable

que es rica en prolina y cuenta con motivos semiconservados en diferentes
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aislados. Anticuerpos monoclonales contra la region hipervariable se unieron a la
superficie del merozoito. Con base en estos hallazgos se puede decir que esta
region esta involucrada en el proceso de interaccion entre los merozoitos y los

eritrocitos durante la invasion (Berens et al.,, 2005).

Control inmune de la babesiosis

Los mecanismos de la inmunidad contra la babesiosis requieren respuestas
de la inmunidad innata y adquirida que incluye a las células T CD4" y anticuerpos
neutralizantes. La respuesta inmune innata inicia con al activacion de monocitos y
macrofagos via interferon gamma (IFN-y) y por medio de la fagocitosis y la
produccion de metabolitos toxicos dan muerte a los organismos. Los macrofagos
estimulan la produccion de citocinas como la IL-1, IL-12, factor de necrosis tumoral
(TNFa) y oxido nitrico (NO) (Shoda et al., 2000). La IL-12 activa a la células
linfociticas naturales (NK) y contribuye al desarrollo de la inmunidad adquirida
mediante la activacion de las células T CD4" efectoras que secretan IFN-y y
ayudan a la produccion de anticuerpos protectores y células fagociticas mediante
la activacion de células Th1 y Th2 (Brown y Palmer, 1999; Shoda et al., 2000;
Brown et al., 2001; Bock et al., 2004; Brown et al., 2006; Goff et al., 2006).

Antigeno de Babesia bovis como agente vacunal

Una de las consideraciones para emplear a MSA-1 como agente vacunal es
la habilidad que anticuerpos especificos contra la proteina puedan neutralizar la
adhesion e invasion a los esporozoitos y merozoitos (Hines et al., 1992, 1995;
Suarez et al.,, 2000; Mosqueda et al., 2002 a, b). MSA-1 a mostrado ser un
antigeno inmunodominante en animales que manifestaron proteccion en contra de
Babesia bovis. Aun cuando los epitopes inmunodominantes presentes en MSA-1
de Babesia bovis varien entre aislados, la unica region de la molécula que es

semiconservada entre aislados vacunales y sus aislados de brote, se encuentran
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en la region central conteniendo el motivo YYK (Berens et al., 2005). Un motivo
similar al anterior que de igual manera se encuentra localizado en la regién central
es YFK de proteinas de MSA-1 que fueron analizadas a partir de muestras
australianas y americanas conservando la forma estructural de la molécula, lo que
sugiere que es esencial para el funcionamiento correcto de la proteina (LeRoith et
al., 2005).

La habilidad de anticuerpos monoclonales anti-HVR (hypervariable region)
de inhibir la invasion in vitro sefiala también que la regién es indispensable para el

parasito en el proceso de invasion (LeRoith et al., 2006).

Las vacunas que actualmente son utilizadas contra B. bovis son elaboradas
de parasitos vivos atenuados, y son hasta ahora las que confieren mejor
protecciéon en contra de desafios (Goff et al., 1988), sin embargo existen algunas
desventajas que incluyen una corta vida de anaquel, variacién en dosis infectiva,
reversion a virulencia y la posibilidad de contaminacion con agentes patdgenos
(Callow, 1977; Rogers et al., 1988).

Las proteinas de la familia VMSA, como MSA-1 que se han propuesto para
la incorporacion en vacunas recombinantes en contra de B. bovis, cuentan con
cierto grado de polimorfismo entre aislados de diferentes regiones geogréficas, lo
que es un reto para la elaboracion de las mismas. Pero en virtud de que estas
proteinas reaccionaron con suero inmune bovino y la suposicion de que los
miembros de VMSA tienen una habilidad limitada de tolerancia en polimorfismos
de sus secuencias de aminoacidos y en epitopes criticos, razén por la que siguen

siendo canditados vacunales (Dalrymple, 1993).
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Variacion antigénica

Los parasitos de B. bovis han adoptado exitosamente estrategias para
poder evadir la respuesta inmune del hospedero bovino de manera que puedan
incrementar las posibilidades de sobrevivencia (Brown y Palmer, 1999), utilizando
la variacion antigénica para cambiar sus proteinas expuestas en la superficie de
eritrocitos infectados y asi escapar al reconocimiento del sistema inmune
(Calderwood et al., 2003). Dentro del hospedero bovino, B. bovis es accesible al
sistema inmune Unicamente en forma de esporozoito o en la etapa de merozoito,

previo a la invasion de los eritrocitos nuevos (Allred et al., 1994).

La existencia de antigenos de superficie en los estadios del parasito
anteriormente mencionados, tiene una funciéon importante dentro del mecanismo
de evasion inmune por la capacidad de éstos de expresar diferentes formas
antigénicas en las moléculas de superficie y variar con el tiempo, siendo esta la
forma de prolongar su supervivencia y establecerse como una infecciéon crénica
(Biggs et al., 1991; Allred et al., 1993 a,b, 1994).

Los parasitos que muestran variantes de antigenos de superficie tienen una
fuerte ventaja selectiva, ya que debido a que la superficie de los eritrocitos
infectados es la interface entre el parasito y el sistema inmune del hospedero,
siendo la zona con mayor vigilancia inmune; razén por la que se piensa que las
variantes de antigenos surgen de manera rapida en un hospedero
inmunoloégicamente competente; dos mecanismos de evasién inmune contribuyen
a esta seleccion:

(1) Falta de reconocimiento de las variantes antigénicas de eritrocitos infectados
por parte de los anticuerpos séricos evitando su destruccion.

(2) Epitopes invariantes de antigenos de superficie que sobresalen sobre formas
variables pueden dominar la respuesta inmune contra ese antigeno debido

exposiciones previas, sin embargo si los epitopes invariantes no son
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suficientemente neutralizantes el resultado seria una pobre respuesta protectora
en contra de las variantes (Good et al., 1993; Jacobson et al., 1993; Allred et al.,
1994).

Evasion inmune

La habilidad de los organismos patdgenos de evitar ser eliminados por la
respuesta inmune tiene como resultado una infeccion persistente y de larga
duracién. Un aspecto importante de este proceso es la capacidad del parasito de
alterar las moléculas de superficie expuestas al sistema inmune, conocido también
como variacion antigénica, al cual el parasito dedica porciones de su genoma para
su realizacion y crear nuevas variantes antigénicas durante su expresion (Gupta,
2005; Dzikowski et al., 2006).

Variacion antigénica. Una caracteristica de los antigenos de superficie es
que estas proteinas son codificadas por familias multigénicas permitiendo la
generacion de variantes por medio de la recombinacion (Dzikowski et al., 2006). La
variacion antigénica en B. bovis ocurre por segmentacion, un mecanismo donde
secuencias son duplicadas de las copias de genes del donador en variantes de
transcritos activos de antigenos de superficie. La repeticion de este tipo de
recombinaciones provoca que el transcrito activo sea progresivamente alterado de
su original, donde las copias del donador permanecen inalteradas (Deitsch et al.,
1997; Allred y Al-Khedery, 2004, 2005; Dzikowski et al., 2006).

El término secuestro es utilizado para referirse a la adhesion y acumulacion
de eritrocitos infectados en endotelios a través de interacciones especificas,
evitando que los eritrocitos infectados sean eliminados via esplénica o por

mecanismos del sistema inmune (Shetters y Eling, 1999; O’Connor y Allred, 2000).
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Una caracteristica importante de B. bovis es la capacidad de secuestro en la
microvasculatura a través uniones especificas de los eritrocitos infectados con
capilares endoteliales por medio de protrusiones de la membrana eritrocitica
(Hutchings et al., 2007). Las uniones especificas (adhesiones) y el secuestro, son
la causa de la forma cerebral severa de la babesiosis bovina (Allred, 2003).
Durante el desarrollo de los trofozoitos y merozoitos con este tipo de
comportamiento, el parasito adquiere fenotipos citoadherentes y asi la habilidad de
expresar ligandos que median la adhesiéon a endotelios y las modificaciones
estructurales de la membrana eritrocitica facilitando el secuestro (Allred, 1995;
Allred y Al-Khedery, 2004).

Adhesidén y secuestro. En infecciones de B. bovis el secuestro conlleva al
dafio de érganos como el bazo y la musculatura cardiaca resultante de los cambios
anoxicos en la musculatura endotelial (Wright et al, 1988). La adhesion y
secuestro se observan cuando eritrocitos infectados con trofozoitos o merozoitos
expresan moléculas de superficie que son capaces de adherirse al endotelio de
capilares venosos mientras que las formas no adhesivas se mantienen en
circulacién periférica y son eliminados via esplénica. Los parasitos adheridos
maduraran en la microvasculatura y liberaran las formas maduras. Otra linea de
eritrocitos infectados expresaran diferentes moléculas de adhesién y podran fijarse
a diferentes receptores y a otras células endoteliales. Los anticuerpos (Ac) pueden
ser capaces de prevenir la citoadhesion o de provocar el desprendimiento de
eritrocitos ya fijados al endotelio; cuando esta situacion ocurre, las células son

entonces susceptibles a la eliminacion por via esplénica (Allred, 1995, 2003).
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Analisis filogenético

Estos tipos de analisis estiman la relacidon entre los genes o fragmentos de
estos, infiriendo la historia comun entre ellos. Para la investigacion de la evolucion
y la relaciéon entre genes y/o organismos, diferentes clases de informacion pueden
ser utilizadas como las secuencias de nucleétidos o aminoacidos y asi poder inferir
relaciones filogenéticas basadas en los conceptos de seleccion natural o evolucién
neutral. De acuerdo a la teoria de evolucion todos los organismos evolucionaron
de un ancestro comun (Darwin, 1859), y mecanismos como las mutaciones,
duplicacién de genes, reorganizacion de genomas y recombinacién han dado
como resultado a la biodiversidad. De todo lo anterior unicamente las mutaciones
pueden ser utilizadas por los diferentes métodos filogenéticos para inferir
relaciones entre genes. Para su evaluacion se considera la similitud de los genes

asumiendo que son homologos.

Las relaciones evolutivas pueden ser ilustradas por medio de arboles
filogenéticos, llamados de esta manera porque los diagramas empleados para la
descripcion de estas relaciones semejan la estructura de un arbol (Anne-Mieke
Vandamme, 2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La babesiosis bovina es una enfermedad intraeritrocitica causada por
parasitos del género Babesia. La enfermedad es transmitida y distribuida

mundialmente por garrapatas del género Boophilus (Bock et al., 2004).

En México, aproximadamente el 70% de cabezas de bovinos se encuentran
en zonas subtropicales y tropicales donde el vector y por tanto de la enfermedad
son endémicas, siendo Babesia bovis y Babesia bigemina, las especies existentes
en el pais (Estadistica Agropecuaria, 2004). EI mayor impacto econémico causado
a la ganaderia mexicana por la babesiosis, es la obstaculizacion de la introduccion
de ganado genéticamente mejorado a zonas de alto riesgo (Bock et al., 2004;
McCosker, 1981).

En la actualidad, la elaboracion de vacunas vivas atenuadas se ha
convertido en una de las mejores alternativas como control inmunolégico de la
babesiosis bovina (Toro et al., 1990) ya que se ha observado que el ganado que
sobrevive a la infeccion por Babesia bovis desarrolla inmunidad de larga duracion
(Bock et al., 2004). La respuesta inmune desarrollada contra la babesiosis bovina
involucra la inmunidad innata y la inmunidad adquirida; basadas en la activacion de
macrofagos y la respuesta de las células T CD4+ (Brown et al, 2006), la
inmunidad efectiva y duradera, es la razon de la importancia del desarrollo de
vacunas que generen anticuerpos y respuestas de tipo Th1. A la fecha no existen
vacunas efectivas que confieran total proteccion contra la babesiosis (Brown et al.,
2006).

Dentro de las desventajas de las vacunas vivas elaboradas a base de
eritrocitos, se encuentra el riesgo de reacciones o contaminacion con organismos
patégenos, sensibilizacion contra grupos sanguineos, la necesidad de cadena fria

para su transporte (Rogers et al., 1988), y la reversion a la virulencia de las
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mismas (Rodriguez et al., 1983). Una de las bases para el desarrollo de una
vacuna segura, es el estudio de candidatos vacunales que estimulen el sistema

inmune (Brown et al., 2006).

El gen msa-1 (por sus siglas en inglés: merozoite surface antigen 1) es una
glicoproteina de membrana de 42 kDa; se encuentra clasificado dentro de la
familia de los antigenos variables de la superficie del merozoito (VMSA, Variable
Merozoite Surface Antigen) de B. bovis, los que incluyen a los genes BabR
originalmente descritos en cepas Australianas de B. bovis que se distinguen por su
marcado polimorfismo (Hines et al., 1992), y los genes msa-1 y msa-2. La
existencia de regiones en el gen msa-1 con reducida variacion de aminoacidos
sugiere que las secuencias conservadas son escenciales para su estructura y
funcion (Hines et al., 1992).

Se ha observado que anticuerpos policlonales anti-MSA-1 neutralizan la
invasion de merozoitos de B. bovis a eritrocitos in vitro, lo que sugiere un papel en
el proceso de invasion a la célula blanco y la sobrevivencia del parasito, asi como
en la estimulacion del sistema inmune (Hines et al., 1992). Se ha identificado
polimorfismo entre aislados de diferentes zonas geograficas que sugiere ser

resultado de rearreglos genéticos (Hines et al., 1992; Hines et al., 1995).

Estudios recientes proponen que el polimorfismo es limitado dentro una
region geografica que es compatible con el lento indice de variacion antigénica, asi
como también puede ser por la presencia de variantes del gen msa-1 (McElwain et
al., 1998). Estudios realizados en otro patégeno intraeritrocitico, Anaplasma
marginale, han reportado la presencia y transmision de multiples genotipos del gen
msp1a (Por sus siglas en ingles: Major Surface Protein 1 alpha) dentro de hatos
que se encuentran en regiones endémicas de la enfermedad. En estos animales
se identifico una superinfeccién al analizar el gen, confirmando la presencia de

variantes génicas de A. marginale (Palmer et al., 2004).

19



En un estudio similar, el resultado del analisis del repertorio de
pseudogenes msp-2 de A. marginale, se observdO que en una segunda cepa
infectante el repertorio de pseudogenes de msp-2 era totalmente diferente, asi las
variantes de MSP-2 pueden escapar al sistema inmune, mantenerse y ser capaces
de establecerse como superinfeccion (Rodriguez et al., 2005). Si esto ocurre en
otros agentes patégenos como Babesia bovis, se desconoce a la fecha.

Aun cuando no se han analizado los diferentes genotipos existentes de B.
bovis en un hato de bovinos a través del tiempo, esta claro que las diferencias de
secuencias de las diversas cepas de B. bovis localizadas en regiones geograficas
distintas, se traducen en una falta de reacciéon cruzada al utilizar algunos

anticuerpos monoclonales especificos de MSA-1 (LeRoith et al., 2005).

Sin embargo la evaluacion de la secuencia de MSA-1 de cepas vacunales
australianas mostr6 mayor similitud con la secuencias obtenidas de la clona
mexicana Mo7 y cepas argentinas, que cuando se compararon con secuencias
obtenidas de aislados de brotes de las cepas vacunales. La lisina del motivo YFK'y
los aminoacidos 9 y 12 conservados en todas las cepas estudiadas, sugiere que
posiblemente contribuyan con los epitopes a la induccion de anticuerpos de
reaccion cruzada, lo que hace al gen msa-1 un candidato para la produccion de
vacunas (LeRoith et al., 2005).

Considerando que los genes msp71a y los pseudogenes msp-2 de A.
marginale, asi como el gen msa-1 de B. bovis, son genes de superficie, y estan
involucrados en la adhesién a las células blanco, se puede pensar que msa-1
podria llevar a cabo la misma accidén de superinfeccion y ser asi como evade al

sistema inmune.

Por todo lo anterior, se propone que en infecciones por Babesia bovis al

igual que A. marginale existen distintos genotipos en relacion al gen msa-1.
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JUSTIFICACION

Mediante el analisis de antigenos fraccionados de merozoitos en
inmunizaciones y desafios, se logro identificar a MSA-1 como una proteina
estimuladora de células T especificas contra B. bovis (Brown y Palmer, 1999).
MSA-1 se expresa en esporozoitos y merozoitos de B. bovis y anticuerpos
especificos contra MSA-1 inhiben la adhesién de merozoitos y esporozoitos a los
eritrocitos y esto incrementa la posibilidad de una vacunacién efectiva contra
Babesia bovis, utilizando estos antigenos por lo que se propone al gen msa-1
como candidato vacunal (Hines et al., 1992; Mosqueda et al., 2002). Sin embargo,
las bases genéticas del polimorfismo para msa-1 no han sido investigadas
ampliamente y la variacion antigénica es un reto para su uso en la vacunacion
(Palmer et al., 1991).

En analisis recientes de las secuencias de aminoacidos de msa-1 de varias
cepas vacunales australianas y sus aislados de brotes, asi como de la clona
mexicana Mo7 de B. bovis, se han observado variaciones, sin embargo como
familia, los genes vmsa comparten identidad en las regiones amino-terminal y
carboxilo-terminal y pequefnos fragmentos fuera de estas regiones (Hines et al.,
1992; LeRoith et al., 2005). El dominio mas hidrofilico corresponde al motivo YFK
estrictamente conservado en todos los msa-71 de los aislados evaluados (LeRoith
et al., 2005). La region hipervariable (por sus siglas en inglés: HVR, Hypervariable
Region) de MSA-1 contiene tres motivos de prolina que son conservados. Se ha
descrito que anticuerpos monoclonales contra la HVR inhiben la invasion de
merozoitos in vitro, 10 que indica la importancia de esta regién dentro del proceso

de invasion al eritrocito (LeRoith et al., 2006).
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La variacion de la secuencia de MSA-1 de B. bovis dentro de una region
endémica implica la variacién a nivel génico (Allred y Al-Khedery, 2004). Las
secuencias identificadas de msa-1 de aislados de brotes fueron totalmente
diferentes de la cepa vacunal de la cual provenian (LeRoith et al., 2005) por lo cual
se ha propuesto que la presion inmunoldgica ejercida sobre msa-1 puede ser una
de las razones por las que se generan variantes de MSA-1 y es considerada un
factor determinante para la elaboraciéon de vacunas. Debido a que una vez que se
establece una respuesta especifica contra epitopes de un determinado MSA-1, la
respuesta inmune generada anteriormente no sera compartida con los epitopes de
una nueva variante de MSA-1 (LeRoith et al., 2005).

A la fecha, no es conocida la variacion génica presente en un hato bovino
en situaciones de campo, como tampoco los factores que contribuyen a la
presencia de polimorfismos, ni la frecuencia con que se presentan (McElwain et al.,
1998).

En la actualidad no existen estudios que indiquen cual es el comportamiento
ni la frecuencia de la variabilidad del gen msa-1 dentro de poblaciones de B. bovis
ya establecidas dentro de zonas endémicas a través del tiempo. Los
conocimientos generados de tales estudios permitiran conocer como es el
comportamiento de la variacion de msa-1 en hatos de bovinos en situaciones de
campo, para poder identificar aquellas variantes que sean importantes para el
parasito y poder proponerlas para desarrollar herramientas de control como

vacunas mejoradas.
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HIPOTESIS 1

Existe diversidad de genotipos de msa-1 de Babesia bovis dentro de un

mismo hato.

HIPOTESIS 2

Existe generacion de variantes alélicas de msa-1 de Babesia bovis en

animales de campo cronicamente infectados a través del tiempo.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del proyecto es determinar si existe diversidad de
genotipos de msa-1 de Babesia bovis dentro de un misma poblaciéon de bovinos, y

si existe la generacion de variantes alélicas de msa-1 dentro de un mismo bovino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos que se plantean para el desarrollo del proyecto
son los siguientes:

1. Seleccionar animales infectados naturalmente con Babesia bovis por
serologia (IFIl) en dos ranchos localizados en zonas endémicas.

2. Purificar el DNA y amplificar mediante PCR el gen msa-1 de B. bovis de
eritrocitos de los bovinos seleccionados.

3. Determinar el genotipo de cada una las poblaciones de Babesia bovis
mediante la secuenciacion y el analisis del gen msa-1.

4. Comparar los genotipos del gen msa-1 en un mismo hato

5. Comparar los genotipos del gen msa-1 en un mismo animal y evaluar su

variacion a través del tiempo.
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LIMITES Y ALCANCES

Para la realizacion del proyecto de investigacion se muestrearan vaquillas
en dos ranchos de regiones endémicas de babesiosis. Los ranchos son: el Sitio
Experimental “Verdinefio”, localizado en el municipio de Santiago Ixcluintla en
Nayarit, y el Rancho “La Joya”, localizado en el municipio de Tapalpa en Jalisco.
Se realizaran dos muestreos con intervalos de 6 meses aproximadamente en

ambos ranchos.

Se seleccionaran vaquillas en edades promedio de 1.5 a 4 afios y con un
numero maximo de 100 animales por area. La cantidad de animales dependera del
manejo apropiado de los mismos, ya que los animales se encuentran a campo
abierto en las instalaciones y esto dificultaria su localizacién y manejo. La toma de
muestras sera realizada en colaboracion con trabajadores propios de los ranchos y
miembros del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia
Veterinaria, INIFAP.

La primera etapa para realizar el proyecto de investigacion, es la
indentificacion de animales infectados con Babesia bovis, para esto se utilizara la
prueba serolégica de Inmunofluorescencia Indirecta. Aqui se determinara cuales
animales seran los seleccionados para éste estudio, ya que solo se tomaran en
cuenta aquellos que resulten positivos a la prueba. En esta etapa podemos
encontrar la limitante de encontrar altos niumeros de animales falsos positivos
debido a que los animales son expuestos periédicamente a la infeccion de Babesia
por garrapatas, y como consecuencia que los bovinos presenten titulos de
anticuerpos contra Babesia y no necesariamente se encuentren infectados. Otro
punto importante a mencionar es la posibilidad de los falsos negativos, debido a
que los animales no hayan generado anticuerpos el momento de la toma de

muestra.
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La etapa de amplificacion por PCR del gen msa-1 de las muestras
seleccionadas, permitira comprobar que las muestras seleccionadas por serologia
sean realmente positivas a Babesia bovis y que la cantidad de DNA purificado de
las muestras sea suficiente para su amplificacion, debido a que se trabajara con
animales infectados créonicamente y el porcentaje tan bajo de parasitemia que

presentan los animales de campo puede ser una limitante para este fin.

Si se confirma la hipdtesis de este proyecto de que existe diversidad de
genotipos de msa-1 de B. bovis dentro de un mismo hato, se podra suponer que la
presencia de diferentes aislados en una misma poblacion de bovinos provee al
parasito una manera potencial para su transmision. De igual manera si se confirma
que existe generacion de variantes alélicas de msa-1 de B. bovis en animales de
campo cronicamente infectados a través del tiempo se podra confirmar que al igual
que otros parasitos como Plasmodium, Babesia bovis utiliza esta clase de
mecanismo para la evasion del sistema inmune evitando su eliminacion y asi

facilitar su supervivencia en el individuo hospedero.

El analisis de proteinas de superficie como MSA-1 es de suma importancia
debido a que contienen epitopes que inducen una respuesta inmune, por lo
anterior msa-1 se propone como candidato vacunal. Es importante sefialar que
para el desarrollo de una vacuna contra este antigeno se deben analizar los
epitopes de células B y T presentes en la region hipervariable y GPI donde existen
segmentos conservados, que sean sensibles a la neutralizacién. Hasta el momento
no hay estudios respecto a la variabilidad que pueda presentar este gen en una

poblacion donde un aislado se encuentre establecido.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras biolégicas

La seleccion de los bovinos fue realizada de la siguiente manera: un numero
total de 400 vaquillas se muestrearon en dos ranchos localizados en regiones
endémicas de la babesiosis en el pais. Los ranchos son: el Sitio Experimental
“Verdinefo”, localizado en el municipio de Santiago Ixcluintla en Nayarit, y el
Rancho “La Joya”, localizado en el municipio de Tapalpa en Jalisco. Se realizaron
dos muestreos de cada rancho con un intervalo de 6 meses aproximadamente, el
primer muestreo fue llevado a cabo en el mes de mayo y el segundo en el mes de
noviembre del 2006. Las vaquillas se muestrearon para obtencién de sangre
completa utilizando tubos con EDTA y tubos sin anticoagulante. Los eritrocitos y el

suero se congelaron a -20°C hasta su uso.

Seleccion de animales infectados naturalmente con Babesia bovis por

serologia mediante la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl).

Identificacion de animales seroldgicamente positivos a Babesia bovis.

En un primer analisis enfocado a seleccionar bovinos con mayor
probabilidad de estar infectados a Babesia bovis, se realizé un tamizado seroldgico
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl) para identificar
merozoitos de B. bovis a partir de sangre infectada como ya se ha reportado antes
(Weiland y Reiter, 1988) vy es utilizada de forma rutinaria en el CENID-PAVET.
Brevemente las laminillas con el antigeno (eritrocitos de bovino infectados con
merozoitos de B. bovis) se desecaron en cloruro de calcio al vacio durante media
hora. Las laminillas fueron fijadas en acetona al 100% durante 5 minutos. Al
término de la fijacién, se dibujaron con un lapiz graso pequenos circulos sobre la

laminilla del antigeno donde posteriormente se colocaron los sueros de los 400
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animales a analizar. Como paso siguiente se realizaron las diluciones 1:80 de los
sueros de animales problema en PBS 1x (NaH,PO4 0.23 gr, Na,HPO, 1.15 gr,
NaCl 9 gr a pH 7.2), se colocaron sobre el antigeno y se incubaron por 30 minutos
a 37°C en la camara humeda . Se realizaron dos lavados en la caja de coplin con
PBS 1x de 5 minutos cada uno, posteriormente se hizo un tercer lavado con agua
destilada, todos los lavados se hicieron sobre el agitador a temperatura ambiente.
Las laminillas se dejaron secar y posteriormente se colocd el anticuerpo
secundario (conejo anti-bovino, unido a FITC, por sus siglas en inglés:
Fluoresceine Isothiocyanate) en dilucion 1:100. Posteriormente se incubd en la
camara humeda a 37°C durante 30 minutos. Las preparaciones se lavaron
nuevamente como se indicd anteriormente y se dejaron secar las laminillas. Al
momento de observar las preparaciones al microscopio de fluorescencia con filtros
especificos, se colocé una gota de glicerina fosfatada en cada circulo y se
observaron con el objetivo de 100x y con un filtro doble. Como controles positivos
fueron utilizados sueros de bovinos infectados con B. bovis y como controles

negativos se utilizaron sueros de bovinos no infectados y PBS.

Extraccion de DNA y amplificacion mediante PCR del gen msa-1 de los

bovinos seleccionados.

Extraccién de DNA genodmico.

Aquellos bovinos con serologia positiva para Babesia bovis mediante la
prueba de inmunofluorescencia fueron seleccionados para la extraccion y
purificacion de DNA. Se seleccionaron 174 muestras de sangre del rancho
experimental el Verdineno, Nayarit y 90 muestras del rancho La Joya, Jalisco,
dando un total de 264 animales. Seguido a esto se lavaron las muestras de sangre
con PBS 1X y se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 minutos, se retird el
sobrenadante y se trabajé con la pastilla obtenida. Para la purificacion de DNA

gendomico se utilizd el kit comercial de aislamiento de DNA (Gentra Systems ®),
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realizando una adaptacion del protocolo para la purificacion de DNA a partir de
sangre completa. Como primer paso, a cada volumen de eritrocitos infectados se le
anadieron 6 volumenes de PBS 1x, esto con la finalidad de lavar las células. Las
muestras se homogenizaron y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 2 minutos, se
retird el sobrenadante y se mantuvo la pastilla. Posteriormente a cada volumen de
eritrocitos se le adicionaron 3 volumenes de la solucion de lisis RBC (Por sus
siglas en inglés: Red Blood Cells). Se invirtieron gentilmente los tubos (Phenix
research products ® 1.5ml boilproof microtubes) por 10 ocasiones y se incubd
durante un minuto a temperatura ambiente (TA). Transcurrido el tiempo se
centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos, removiendo el sobrenadante dejando
atras la pastilla visible y se agité vigorosamente. Se adicionaron 450 pl de la
solucién de lisis celular para resuspender las células y 50 ul de proteinasa K (2
mg/ml, Fermentas ®) y se incubaron durante una hora a 37 °C. Se dejaron enfriar ,
para posteriormente adicionar 200 ul de la solucion de precipitacion de proteina.
Se homogenizaron y se agité vigorosamente durante 20 segundos, se centrifugd
durante 3 minutos a 14,000 rpm. Paralelamente se adicionaron 500 ul de
isopropanol y 50 pl de glicégeno (20 mg/ml, Roche ®) en tubos nuevos de 1.5 mly
se le adiciond el sobrenadante, y se centrifugd durante 5 minutos a 14,000 rpm.
Se decanto el sobrenadante previniendo no perder la pastilla. Se adicionaron 500
pl de etanol al 70% y se invirtieron los tubos en varias ocasiones para el lavado de
la pastilla de DNA y se centrifugé durante 2 minutos a 14,000 rpm. Se removié el
sobrenadante y se dejaron secar los tubos hasta que el etanol se evapord por
completo. Finalmente se adicionaron 30 ul de la solucién de hidratacion de DNA y
se dejaron reposar durante toda la noche. El procedimiento de extraccion de DNA
gendmico se realizd tres veces para el maximo aprovechamiento de las 264
muestras sanguineas, dando un total de 792 extracciones de DNA. Las muestras

se mantuvieron a una temperatura de -20 °C hasta su uso.
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Amplificacion por PCR del gen msa-1 de Babesia bovis.

Para la amplificacién del gen msa-1, se utilizé la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron oligonucleétidos especificos para
msa-1 disefiados con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10™ (Invitrogen). La
secuencia de msa-1 utilizada para el disefio de los oligonucleétidos corresponde a
la reportada en el GenBank con numero de acceso AF275908. Se disefaron tres

pares de oligonucledtidos como se muestra en el cuadro 1.

PCR Oligonucleétido Secuencia

Primario msa-1F (sentido) 5-CTT TGT TCA ATG GAA TCT G-3

msa-1 R(antisentido) | 5-GCA TTG GAG TGA ACC AAC AGT AGA AC-3

Anidado msa-1 F 5’-AGA CGT TGC ACA GCAACACAAG-3
msa-1 R 5’- GCT GGT ATT CTG TCA CAATGA CG-3

2do anidado | msa-1 F 5’-ATT CGT GTC AAC AAT CTG CAT AAG G-3
msa-1 R 5’-TTA AAA TGC AGA GAG AAC GAA GTA GCA-3’

Cuadro 1. Relaciéon de oligonucleétidos especificos de msa-1 de B. bovis,
disefiados con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10™ (Invitrogen) para la

realizacion del PCR primario, PCR anidado y para un segundo PCR anidado.

Con los oligonucleétidos utilizados para la realizacién del PCR primario se
obtiene un fragmento de 1498 pb (pares de bases), con los oligonucledtidos
utilizados para la realizacién del PCR anidado se obtiene un fragmento de 1381 bp
y finalmente con los oligonucleétidos utilizados para un segundo PCR anidado se
obtiene un fragmento de 1216 pb. La amplificaciéon se llevd a cabo en un
termociclador Whatman Biometra ®. El programa de ciclado utilizado fué disefiado
especificamente para la amplificaciéon de msa-1 con los oligonucleétidos descritos

arriba y se usa de forma rutinaria en el Instituto de Patologia y Microbiologia
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Veterinaria de la Universidad del Estado de Washington, el cual se lleva a cabo de
la siguiente manera: La reaccién de PCR se realiz6 a un volumen final de 25 pl,
para ello se emplearon los siguientes reactivos: solucion amortiguadora de PCR
10x, cloruro de magnesio MgCl, 50 mM, Taqg Polimerasa 500 u (Invitrogen ®),
10mM de cada uno de los 4 deoxinucledtidos (Invitrogen ®), 10 mM Tris-HCI, 40
ng aproximadamente de DNA gendmico y 200 nM de los oligonucleotidos msa-1 F

y, msa-1 R.

Protocolo de ciclado

Se realizd una desnaturalizacion inicial a 96°C durante 3 minutos, seguida
de 35 ciclos de una fase de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos; una
fase de alineamiento de los oligonucledtidos a 55°C durante 30 segundos, y una
fase de elongacién a 72°C durante un minuto. Seguidos de una elongacion final a
72°C durante 15 minutos. Posteriormente la muestra se mantuvo a 10°C por

tiempo indefinido hasta su analisis (protocolo disefiado por Shawn Berens, 2006)

(figura 1).
96 °C 95°C 72 °C ‘ 72 °C ‘
3 min | 30 seq \ 55°C / 1 min 15 min \ 10 °C
30 seq a
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

Figura 1. Protocolo de ciclado de PCR especifico para msa-1 de B. Bovis.
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En la etapa para la amplificacion del gen msa-1, el procedimiento para el
PCR primario se repitié en tres ocasiones a partir de las 792 muestras de DNA

genomico.

Purificacion de productos de PCR

El DNA amplificado por PCR fue visualizado en un gel de agarosa al 1%. Se
utilizé este porcentaje porque permite realizar un corte en el gel a nivel del tamafo
esperado del amplicén, y tomando como base el control positivo, se procedio a
realizar las incisiones en los geles de agarosa debido a la imposibilidad de
visualizar una banda del amplicon de cada una de las muestras obtenidas a partir
de los PCR primarios.

A partir del fragmento escindido se realiz6 el aislamiento de DNA con el kit
de purificacién de productos de PCR por Roche ®. Para el uso de este kit se
determiné el peso del gel, primeramente se realiz6 el pesaje de un tubo de 1.5ml
vacio y después se repitio el pesaje del tubo con el pedazo de gel escindido. Se
adicionaron 300 pl de solucién amortiguadora de Union por cada 100 mg de gel
escindido y se agitdo en el vortex durante 30 segundos y se incubd durnate 10
minutos a una temperatura de 56°C. Se adicionaron 150 pl de isopropanol por
cada 100 mg de gel escindido y se agité vigorosamente. El contenido se cambié a
columnas y se centrifugd durante 60 segundos a 15,000 rpm. Se desechd el
filtrado y se adicionaron 500 ul de la solucion de lavado y se centrifugd durante 1
minuto a 15,000 rpm. Se desechd6 de nuevo el filtrado y se repitié el paso anterior
pero en esta ocasion se adicionaron unicamente 200 ul de la solucién de lavado.
Se desecho el filtrado y se cambié la columna a un nuevo tubo. Como paso final se
adicionaron 50 ul de la solucién de elusion y se centrifugé durante 1 minuto a
15,000 rpm.
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Posteriormente se realiz6 el PCR con el juego de oligonucleétidos para la
PCR anidado con el programa de ciclado antes mencionado obteniendo
fragmentos de tamaino esperado de 1381 bp. Se llevdé a cabo un segundo PCR
anidado se dejé a consideracion para las muestras que resultaron negativas al
primer PCR anidado en el analisis del gel de agarosa 1%, se emplearon las
mismas condiciones de ciclado, con lo que se obtuvieron fragmentos esperados de
1216 bp.

Clonacion del gen msa-1 de Babesia bovis.

La clonacién de los 36 productos amplificados exitosamente se realizaron
de acuerdo al protocolo del kit TOPO TA Cloning para secuenciacion (pCR © 4-
TOPO Invitrogen). Para el montaje de las reacciones de clonacion se tomaron 4 pl
del producto fresco de PCR, 1 pl de la solucion salina y 1 pl del vector pCR® 4-
TOPO con un volumen final de 6 ul. Se mezcld y se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se mantuvo en hielo. Para la transformacioén y analisis se
prosiguid con el descongelamiento en hielo de las células E. coli TOP10
quimicamente competente (Invitrogen ®). Se adicionaron 2 pl de la reaccion de
clonacion a cada vial de E. coli, se mezcld y se incubd en hielo durante 30 minutos.
El choque térmico de las células se realizé en bafio maria durante 30 segundos a
una temperatura de 42°C. Se adicionaron 250 pl de medio S.0.C para después
mantener los viales en agitacién a 200 rpm durante una hora a 37°C. Al término del
tiempo se esparcieron 100 y 150 pl de la suspension de las células transformadas
en placas de LB agar/ carbenicilina (50 mg/ml) conteniendo X-gal (40 mg/ml) y se

incubaron a 37 °C toda la noche.

Se realizd la seleccién de 8 colonias de cada una de las 72 placas, se
estriaron en medio solido LB agar/carbenicilina/X-gal y se incubaron a 37°C.
Paralelamente se colocaron los palillos de madera con los que se estriaron las

colonias en placas de cultivo de 96 pozos, proporcionadas por el Kit de purificacion
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de DNA plasmidico Wizard SV 96 plasmid DNA purification system por Promega ®,
conteniendo 800ul de medio LB liquido, y éstas fueron incubadas durante toda la

noche a 37°C con una agitacion de 250 rpm.

Purificacion de DNA plasmidico

La purificacion del DNA plasmidico se realizd segun el protocolo de lisis
alcalina del kit Wizard SV 96 plasmid DNA purification system por Promega ®. Las
placas adicionadas con medio LB liquido se centrifugaron a 4000 rpm durante 15
minutos, se decantd el sobrenadante. Se adicionaron 250 ul de la solucion de
resuspension celular a cada uno de los pozos. Se adicionaron 250 de la solucion
de lisis celular y, se colocé una malla sobre la placa para su agitacion por vortex.
Se adicionaron 350 pl de la solucion de neutralizacién a cada pozo y se mezclé por
vortex. Se transfirieron las muestras de la placa de cultivo hacia una placa de

filtracion.

Las siguientes etapas de la purificacion se realizaron en un aparato de vacio
multiple Vac-Man® 96. La placa de filtrado se colocé en la parte superior y una
placa de unién del DNA fue colocada en la parte inferior del aparato de vacio. Ya
teniendo ambas placas instaladas, se utilizd vacio hasta que el liquido se filtré por
completo y la placa de filtrado se desechd. Se adicionaron 500 pl de solucién de
neutralizacion a cada uno de los pozos de la placa de union de DNA y se aplico
vacio durante un minuto. Se adicioné 1ml de solucion de lavado a cada pozo y se
aplico vacio durante un minuto. Este mismo paso se repitié por una segunda vez,
solo que en esta ocasion el vacio fué durante 10 minutos. En esta etapa la placa
de union se coloco en la parte superior y una placa nueva de elucion en la parte
inferior. Se adicionaron 100 yl de agua libre de nucleasas a cada pozo, se dejo
reposar durante un minuto y posteriormente se aplicé vacié por un minuto. Se
removio la placa de elucién, se le colocé una malla selladora y se almacend el
DNA a -20°C hasta su uso.
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Cuantificacion de DNA plasmidico

La cuantificacion de la concentraciéon del DNA plasmidico se realizé en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 260nm. Para verificar si el inserto
efectivamente existia se realizé una digestidon enzimatica con la enzima Eco RI
(Invitrogen ®) durante 1 hora en bafio maria a 37°C. La mezcla contenia los
siguientes reactivos: 2ul de Buffer 10x, 2ul de la enzima Eco-RI (10 U/ul), 4ul de
DNA plasmidico y 12ul de agua libre de nucleasas a un volumen final de 20 pl. Y
finalmente para la visualizacion de los fragmentos de DNA, se corrieron las
muestras en geles de agarosa al 1% tefAidos con bromuro de etidio, para

posteriormente observarlos con un transiluminador (Sambrook et al., 2001).

Secuenciacién del gen msa-1 de Babesia bovis.

La secuenciacion se realiz6 de forma comercial por el Instituto de
Bioinformatica de la Universidad del Estado de Washington. Para esta etapa se
utilizé el DNA plasmidico de 2 clonas de cada una de las 36 muestras obtenidas.
Para el montaje de las reacciones se utilizaron 5.8 pl del DNA, 0.2 pl de
oligonucledtidos M13F 5-GTAAAACGACGGCCAG-3° vy M13R  §'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3, provistos por el kit TOPO TA Cloning ®, 4 ul de Big
Dye Mix terminador v3.1 (Applied Biosystems ®) en un volumen final de 10 pl. La
purificacion de las muestras para el envio se hizo de acuerdo al protocolo Edge
BioSystems, Performa® DTR Gel Filtration Cartridges llevada a cabo de la
siguiente manera: las columnas de filtrado se centrifugaron durnate 3 minutos a
14,000 rpm para la eliminacion de exceso de liquido de las mismas.
Posteriormente las columnas fueron transferidas a tubos nuevos de 1.5 ml y se les
adiciond a cada columna el producto de PCR fresco y se centrifugé durante 3
minutos a 14,000 rpm. Se eliminaron las columnas vy, el filtrado fué deshidratado en

una centrifuga de vacio para su posterior envio a secuenciacion.
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El protocolo de ciclado consistio en 25 ciclos conformados cada uno por una
desnaturalizacién a 96°C durante 10 segundos, una fase de alineamiento a 50°C
durante 15 segundos y una fase de elongacion a 60°C durante 4 minutos (Figura
2).

25 ciclos
96 °C 60 °C
10 seg \ 50 °C / 4 min
15 seg

Figura 2. Protocolo de ciclado de PCR para la secuenciacion del gen msa-1 de B.
bovis utilizado de forma rutinaria por el Instituto de Bioinformatica de la Universidad

del Estado de Washington.

Alineamiento de secuencias del gen msa-1.

Las secuencias de msa-1 que se obtuvieron de las muestras de cada
bovino, se emplearon para realizar el alineamiento. Los archivos de cada una de
las secuencias fueron abiertos con el programa de Chromas lite 2.01 para el
analisis de los electroferogramas. Para el alineamiento de las secuencias se utilizd
el programa VECTOR NTI ADVANCE 10™ (Invitrogen). El alineamiento de las
secuencias sirve para identificar las regiones variables de msa-1. El programa

permite obtener la identidad que existe entre las secuencias.
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Identificacion de genotipos del gen msa-1.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas de msa-1 dio como
resultado el agrupamiento de las secuencias en 9 genotipos diferentes, esto
basado en el porcentaje de identidad entre las mismas secuencias como se detalla
en la seccién de Resultados. El agrupamiento de las secuencias en genotipos
permitié realizar un analisis de la variabilidad del gen dentro de los hatos y entre
los hatos.

Generacion de secuencias predichas de aminoacidos de MSA-1

Las secuencias de las proteinas predichas fueron obtenidas con base en
los alineamientos nucleotidicos realizados en la fase anterior de los cuales di6
como resultado 8 proteinas predichas apartir de los 9 genotipos. Los andlisis
fueron realizados con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10™ (Invitrogen). Para
la creaciéon de las proteinas predichas, se analizaron 9 moléculas de DNA
generadas anteriormente (secuencias nucleotidicas) con el programa. Las
moléculas son seleccionadas y se abren los archivos uno por uno de la ventana de
exploracion de la base de datos local de VECTOR NTI. Posteriormente en la
ventana principal que ha sido abierta, se selecciona la secuencia nucleotidica de
interés y en la aplicacién de analisis se elige la opcidn de traduccion, y crear nueva
proteina de forma directa. Aparecera una nueva ventana donde se ajusta la
informacion referente a la proteina que se desea crear, y a consecutivamente sera

abierta la ventana donde aparece la nueva proteina predicha de interés.
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Analisis filogenético de los genotipos de msa-1.

Los cambios que se producen en el DNA como las mutaciones, deleciones,
inserciones etcétera, pueden darnos informacioén (hipétesis o inferencia) sobre cual
es la funcion de una proteina o para establecer las relaciones de parentesco entre
organismos. Los métodos de reconstrucciones filogenéticas elaboran arboles
filogenéticos, diagramas donde es mostrado el objeto a estudiar y ancestros
comunes de éste (inferidos). La construccion del arbol filogenético puede
realizarse a partir en este caso, de secuencias de genes o proteinas en forma de

un alineamiento multiple (Page y Holmes, 1998).

Los métodos de recostruccion filogenético basados en distancias (UPGMA y
Neighbor joining) utilizan los alineamientos multiples para calcular las distancias
evolutivas entre las secuencias para después elaborar el arbol filogenético. El
método UPGMA (por sus siglas en inglés: Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic means), utiliza un algoritmo de agrupamiento de abajo hacia arriba
donde son unidos los dos grupos mas cercanos y calculan distancias y asi
sucesivamente con el resto del grupo total que ha sido alineado; este proceso de
agrupamiento asume que el rango evolutivo es el mismo en todas las ramas, lo
qgue sugiere que ningun linaje ha acumulado mutaciones mas rapido que cualquier
otro (Nei y Kumar, 2000). EI método neighbor joining también agrupa de abajo
hacia arriba y es basado en un principio de evolucion minima y un concepto de
vecinos que estan mas cercanos entre si y apartados del resto (Sullivan et al.,
2005).

Los métodos anteriores, basados en caracteres, utilizan la informacion de
cada sitio y posicién de los alineamientos multiples para elaboracion del arbol
filogenético. El método de maxima parsimonia se basa en el principio de que el
arbol mas probable (parsimonioso) es el que tiene un menor numero de cambios,

similar al principio de la evolucién minima (Rzhetsky y Nei, 1992).
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Para la realizacibn de esta etapa se construyeron diferentes arboles
filogenéticos empleando las secuencias de nucleétidos obtenidas previamente con
el programa VECTOR NTI ADVANCE 10™ (Invitrogen) y se realizé por medio de
los diferentes métodos antes mencionados (Maxima parsimonia, Minima evolucion,
Neighbor joining, y UPGMA) proporcionados por el programa filogenético MEGA 4,

disponible en la pagina de Internet www.megasofware.net. Se produjeron

conjuntos de datos multiples por medio del método de remuestreo (Bootstrap), es
decir, que los alineamientos se muestrearon en repetidas ocasiones (1000 veces)

con un reemplazamiento para buscar el mejor arbol filogenético.

El analisis de remuestreo es proporcionado por el programa empleado. Se
obtuvieron filogramas del gen msa-1 de las secuencias de los aislados de Nayarit y
Jalisco, asi como también de secuencias ya reportadas en la base de datos
GenBank (Genis et al., 2008; Borgonio et al., 2008).
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RESULTADOS

Seleccidon de animales infectados naturalmente con Babesia bovis por medio

de la técnica de Inmunofluorescencia indirecta.

Un total de 200 muestras séricas obtenidas de animales del rancho el
Verdinefio en Nayarit, se colectaron con un intervalo de 6 meses entre cada
muestreo. Utilizando el mismo esquema de muestreo, 200 sueros obtenidos de
animales del rancho la Joya en Jalisco se utilizaron para realizar las pruebas

seroldgicas.

Las muestras de los sueros obtenidos de los animales del rancho el
Verdinefo se analizaron con la prueba de Inmunofluorescencia indirecta; 91
animales resultaron positivos del primer muestreo y 83 animales positivos para el
segundo muestreo. Los sueros obtenidos del rancho la Joya se evaluaron de la
misma manera y de los 200 sueros analizados el resultado fue de 45 animales
positivos del primer muestreo y 45 animales positivos del segundo muestreo
(Cuadro 2).

1er Muestreo Positivos a 2do Muestreo Positivos a IFI
Numero total IFI Numero total
Rancho El
Verdinefio, 100 91 100 83
Nayarit
Rancho La Joya,
Jalisco 100 45 100 45

Cuadro 2. Resultados del analisis a la infeccion por Babesia bovis mediante la
inmunofluorescencia indirecta. Se muestra el numero de animales analizados y el

numero de animales positivos a la prueba de inmunofluorescencia indirecta.
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Amplificacion del gen msa-1 de Babesia bovis mediante PCR.

Para la amplificacion del gen msa-1 se utilizaron las muestras de DNA
g?némico extraido a partir de las muestras de sangre obtenidas de animales
seleccionados en el primer analisis como se indicod en la seccion anterior. El DNA
gendémico se amplific6 con un PCR primario con el uso de los oligonucledtidos
especificos (cuadro 1) como se describid6 en Materiales y Métodos. Al no poder
visualizar ningun amplicon en esta primera etapa, se decidi6 realizar una
purificacion de los productos de PCR primario mediante el corte del gel de agarosa

1%, a nivel del tamafo esperado del amplicén (Figura 3).

1000 pb —»

1000 pb — 4

Figura 3. Amplificacién del gen msa-1 por el PCR primario de 21 muestras de
Nayarit. En la figura se muestra que el producto del PCR primario no fue suficiente
para la amplificacion del gen msa-1 de Babesia bovis. El control positivo se
encuentra en el carril 23 con un fragmento esperado de 1498 pb y el marcador de
peso molecular se muestra en el carril 1 de la parte superior e inferior. Se utilizé un

carril de separacion entre cada muestra para evitar contaminacion.
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Como se menciond anteriormente, de las muestras que no se observaron
bandas positivas, se realizd la extraccion de DNA mediante la purificacion de
productos de PCR a partir de geles de agarosa 1% para su posterior amplificacién
con un PCR anidado con el uso de los oligonucleétidos especificos (cuadro 1). El
producto fué analizado en un gel de agarosa 1% , con lo que se obtuvo un

amplicon esperado de 1381 bp y (Figura 4).

1 3 5 7 9 1 13 15 17 19 21 23

Figura 4. Amplificacion del gen msa-1 por PCR anidado de 21 muestras de Nayarit.
En el carril 13 de la parte superior y en los carriles 19, 21, y 23 de la parte inferior
se observan bandas al nivel del control positivo del carril 23 lo que confirma la
amplificacion del gen msa-1 de esas muestras con un fragmento esperado de 1381
bp. El marcador de peso molecular se muestra en el carril 1 de la parte superior e

inferior.
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De las muestras en que no se observaron bandas positivas después del
PCR anidado, se les realizé un segundo PCR anidado que amplifican un fragmento
de 1216 bp, es de menor tamafo al esperado después del segundo PCR. Estos
oligonucledtidos fueron el msa-1F 2do anidado y el msa-1R 2do anidado. El
producto se analizé en un gel de agarosa 1% y se visualizé mediante excitacidon

con luz UV vy tincidon con bromuro de etidio (Figura 5).

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

1000bp

1000 bp >

Figura 5. Amplificacion del gen msa-1 por un segundo PCR anidado de 21
muestras de Nayarit. En los carriles 15y 19, de la parte superior y en el carril 3 de
la parte inferior del gel se observa una banda que corresponde en tamaro al
control positivo (carril 23 parte superior con un fragmento esperado de 1216 bp). El

marcador de peso molecular se muestra en el carril 1 de la parte superior e inferior.
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Del total de las muestras analizadas de ambos ranchos (264 muestras), 28
correspondientes al primer muestreo de Nayarit y 3 del segundo muestreo se logro
la amplificacion del gen; Para el rancho de Jalisco, 2 muestras del primer muestreo
y 3 muestras del segundo muestreo se lograron amplificar. Este experimento se

repitid por 3 ocasiones para corroborar que los resultados fueran correctos.

Clonacion del gen msa-1

La clonacion molecular del gen se hizo con un kit comercial (Invitrogen) lo
que permitid obtener colonias de bacterias conteniendo como inserto la secuencia
del gen amplificado de msa-1. Para comprobar que el inserto efectivamente
pertenecia al fragmento deseado, se extrajo el DNA plasmidico a partir de
poblaciones clonales de bacterias, y posteriormente se realiz6 una digestidon
enzimatica con EcoRl y asi se verificd la presencia del inserto correspondiente a

msa-1 en las clonas evaluadas como se aprecia en la Figura 6).

1 3 5 7 9 11

1000 bp

Figura 6. Digestion enzimatica del DNA plasmidico purificado. En los carriles 3, 5,
7, 9y 11 se muestra el ensayo de digestion enzimatica con la enzima EcoRI con el
DNA plasmidico obtenido de 5 clonas. En cada uno de los carriles se pueden
observar dos bandas; la primera perteneciente al vector, y la segunda corresponde
al fragmento clonado de msa-1 (tamafios esperados: 1498 pb, 1381 bp y 1216 pb).

El marcador de peso molecular se muestra en el carril 1.
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Generacion de las secuencias consenso

Se utilizaron 2 clonas de cada una de las 36 muestras de DNA plasmidico
para su posterior secuenciacion. Se obtuvieron 2 secuencias en sentido y
contrasentido para cada una de las clonas, se obtuvo un total de 144 secuencias.
Las 4 secuencias en sentido y contrasentido correspondientes a cada muestra
fueron abiertas con el programa Chromas lite 2.01 para el analisis de los
electroferogramas. Al analisis se corroboraron la identidad de nucledtidos,

posiciones, deleciones e inserciones, para la generacion de secuencias consenso.

Alineamiento multiple de secuencias.

Se realiz6 el alineamiento multiple de las 36 secuencias obtenidas de los 2
aislados mexicanos (Nayarit y Jalisco) mediante el uso del programa VECTOR NTI
ADVANCE. Los alineamientos de las secuencias obtenidas de ambos ranchos
durante los dos muestreos realizados se organizaron en diferentes grupos de
genotipos, mostrando una posicién idéntica del 51%, y una posiciéon consenso del
93.7 % donde pueden observarse deleciones, inserciones y/o sustituciones
provocando que el gen de msa-1 tenga diferentes longitudes en oposicion a la
longitud antes reportada de 960 pb (Hines, 1992; Suarez et al., 2000). Se pueden
observar 4 grupos con base a sus longitudes se agrupan de la siguiente manera,
23 secuencias pertenecientes al rancho el Verdinefio, Nayarit revelan una longitud
de 960 pb, 11 secuencias ubicadas en el Verdineio, Nayarit y La Joya, Jalisco
muestran una longitud de 993 pb, y dos mas del Verdinefio cuentan con una
longitud de 1001 pb y 1005 pb respectivamente. Las moléculas de msa-1
demostraron areas conservadas en las regiones amino-terminal y carboxi-terminal.
Cabe resaltar que las muestras con el numero 3616v1 y 4526v1 son las menos
conservadas en comparacion del resto debido a inserciones ubicadas en las

posiciones 79, 770, 796, 847, 863, y delecion en la posiciéon 938 (figura 7).
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ATGGECACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTHTCGGCCGTTACGTCETCAGAACCARGGH
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTHTCGGCCGTTACGTCETCAGAACCARGGH
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGGH
ATGGETACGTTTGEIETTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGGH
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTHTCGGCCGTTACGTCETCAGAACCARGG
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGGH
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGGH
ATGGETACGTTTGEIETTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGGH
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGG
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCETCAGAACCAAGG
ATGGTEGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCCATTGCATCTTCCGAGCHABAGG
ATGGTEGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCCATTGCATCTTCCGAGCHABAGG
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAAT TACATCEECEGETEAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAAT TACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCARATTACATCEECECETCALCART
ATGGETACGTTTGEECTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAAT TACATCEECEGETCAAGART

GTGAAGAAT

ATGGETACGTTTGEICTTTTEATITCAGCCETGTGCTGTGTITEGGCARATTACATCEECEG
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCAATTACATCEECEGETCALGART
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCARATTACATCEECECETCALGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCARATTACATCEECECETCALGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAAT TACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCARATTACATCEECECETCALGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAAT TACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEIETTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGC
ATGGETACGTTTGETIETTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCARATTACATCEECEGETCALGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCAATTACATCEECEGETCALGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAATTACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCAAT TACATCEECEGETCAAGART
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETCGGCCGTTACGTCEBTCAGAACCAAGGT
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETIGGCARATTACATCEECECETCALCART
71 140
CAGCTGAA-—=-—=-—=-==—= AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA AACETTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEEATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA AACETTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEEATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA-—-————=———~— AACETTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEEATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA-—-——-—=———~— AACETTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEEATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA-—=-—=-—=-=—=-—= AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
CAGCTGAA-—=-—=-—=-=-—= AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
TBGCTEAACAGCCGGCTCCATECTTTET TAGAGTTETTGATACTTCATCACCTCTECCCGAAGGATETCT
TGGCTEAACAGTCGGCTCCATECTTTET TAGAGTTETTGATACTTCATCACCTCTECCCGAAGGATETCT
TGEEGATACTTCARTCETCC TICCCGAAGGATCAT
GATGTTAGARATGCCGATACTTCARTCGTCC TICCCGAAGGATCATT

CEATETTAGABRATECCGATACTTCARTCGTCCTICCCGAAGGATCATT
GATGTTAGARATGCC CATT
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TGACACAA TCCEATETTAGARATECEGATACTTCARTEGTCCTECCCGAAGGATEATT

TGACACAA TCCGATGTTAGARATGCCGATACTTCARTCGTCC TECCCGAAGGATCATT
TGACACAA
TGACACAA
TGACACAA
TGACACAA
CAGCTGAA AACBTTATTAGAGTTATEGATTCTTCATCEGATCTCCCCGAAGGATATCT
TGACACAA TCCEGATETTAGARATECCGATACTTCARTCGTCCTHCCCGAAGGATEATT
141 210

TTACGATGATATGGETAAGTTCTABGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGRGTABATTGTATGCTGEIATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTARATTGTATGCTGITATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTARATTGTATGCTGITATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGAGTARNATTGTATGCTGEIATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGRAGTABNATTGTATGCTGEIATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTARATTGTATGCTGITATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTARATTGTATGCTGITATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGAGTABATTGTATGCTGEIATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGRAGTABNATTGTATGCTGEIATT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTARATTGTATGCTGITATT
TTACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCCGTTGAAAGETTCGABAAGGGTAGATTGTATGETGCGATT
TTACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCCGTTGAAAGITTCGACAAGGGTAGATTGTATGETGIGATT

ETACGATGABATGIETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGETTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
ETACGATGAGATGICETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
ETACGATGABATGIETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGEAAGETTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
ETACGATGACGATGICETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
ETACGATGABATGICETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
ITACGATGA.ATG.TAA.TTCTA.GGTGCIGTTGlAAGITTCGA-AG-AlATTGTAT-G-TT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGETTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT

CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGETTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
ITACGATGA.ATG-TAAITTCTAIGGTGCIGTTGIAAGITTCGA.AG-AIATTGTAT-G-TT
ETACGATGABATGICETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT

ITACGATGA.ATG.TAA.TTCTA.GGTGCIGTTGlAAGITTCGA-AG-AlATTGTAT-G-TT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT

ETACGATGAGATGICTAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
ETACGATGABATGIETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
CTACGATGACATGECTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGETTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
CTACGATGACATGICTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
ETACGATGAGATGICTAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
ETACGATGABATGIETAAGTTCTAEGGTGCEGTTGEAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGEGETCTT
CTACGATGACATGECTAAGTTCTACGGTGCIGTTGBAAGITTCGACCAGACCARATTGTATAGCGTTCTT
TTACGATGATATGGETAAGTTCTAGGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTARATTGTATGCGGITATT
ETACGATGABATGICETAAGTTCTAEGGTGCEGT TGEAAGETTCGACEAGACEARATTGTATAGEGETETT
211 280
GCTGCEAACTTCAGEAACGGCGGGCTAGCEGATGAARGGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACARAG
GCTGCIAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCIGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACARAAG
GCTGCEAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCHGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACAAAG
GCTGCEAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCHGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACAAAG
GCTGCIAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCIGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACARAG
GCTGCIAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCIGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACARAG
GCTGCEAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCHGATGAARAGGT TAAGEAAGETTTTACCAGTCTATACAAAG
GCTGCEAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCHGATGAARAGGT TAAGEAAGETTTTACCAGTCTATACAAAG
GCTGCIAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCIGATGAARAGGT TAAGGAAGETTTTACCAGTCTATACARAG
GCTGCIAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCIGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACARAG
ECTGCCAACTTCARGEECGTCAGRATEGAGGATEAGCAGGTCGAGAATGTTTTTACCTATATTTACARAG
LCTGCCAACTTCARGEECGTCAGAATEGAGGATEAGCAGGTCGAGAATGTTTTTACCTATATTTACAAAG

TCTGCIAACTTCARAGCCGCTARAR

ICTGCEAACTTCARAGCCGCTARAR
TCTGCTAACTTCABRAGCCGCTARAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACAT TCARAAATTTATACAAAG
TCTGCIAACTTCARAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACAT TCARAARATTTATACAAAG
TCTGCIAACTTCARAGCCGCTARAR (]
ICTGCEAACTTCARAGCCGCTARAR

ECTGCTAACTTCARRGECGCTARAATGCATGATEAGAAGGTARAAGACACAT TCARARRTTTATACAAAG
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ECTGCTAACTTCARRGEC GETARAATECATGATEAGAAGG TARAAGACACAT TCARARATT TATACAAAG

ECTGCTAACTTCARBGECGETARAR
ECTGCTAACTTCARRGEC GETARAR

TCTGCEAACTTCARAGCCGCTAARA
ECTGCEAACTTCARAGCCGCTARAR

T
LCTGCIAACTTCARAGCCGCTARAATGGATGATCAGAAGGTAAARGACACAT TCARARATITATACAAAG
TCTGCIAACTTCARAGCCGCTARAATGGATGATCAGAAGGTAAARGACACAT TCARARATITATACAAAG
ICTGCEAACTTCARAGCCGCTARAR B
ICTGCEAACTTCARAGCCGCTARAR

AAARGACACAT TCARARATTTATACAAAG
GCTGCIAACTTCAGBAACGGCGGGCTAGCEGATGAARAGGT TAARGAAGETTTTACCAGTCTATACAAAG
TCTGCTAACTTCABAGCCGCTARRATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACAT TCARAARTTTATACAAAG
281 350
TEAGTGEATCGATAAAGGTTAACCCAATEATTAATTCCGECCTTTTTAAAGAAGAGGCTEGTARGCAGTTT
TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTEARGCAGTTT
TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTEARGCAGTTT
TEAGTGEATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTEGTARGCAGTTT
TEAGTGEATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTEGTARGCAGTTT
TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTARGCAGTTT
TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTEARGCAGTTT
TEAGTGEATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTEGTARGCAGTTT
TEAGTGEATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTEGTARGCAGTTT
TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGEARGCAGTTT
TTAGGGATATGATAAAGEAGAACCCEATTATTGCTECEGAACTATTTAAAGAARCTGCTAAGGACAGTTT
TTAGGGATATGATAAAGAAGAACCCIATTATTGCTECIGAACTATTTAAAGAARCTGCTAAGGACAGTTT
TEARCGEATTGATAAAGAACAATCCIATEATTEEGCCCIGATCTATTTAATGEARCTATTETTAGCEGTTT

CATT ATCTATTTAATCEABCTAT TGITAG
ATCTATTTAATCEABCTAT TCTTAG

ATCTATTTAATGCABCTATTGTTAG
ATCTATTTAATGCARCTATTGTTAG

ATCTATTTAARCEAACTAT TGTTAG
- ATCTATTTAATGCARCTATTGTTAG
TCARCGEATTGATAAAGAACAATCCIATGATTEGCCCIGATCTATTTAATGEARCTATTEGTTAGCEGTTT
TCARCGCATTGATAAAGAACAATCCIATGATTCGCCCIGATC TAT TTAATGCARCTATTGTTAGCGGTTT
CATT ATCTATTTAATCEAACTAT TGTTAG
CATTGATAAAGAACAATCCIATGATT ATCTATTTAATGCARCTATTGTTAG

GEATTGATAAAGRRCAAICCEATEATT AICTATTTAAIGEABCTAT TGTTAG
CATTGATAAAGRRCAATCCTATEATT RTCTATTTAAIGEARCTAT TGTTAG

CATTGATAANGRECANICCEATEATT ATCTATTTANIGEABCTATTGITAG
GEATTGATAAAGRRCAATCCTATEATT ATCTATTTAAIGEARCTAT TGTTAG

AT GTTAG

CATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATT TAATGCARCTAT TGTTAGCGGTTT
TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGGCCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTIARGCAGTTT
TCARCGCATTGATAAAGAACAATCCIATGATTEGCCCIGATCTATTTAATGEARCTATTEGTTAGCEGTTT
351 420
TECAGGCARGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATCTAT TRAGCCRATGGTECTCAGAATT
TICAGGCABGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATC TAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICAGGCABGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATCTAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICAGGCARGACAGACAAGGATAAATTECAATGCTATATTTGAATCTAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICAGGCABRGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATCTAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICAGGCABGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATC TAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICAGGCABGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATC TAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT

TEICAGGCARGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TECAGGCARGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATCTAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICAGGCABGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATC TAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TACARGEAGCAGEGACEAGGTTAAATTTAAAGCTATATTTGACTCEGT TGTGTCTATGCTTCRAAGAATT
TACABRGEAGCAGEGACGAGGTTAAATTTAAAGCTATATTTGACTCEGTTGTGTCTATGCTTCAAAGAATT

TECARCTARGARTGACGAGGRAAAATTEAATGCTATATTTGAT TCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGET
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TECARCTARGARTGACGAGGRAAAATTEAATGCTATATTTGAT TCEAT TAAGEEAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGET
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGEGAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGCAATGTACTATAGAGET
TECARCTARGAATGACGAGGRAAAATTEAATGCTATATTTGATTCECAT TAAGEEGAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGAATGACGAGGRAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGEEGAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGAATGACGAGGRAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGEEGAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGCAATGTACTATAGAGET
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGCAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGCT
TECARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGET
TICARCTARGAATGACGAGGAAAAATTEAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGEGAATGTACTATAGAGET
TECAGGCABGACAGACAAGGATAAATTEAATGCTATATTTGAATC TAT TAAGACAATGGTECTCAGAATT
TICARCTARGARTGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCAT TAAGGGAATGTACTATAGAGET
421 490
AACCACATGCAABCATTETTGAAAGGACTAGACTEEAGTTCTEAGATAACCEAAGGTEATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAARACATTITTGAAAGGACTAGACTGGAGT TCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAARCATTETTGAAAGGACTAGACTGGAGT TCTGAGATAACCEGAAGGTGATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAABCATTEITTGAAAGGACTAGACTGEGAGTTCTEAGATAACCEAAGGTEATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAABCATTETTGAAAGGACTAGACTEEAGTTCTEAGATAACCEAAGGTEATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAARACATTITTGAAAGGACTAGACTGGAGT TCTGAGATAACCEGAAGGTGATCGTAAAAAGG
AACCACATGCARACATTETTGAAAGGACTAGACTGGAGT TCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG
AACCACATGCARACATTITTGAAAGGACTAGACTGGAGT TCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAARCATTETTGAAAGGACTAGACTGEGAGTTCTEGAGATAACCEAAGGTEATCGTAAAAAGG
AACCACATGCAABCATTETTGAAAGGACTAGACTEEAGTTCTEAGATAACCEAAGGTEATCGTAAAAAGG

TACCACATGCAAGCAABATTGGAATCATTACABTATGGTCCTCAGATGACACAGGRAAATCGTAACAAAG
TACCACATGCAAGCAABATTGGAATCATTACAGTATGGTCCTCAGATGACACAGGAAAATCGTAACAAAG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTEGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG
CAACACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGEACAAATATTTCAAGICACTARCE TEGAR TACTEATAT FETTEAGCAREATCCTEABAARG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGTCACTARCE TEEAR TACTEATAT FETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGETGGAATACTGATATIGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG
CABCACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTEGAATACTGATATTGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGEACAAATATTTCAAGICACTARCE TEGAR TACTEATAT FETTEAGCAREATCCTEABAARG
CABCACATGEACAAATATTTCAAGTCACTAACE TEEAR TACTEATAT TETTEAGGARGATCCTEABAARG
CABCACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATIGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTEGAATACTGATATTGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGICACTARCE TEEAR TACTEATAT FETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGICACTAACE TEGAR TACTEATAT IETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTARGET CTGATATEGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGICACTARCE TEEAR TACTEATAT FETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGEACAAATATTTCAAGICACTAACE TEEAR TACTEATAT FETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATIGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGICACTARCE TEEAR TACTEATAT FETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGICACTAACE TEEAR TACTEATAT FETTEAGGAREATCCTEABAARG
CABCACATGEACRAATATTTCAAGICACTARCE TEEAR TACTEATAT IGTTEAGGAREATCGTEABAARG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
CABCACATGGACAAATATT TGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATIGTTGAGGARGATCGTGAGAAGG
AACCACATGCAARCATTITTGAAAGGACTAGACTGGAGT TCTGAGATAACCEGAAGGTGATCGTAAAAAGG
EABCACATGEAGRAATATTTCAAGTCACTARCE TEGAR TACTEATAT FETTEAECAREATCCTEABAARG
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CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGEGABGAATACAAGGTTAATGTEGAABGTATGGCTEGCTGT
CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGGTATGGCTGCTGT

CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGEGAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGETATGGCTECTGT
CAGAGGAGTATTTEAAGAAGCATGTCTACAAGEAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGETATGGCTECTGT
CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGGTATGGCTGCTGT
CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGGTATGGCTGCTGT
CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGEAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGETATGGCTECTGT
CAGAGGAGTATTTEAAGAAGCATGTCTACAAGEAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGETATGGCTECTGT
CAGAGGAGTATTTEAAGAAGCATGTCTACAAGEAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGETATGGCTECTGT
CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTEGAAGGTATGGCTGCTGT
CAGAGGARTATTTTAAACAGCACGTETATAAGACCGAAGGAAGEGTTAAEGTAGATAACATGGCTACTGT
CAGAGGARTATTTTAAACAGCACGTETATAAGACCGAAGGAAGEGTTAAEGTAGATAACATGGCTACTGT
CAGETGARTATTTEAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACETTGTTEACGTEAACEETATGGCTEETGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACGTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACGTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACEGETATGGCTEETGT
CAGETGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACEGETATGGCTEETGT
CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACCTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACCTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGETGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACGETATGGCTEETGT
CAGLTGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACGETATGGCTEETGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGEGGAACACCTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACGTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCGTTGTTEGACGTCAACGETATGGCTEETGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACEGETATGGCTEETGT
CAGTTGAARTATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACCTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACCTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACGETATGGCTEETGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACEGETATGGCTEETGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACCTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACCGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACGTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCGTTGTTEGACGTCAACGETATGGCTEETGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACEETATGGCTEETGT
CAGTTIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEGGGAACACGTIGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT
CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGABGAATACAAGGTTAATGTEGAAGGTATGGCTGCTGT
CAGETIGAATATTTCAAGAAGCATGTITATACGEEEGAACACCTTGTTEGACGTCAACEETATGGCTEETGT
561 630
GIGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCABACTTTAATAAACT TGETGTAAGGTTTGATGATTTTECAAGA
GIGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACT TGETGTAACGTTTGATGATTTTEGCAAGA
GTGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGITGTAAGGT TTGATGATT TTGCAAGA
GTGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGITGTAAGGT TTGATGATT TTGCAAGA
GIGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACT TGETGTAACGTTTGATGATTTTEGCAAGA
GIGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCABGACTTTAATAAACT TGETGTAACGTTTGATGATTTTEGCAAGA
GTGCAAAGGEBTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGITGTAAGGT TTGATGATT TTGCAAGA
GTGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGITGTAAGGT TTGATGATT TTGCAAGA
GIGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACT TGETGTAACGTTTGATGATTTTEGCAAGA
GIGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACT TGETGTAACGTTTGATGATTTTEGCAAGA
ATGCAAAGGCTTTTTGAGTGATGTGTCATACTT TEAGAAACTTGCTGTAEAETTTGATGATTTTTGGARA
ATGCAAAGGCTTTTTGAGTGATGTGTCATACTT TEAGAAACTTGCTGTATATTTTGATGATTTTTGGARA

TTTGATGEGTTT
TTTGATGEGTTT

TTTGATGEGTTT,
TTTGATGEGTTT,

a6 ec TTCAGICETTTCATCEET T TECACAT
ITGCARGGAGTTTTTAAGCCCGGECTCIGATTTCTACAAACTTGETGAGTCT T TTGATGEGT TTGCACAT
TTGCAAGGAGTTTTTAAGECCGGCCTCIGATTTCTACAAACTTGITGAGICT TTTGATGCGTTTGCACAT
AG cc TTGAGTCT GCACAT

TTTGATGEGTTT

TTTGATGEGTTT,

TTGCAAGGAGTTTTTAAGECCEGECTCIGATTTCTACAAACTTGITGAGICT TTTGATGEGT TTGCACAT
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ITGCAAGGAGTTTTTAAGECCEGECTCIGATTTETACAAACTTGITGAGICT TT TGATGEET TTEGCACAT

TTTGATGEGTTT

AG TTGAGTCTTTTGATGEGT T TECACAT
ETGCARGGAGTTTTTAAGECCEGECTCIGATTTCTACAAACTTGETGAGTCT T TTGATGCGT TTGCACAT
GTGCAAAGGETTTTTGGGTGATGGATCABGACTTTAATAAACT TGETGTAACGTTTGATGATTTTEGCAAGA
ITGCAAGGAGTTTTTAAGECCEGECTCIGATTTETACAAACTTGITGAGICT TTTGATGEGT TTGCACAT
631 700
GGTAGACATTATGGAGTTECEGAGAATTATETTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGRAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGACTTECAGAGAATTATGTTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGAAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGACTTECAGAGAATTATGTTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGAAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGAGTTECAGAGAATTATETTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGAAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGAGTTECAGAGAATTATETTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGRRAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGACTTECAGAGAATTATGTTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGRAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGACTTECAGAGAATTATGTTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGRAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGAGTTECAGAGAATTATETTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGAAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGAGTTECAGAGAATTATETTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGRAGGAT-TA
GGTAGACATTATGGACTTECAGAGAATTATGTTGAACCTAACCETGATCTCAEGCTTCCTGAAGGAT-TA
GETARACATGAAGEAGGGATGGETAAT TEITATTACACCTGARGAAACARTCETACETCCT -CAGGAACTC
GETABACATGAAGEAGGGATGGETAATTITATTACACCTEANGAAACARNTCETACETCCT-CAGGAACTC
GETARGGTGCACGCTCAAGRAGGAAATTITGT TAAACCTGGAACTGACAT CECTCCTCCT-AAGGATGTT
GETARGETECACCCTCARCTAGEAAAT TITET TARACCTGEAACTEACATCECTCETCCT - BAGGATETT

] GCTCe

EaAATTE GEICETCCT-BAGGATETT

GETARGGTECAECCTCARGTACEAA A TT TG T TARACCTGGARCTGACA TCBEICETCCT - BAGGATETT

GETARGGTEC A EGCTCARGTAGEAA A TT TG  TARACC TGGARCTGACATCBETCE

GETARGOTEC A CGCTCARGTAGEAA AT TG TRRACCTGGARCTGACA T CBETCE

GETARGGTECACOCTCARGTACEAA A TT TG T TARACCTGEARCTGACA TCETCETCCT - BACCATETT

GETARGGTEC ECCTCARGTAGEAA A TTI TG T TARACCTGGARCTGACA TCETCETCCT - BAGCATETT
T eeIce

GAAATTE eeIce
GETARGOTEC A ECCTCARGTAGEAA AT T TG TRRACC TGGARCTGACA T CBETCE TCCT - RAGGATETT
T GETCETCCT-BAGGATETT
EaAATTE GETCETCCT-BAGGATETT
GETARGOTECAECCTCARGTAGEAA A TT TG T TRRACC TGGARCTGACA T CBETCETCCT - RAGGATETT
GETARGOTECACCCTCARGTAGEAA AT T TG TRRACC TGGARCTGACA T CBETCE
GETARGGTECACCCTCARGTACEAA A TT TG T TARACCTGEARCTGACA TCETCETCCT - BACCATETT
GETARGGTEC ECCTCARGTACEAA A TTI TG T TARACCTGEARCTGACA TCEETCETCCT - BAGGATETT
GETARGOTECACGCTCARGTAGEAA A T T TG TRRACCTGGARCTGACA T CBETCETCCT - BAGGATETT
T eeIce

GAAATTE GCTCCTCCT-AAGGATGTT
GETARGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTITGT TAAACCTGGAACTGACAT CECTCCTCCT-AAGGATGTT
CETARGETEEALCOTCARGTACEAAATTETET TAAACCTEEARCTGACATCECTCETCCT- ARCGATETT
GGTAGACATTATGGACTTECAGAGAATTATGTTGAACCTEGACCETGATCTCAEGCTTCCTGAGGGAT-TA
GETARGETGCACCCTCAAGTAGGAAATTITGT TAAACCTGGAACTGACAT CECTCTCCT-AAGGATETT
701 770
ATCBCTGARGTAGAARAGGAAGTAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAABGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCGCTGAAGTAGAARAGGAAGTAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCECTGARGTAGAARAGGAAGIAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCECTGARGTAGAARAGGAAGEIAGCAACCGTTARA-CCTGTAGARAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCGCTGARGTAGAARAGGAAGTAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCGCTGAAGTAGAARAGGAAGTAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCECTGARGTAGAARAGGAAGEIAGCAACCGTTARA-CCTGTAGARAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCECTGARGTAGAARAGGAAGEIAGCAACCGTTARA-CCTGTAGARAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCGCTGARGTAGAARAGGAAGTAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCGCTGARGTAGAARAGGAAGTAGCAACCGTTARA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACECEGT
ATCACTGETGTAGAA---TCA----CAABAGGAA---CCTGGCEEAACTGAGAATGGTEATTCACGCCET
ATCACTGETGTAGAA---TCA----CAAGAGGAA---CCTGGCEBAACEGAGAATGGTEGATTCACGCCET
ACTGATGCATTAGAABAGGAATT -GCAAGAGCAARAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGET
ACTGATGCATTAGAABRAGGAATT -GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGARGTACCCELT
ACTGATGCATTAGAARAGGAATT -GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGARGTACCCELT
ACTGATGCATTAGAABAGGAATT -GCAAGAGCAARAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGLT

CAT ccee

ACTGATGEAT T CA» BAGGAA T -6CAAGAGCRA RRACCTGEACEA A GICACAGEACCRARGT CECEE
ACTGATGCATTAGAARAGGAATT -GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGARGTACCCELT
ACTGATGCATTAGAABAGGAATT -GCAAGAGCAARAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGET
ACTGATGCATTAGAABAGGAATT -GCAAGAGCAARARCCTGCACGAAGTGAGAGCACCEAAGTACCCEET

50



3611vl
4501vl
4503v1l
4504v1
4506v1
4509v2
4517v1
4523v1
4536v1
4544v1
4544v2
4565v1
5503v1l
5545v1
4504v2

Mo7

5591vl
53nj1
2vi2
4507v1
5585v1
8513vl
32ajl
32aj2
4548v1
32bj2
36le6vl
4526v1
4537v1
1520vl
1572v1
3538vl
3571vl
3597v1
3600vl
3601vl
3605vl
3611vl
4501vl
4503vl
4504vl
4506v1
4509v2
4517v1
4523vl
4536v1
4544~1
4544~2
4565v1
5503vl
5545v1
4504v2
Mo7

5591vl
53nj1
2vi2
4507v1
5585v1l
8513vl
32ajl
32aj2
4548v1l
32bj2
3616vl
4526v1
4537v1

688
688
688
688
688
688
688
688
688
688
688
688
688
688
688
688

757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
760
760
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757
757

821
821
821
821
821
821
821
821
821
821
830
830
791

ACTGATGCATTAGAABAGGAATT -GCAAGAGCAARAACCTGEACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCEET

ACTGATGCATTAGAARAGGAATT -GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGARGTACCCELT

ACTGATGCATTAGAARAGGAATT -GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGARGTACCCELT

CATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCANARACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACECELCT

ACTGATGCATTAGAABAGGAATT -GCAAGAGCAARARCCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGET

2 I .~ S ~ N - -~ G ~ G~ ., -l
G

CAT €cee
ACTGATGEAT TAGAARAGGAATT -GCAAGAGCAARAACCTGEACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACECEET
A G 2 > R~ N - T ~ O G~ I . - R~ CH
ACTGATGEAT BcEe
ATGAT AT 1A BAGEAATT -GCAABACCAA RRACCTCOACEAABTCACABCACCRARGTA CECEE
ACTGATGCATTAGAARAGGAATT -GCAAGAGCARRAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACECEET
ACTGATGEATTAGAARAGGAATT -GCAAGAGCAARAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACECEET
ATCECTGARGTAGAARAGGAAGEAGCAACCGTTARA- CCTGTAGAAAGAGAGAATAATEGTTCACECEGT
ACTGATGCATTAGAARAGGAATT - GCAAGACCAARARCCTGEACEAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCEET
771 840
ACTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGAEGGACAAGCA-———-—CAGCAAGAAATTTCTACTEECEEAT
AGTGGAGCAGTCCCACAGCECACCTGTAGACGGACAAGCA--—~-—--CAGCAAGAAATTTCTACTCCCECAT
AGTGGAGCAGTCCCACAGCECACCTGTAGACGGACAAGCA--—~-—--CAGCAAGAAATTTCTACTCCCECAT
ACTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGACGGACAR! CAGCAAGAAATTTCTACTCECCCCEAT
ACTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGALGG CAGCAAGAAATTTCTACTECCCEAT
AGTGGAGCAGTCCCACAGCECACCTGTAGACGGACAAGCA--—~-—--CAGCAAGAAATTTCTACTCCCECAT
AGTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGACGGACAA CAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCAT
ACTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGALGG CAGCAAGAAATTCCTACTCECCTEAT
ACTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGACGGACARGCA-———--CAGCAAGAAATTCCTACTEECTEAT
AGTGGAGCAGTCCCACAGCEACETGTAGACGGACAAGCA CAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCAT
CARGGCGAAGCTGGTTCTGGAAGTGBEGATGGTGTGTCCGTTGTCCCACARACACCTGGAAAAGACEAAC
CARGGCGAAGCTGGTTCTGGAAGTGEEGATGGTGTGTCCGTTGTCCCACAAACACCTGGAAAAGACEAAC

ECAGGEGRTG
CCAGGTGAT

CCAGGTGAT
ECAGGTGATG
CCAGGTGATG
CCAGGTGAT

841 910
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCAGCTCAGACECAAGGIGETGAAAACEEATCICCAGAT---TC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTECAAGGIGETGAAAACCCATCICCAGAT---IC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACECAAGGIGETGAAAACCCATCICCAGAT---IC
CTEICACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCAGCTCAGACTCAAGGTGETGAAAACCCATCTICCAGAT---IC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCABCTCAGACTCAAGGTGETGAAAACECATCTICCAGAT---IC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTICAAGGIGETGAAAACCCATCICCAGAT---IC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTICAAGGIGETGAAAACCCATCICCAGAT---IC
CTICACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCAGCTCAGACTCAAGGTGETGARAAACCCATCTICCAGAT---IC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCAGBCTCAGACTCAAGGTGETGARAACECATCTICCAGAT---IC
CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTECAAGGIGETGAAAACCCATCICCAGAT---IC
CTCCABCTAGCTCACCTACAGTCCAACCAGCTETG-CCAAACECATCEEAABCTGACCAACCAA--—~GC
CTCCAGCTACCTCACCTACAGTCCAACCAGCTETG-CCAAACECATCEEAAGCTGACCAACCAACCAAGC

CATCAGGAACATCECCE-—--—-
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1520v1
1572v1
3538vl
3571vl
3597v1
3600v1
3601vl
3605v1
3611vl
4501vl
4503vl
4504v1
4506v1
4509v2
4517v1
4523v1
4536v1
4544v1
4544v2
4565v1
5503v1l
5545v1
4504v2

Mo7

5591vl
53nj1
2vi2
4507v1
5585v1
8513vl
32ajl
32aj2
4548v1
32bj2
3616v1
4526v1
4537v1
1520v1
1572v1
3538vl
3571vl
3597v1
3600v1
3601vl
3605v1
3611vl
4501vl
4503vl
4504v1
4506v1
4509v2
4517v1
4523v1
4536v1
4544v1
45442
4565v1
5503v1l
5545v1
4504v2
Mo7

791
791
791
791
791
791
791
791
791
791
791
791
791
791 ———CAAIAICTI———C—AICIAICICIAI———IC
791 ---CAAGGACCTG- - -CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC
791
791
791
791
791
791
791) CATCAGGAACATCECCE CARGGACCTE---C

821) CTECACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACICAAGGIGETGAAAACCCATCICCAGAT -

791) CATCAGGAACATCECCE CARGGACCTG--~CTCCEGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAE -~ ~1C

911 980
888) CTEACAAGGEAACCTCAATGGACAACGTG AACCHGCCAARTETTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG- --AACCBGCCAABTCTTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG- --AACCBGCCAABTCTTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTEACAAGGEAACCTCAATGGACAACGTG- -—AACCEGCCARRTCTITCATTCACCTATGGCGGA
888) CTEACAAGGEAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCHAGCCAARTETTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG AACCAGCCAARTCTTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG AACCAGCCAARTCTTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG- --AACCBGCCAABTCTTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTEACAAGGEAACCTCAATGGACAACGTG AACCHGCCAARTCTTCATTCACCTATGGCGGA
888) CTEACAAGGEAACCTCAATGGACAACGTG AACCHGCCAARTETTCATTCACCTATGGCGGA
895) CTGA--AGGTAACCTCAATGGACAACAGGETTEACECAAGCCTGCC TCTTTCACCTTTGGCGGA
899) CTGA--AGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTITECACCCAAGCCTGCC TCTTTCACCTTTGGCGGA

849) CTEA---GGEAACCTCEABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGEAACCTCEABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGAAACCTCEABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCEGEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGEAACCTCEABGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGAAACCTCEABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGEGATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGEAACCTCEABGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGAAACCTCEARGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCEGEGATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGEAACCTCEARGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCC A

849) CTEA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGAAACCTCCABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCEGEGATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGEAACCTCEABGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTCA---GGAAACCTCCARGGACAACAGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGAAACCTCCABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCEGEGATCTTCATTCACCTATGGCGGA
849) CTEA---GGAAACCTCCABGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGEGATCTTCATTCACCTATGGCGGA

888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG AACCAGCCAARTCTTCATTCACCTATGGCGGA

849) CTCA---GGAAACCTCEARGGACAACRGGETACAACCAAGCCAGCCEEATCTTCTTTCACCTATGGCGGA
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981 1025
TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA

5591vl (949
53njl (949

2vi2 (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4507v1 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
5585v1 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
8513vl 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
32ajl 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
32aj2 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4548v1 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
32bj2 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
36l6vl 957) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4526v1 961) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4537v1 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
1520vl 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
1572v1 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
3538vl 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
3571vl 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
3597v1 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
3600vl

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
3605vl (916
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

3601vl 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA

3611vl 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4501vl 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4503v1 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4504v1 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4506v1 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4509v2 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4517v1 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4523v1 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4536vl 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4544~1 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4544~2 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4565v1 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
5503vl 916) TTGACTGTGGCEACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
5545v1 916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
4504v2 949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA
Mo7 916) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA

Figura 7. Alineamiento multiple de las secuencias del gen msa-1 de Babesia bovis.
Se muestra el alineamiento de las secuencias obtenidas de las muestras
analizadas del rancho el Verdinefo, Nayarit y del rancho La Joya, Jalisco. En los
recuadros de color azul se muestran las bases que son conservadas, en los
recuadros de color amarillo las bases que son idénticas y en los recuadros de letra
negra con fondo blanco las bases que no comparten ninguna similitud, los guiones

significan huecos. La identidad fue establecida en un 51%.
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Alineamiento multiple de los genotipos.

A partir del alineamiento nucleédtidico del gen msa-1, se realiz6 un
agrupamiento basado en el 100% de identidad entre las secuencias de un mismo
grupo. Se establecié que las 36 secuencias formaban 9 grupos lo que dio como
resultado la identificacion de 9 genotipos diferentes, y un menor numero de
secuencias lo que facilité su analisis. En la figura 8 se muestra el alineamiento de
los diferentes genotipos encontrados. Los analisis de las secuencias muestran una
identidad consenso del 50.5% e indican que dentro del rancho del Verdinefo se
encuentran establecidos ocho de los nueve genotipos sugeridos aqui (Genotipo 1,
2, 3,5 6,7, 8y 9). Dentro del rancho la Joya en Jalisco, se encuentran 3
genotipos (Genotipos 2, 3 y 4). En el cuadro 3 se muestra la manera en como
quedaron integradas las muestras analizadas de acuerdo al genotipo, muestreo y

rancho de proveniencia.
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Rancho Genotipo Muestreo # Muestra
El Verdinefio, Nayarit 1 1 5591
2 1 4507
5585
8513
3 1 4548
5 1 3616
6 1 4526
7 1 4537
8 1 1520 4501
1572 4503
3538 4504
3571 4506
3597 4517
3600 4523
3601 4536
3605 4544
3611 4565
5503 5545
2 4509
4544
9 2 4504
La Joya, Jalisco 2 1 53N
2 2V
3 1 32A
2 32A
4 2 32B

Cuadro 3. Distribucion de genotipos. Se muestra la integracién de los 9 genotipos
encontrados de acuerdo al rancho al que pertenecen, el numero de muestreo y

numero de identificacidon de cada una de las muestras analizadas.
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Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

oy U1 00 3 W0 b W N oY U1 00 1 WO i W N - o) U1 O J WO i WN - o) U1 O J WO b WN - o) U1 0 J WO wWwN K

oY U1 00 0 WO b W N

1 60
ATGGECACGTTTGEIGTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCEETTACETCEICE
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATTTCAGCCITGTGCTGTGTETCGGCCEGTTACETCEICA
ATGGEIACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCEEGTTACETCEICE
ATGGETACGTTTGETICTTTTEATTITCAGCCITGTGCTGTGTETCGGCCETTACETCEICA

ATGGEIACGTTTGEICTTTTEATETCAGCCETGTGCTGTGTETEGGCEETTACETCEICE

ATGGCTACGTTTGETICTTTTCATTITCAGCCITGTGCTGTGTITTGGCAATTACATCEGCG
ATGGETACGTTTGETCT TTTCATETCAGCCITGTGCTGTGTETTGGCAAT TACATCEGCG
ATGGTEGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTEGGCEATTGCATCTECC

ATGGTEGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCEATTGCATCTEICC
61 120
BACETTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC
-BACGITATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC
BACGTTATTAGAGTTATCGATTICTTCATCC
BACGTTATTAGAGITATCGATICTTCATCC
-BACGTTATTAGAGTTATCGATICTTCATCC

GGTGAAGAATTGACACAA
GGTGAAGAATTGACACAA

TCCBATGTTAGARATGCEGATACTTCAATE
TCCGATGTTAGAAATGCEGATACTTCAATE

GEGEAAGAGGTGECTCAACAGCCGGCTCCATCCTETGTTAGAGTTGETGATACTTCATCA

GBGCARGAGGTGECICAACAGTCGGCTCCATCCTITGTTAGAGTTGITGATACTTCATCA
121 180

GATCTECCCGAAGGATATCTTITACGATGATATGECTAAGTTCTACGGTGCEGTTGARAGE
GATCTCCCCGAAGGATATCTETACGATGATATGEETAAGT TCTACGGTGCEGTTGARAGE
GATCTCCCCGAAGGATATCTITACGATGATATGECTAAGTTCTACGGTGCCGTTGARAGE

GATCTCCCCGAAGGATATCTETACGATGATATGEETAAGT TCTACGGTGCEGTTGAAAGE
GATCTCECCCGAAGGATATCTTITACGATGATATGECTAAGTTCTACGGTGCCGTTGARAGE

GBTCCTTCCCGAAGGATCATTCTACGATGACATGTETAAGT TCTAGGGTGCTGTTGGAAGT
GTCCTTCCCGAAGGATCATTCTACGATGACATGTETARGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGT
CCECTTCCCGAAGGATCIGTETACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCEGT TGAAAGT
CCECTTCCCGAAGGATCICTITACGATGATATGAATARATTCTATGGTGCCGTTGAAAGT
181 240
TTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGITATTGCTGCTAACTTCAGARACGGCGGGCTAGET
TTCGATAAGACTARATTGTATGCTGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGET
TTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGITATTGCTGCTAACTTCAGARACGGCGGGCTAGCT
TTCGATAAGACTABRATTGTATGCTGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCT
TTCGATAAGACTABATTGTATGCGGTTATTGCTGCTAACTTCAGARACGGCGGGCTAGET

TTCGACCAGACCABATTGTATAGCGTICTTTCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGAT
TTCGACCAGAGCABATTGTATAGCGTICTTTCTGCEAACTTCAARGCCGCTARAATGGAT
TTCGACBAGGGTAGATTGTATGGIGCGATTTCTGCCAACTTCAAGGCCGTCABAATGGAG
TTCGACBAGGGIAGATTGTATGGIGIGATTTCTGCCAACTTCAAGGCCGTEABAATGGAG
241 300

GATGARAGGGTTAARGARGCT T TTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT
GATGARAAGGTTARAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGETT
GATGARAAGGTTAAGGARGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT
GATGARAAGGTTARRGARGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGETT
GATGARAAGGTTAARGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT

GATCAGBAGGTAARAGACACATTCAARBATTTATACARAGTCAACGCATTGATAAAGAAC
GATCAGAAGGTABAARGACACATTCAAAAATTTATACAAAGTCAACGCATTGATAAAGAAC
GATCAGCAGGTCGAGAATGTITTTACCTATATTTACARAAGTTAGGGATATGATARAGAAG
GATCAGCAGGTCGAGAATGTET TTACCTATATTTACAAAGT TAGGGATATGATAAAGAAG
301 360
AACCCAATGATTAATTCCGACCTETTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGT TTTICAGGCARG
ARCCCAATGATTAATTCCGACCTTITTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTICAGGCRAAG
AACCCAATGATTAATTCCGACCTITTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGT TTTICAGGCARG
AACCCAATGATTAATTCCGACCTTITTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTICAGGCRAAG

AACCCAATGATTAATTCCGGCCTITTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGT TTTICAGGCARG
AATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGITAGCGGTTTTICAACTARG
AATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTITAGCGGTTTTICAACTARG
ARCCCTATTATTGCECCTGAACTATTTAARGAAACTGETAAGGACAGTTTTACAAGTAGC

AACCCTATTATTGCICCTGAACTATTTAARGAAACTGCTAAGGACAGT TTTACAAGTAGC
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361 420

Genotipo 1  (349) ACAGACEAGGATAAATTCAATGCTATATTTGARTCTATTAAGCEAATGEGTCCTCAGARTT
Genotipo 2 (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT
Genotipo 3 (349) ACAGACBAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGARTT
Genotipo 4  (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT
Genotipo 9  (349) ACAGACBAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGARTT
Genotipo 7 (349) AATGACGAGGEAAAATTCAATGCTATATTITGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT
Genotipo 8 (349) AATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT
Genotipo 5 (361) AGTGACGAGGTEAAATTTAAAGCTATATTTGACTCCGTTGTGTETATGCTITEAARAGARTT
Genotipo 6 (361) AGTGACGAGGTIAAATTTAAAGCTATATTTGACTCCGTTGTGTCTATGCTITCAARAGAATT

421 480

Genotipo 1 BACCACATGCARACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTC TGAGATAACCGARAGGTGAT
Genotipo 2 ARCCACATGCARACATTT TTGAAAGGACTAGACTGGAGTICTGAGATAACCGARGGTGAT
Genotipo 3 BACCACATGCARACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTICTGAGATAACCGARAGGTGAT
Genotipo 4 ARCCACATGCARACATTT TTGAAAGGACTAGACTGGAGTICTGAGATAACCGARGGTGAT
Genotipo 9 BACCACATGCARACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTICTGAGATAACCGARGGTGAT
Genotipo 7 CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATAT TGTTGAGGAAGAT
Genotipo 8 CAACACATGGACEAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGAT
Genotipo 5 TAGCACATGEARGEAAAATTGGARTCATTACAGTATGETCCTCAGATGACACAGGARAAT
Genotipo 6 TACCACATGCABGCAAAATTGGAATCATTACAGTATGGETCCTCAGATGACACAGGAAAAT

481 540
Genotipo 1 ) CGTAARAAGGCAGAGGAGTATTTCARGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACARGGTTAAT
Genotipo 2 ) CGTARAARAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACARGGAGGAATACAAGGTTAAT
Genotipo 3 ) CGTAARRAGGCAGAGGAGTATTTCARGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT
Genotipo 4 ) CGTARARAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT
Genotipo 9 ) CGTAARRAGGCAGAGGAGTATTTCARGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT
Genotipo 7 ) CGTGAGAAGGCAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGEGEGAACACGTTGTTGAC
Genotipo 8 ) CGTGAGAAGGCAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGEGEGAACACGTTGTTGAC
Genotipo 5 (481) CGTBACAAAGCAGEGGAATATTTTAAACAGCACGTITTATARGACCGAAGGABGTGTTAAC
Genotipo 6 (481) CGTBACARAGCAGBGGAATATTTTAAACAGCACGTTTATABGACCGAAGGABGTGTTAAC

541 600
Genotipo 1 GTCGARGGTATGGCTGCTGTEGTGCAAAGEGT T TTTGEGGIGAT GGATCAGACTTTAATARA
Genotipo 2 GTCGARGGTATGGCTGCTGTGTGCAARGGGT TTTTGEGGTGATGGATCAGACTTTAATAAR
Genotipo 3 GTCGAAGGTATGGCTGCTGTGTGCAAAGGGT T TTTGGGIGAT GGATCAGACTTTAATAAA
Genotipo 4 GTCGARGGTATGGCTGCTGTGTGCAARGGGT TT TTGEGGTGATGGATCAGACTTTAATAAR
Genotipo 9 GTCGARGGTATGGCTGCTGTGTGCAARGGGT TTTTGEGGTGATGGATCAGACTTTAATAAR
Genotipo 7 GICAACGBTATGGCTEGTGTTTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGTCTCTGATTTCTACAAA
Genotipo 8 GICAACGETATGGCTEGTGTTTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTEATTTCTACAAA
Genotipo 5 GTAGATAACATGGCTACTGTATGCAARGGCTTTTTGAGTIGATGTGTCATACTTETACAAA
Genotipo 6 GTABATAACATGGCTACTGTATGCAARGGCTTTTTGAGIGATGTGTCATACTTETACAAR

601 660
Genotipo 1 CTTGETGTAACGTTTGATGATT TTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT
Genotipo 2 CTTGITGTAACGTTTGATGATTTTGCARGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT
Genotipo 3 CTTGETGTAACGTTTGATGATT TTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT
Genotipo 4 CTTGITGTAACGTTTGATGATTTTGCAARGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT
Genotipo 9 CTTGETGTAACGTTTGATGATT TTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT
Genotipo 7 CTTGITGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACATGCTAAGGTGCACGCTCARAGARGGAAATTTT
Genotipo 8 CTTGETGAGTETTTTGATGCGT TTGCACATGCTAAGGTGCACGCTEARGTAGGAAATTTT
Genotipo 5 CTTGCTGTATATTTTGATGATTTT TGGAARGCTAABCATGAAGCAGGGATGGGTAATTTT
Genotipo 6 CTTGCTGTATATTTTGATGATTTT TGGAAAGCTARAACATGAAGCAGGGATGGGTAATTTT

661 720
Genotipo (649) GTTGAACCTAARCCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT TAATCGCTGAAGTAGARRAGGAR

TTEAACCTABCCCTEATCTCACECT TCCTEAAGBAT T AATCEC T GAAGT AGAARAGEAA
ETTEAACCTARCECTEATCTCACECETCC TRAAGEAT T AATCEE T GARG T AGAARAGEAA
ETTEAACCTABCCCTEATCTCACECT TCCTEAAGBATTAATCEC T GAAGT AGAARAGEAA
ETTEAACCTEACECTEATC TCACECTTCC TR ABGEAT T AATCEE T GARGT AGAARAGEAA

Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

Genotipo (649) GITABRACCTGGARCTGACATCGETCCTCCTARGGATGTTACTGATGCATTAGAARAGGAA
Genotipo (649) GTTABACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCTAAGGATGTTACTGATGCATTAGAARAGGAR
Genotipo (661) ATTACACCTGAAGAAACAATCGTACCTCCTCAGGABCTCATCACTGCTEGTAGAA---TCA
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Genotipo ATTACACCTGAAGAAACAATCGTACCTCCTCAGGAACTCATCACTGCTGTAGAA---TCA
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721 780
BEAECAACEGTT AN -CCTCEABAAAGACACARTART CETTEA CECEE TACTCRCEART
GTAGCAACCGTTAAR - CCTGIAGAAAGACAGARTARTCGTTCACCCEETACTCGAGEART
BTAGCAACCGTT AR -CCTGEAGAAAGACACARTART CGTTCA CECEaTACTGGAGEART
GTAGCAACCGTTAAR - CCTGIAGAAAGACAGARTARTCGTTCACCCEETACTCAGEART
TAGCAACCGTT AR -CCTGIAGAAAGACACAATARTGETTCA CECEaTECTCAGEART

-TTECAAGAGCARBAACCTGCACGAAGT GAGAGCACCEGAAGTACCCGECTCEAGGTG-——-
-ITECAAGAGCARBAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCEAAGTACECECTEEAGGTG- -~
-—--CAAGAGGAA---CCTGGCCGAACTGAGABTGGTGATTCACGCCCTCAAGGCGARG-
-——--CAAGAGGAA---CCTGGCCGAACTGAGARTGGTIGATTCACGCCCTCAAGGCGARG-
781 840

CCCACAGCCACCGTAGACGGAC AGCACAGCAAGARATTTCTACTCCCCCATCTTCACE

CCCACAGCCACCTGTAGACGGACRAGCACAGCARGARATT
————— ATGCATCTGGCEGTECARCAR-----—----------CCGCCTGCATCAGGAACA-~
————— ATGCATCTGGCETCCARCAA--—-----—------CCGCCTGCATCAGGAACA--

————— CTGGTTCTGGAAGTEECGATEGTGTETCCETTGICECACAAACAECTGGAAAAGA
————— CTGGTTCTGGAAGTGECGATEGTGTETCCETTGICECACAAACACCTGGARAAGA
841 900
TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACT C AAGE TECTEARARCCCATCICEAGATIC
TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGATTC
TAGTTCTCCTGAGICICAATCACCTCAGACT CAAGETGCTGARARCCCATCICEAGATIC
TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCICCAGATTC
TAGTTCTCCTGAGICTCAATCACCTCAGACT C AAGETGCTGARAACCCATCICEAGATIC
-—-fl-cceeG------ CAAGGRCCIG---CTCCGACTABACCCAGCCCATCICCAGAGETC
---f-cccce------ CAAGGRCCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCICCAGHAGTCE

CCAACCECCABCTAECTCACETACAGTCCAACCABCTETGCCAARCCCATCCCAAGCEGA
CCAACCICCAGCTACCTCACCTACAGTCCAACCAGCTGTGCCAAACCCATCCCAAGCTGA
901 960

CICAC----- B-——-- BGGEAACCTCHATGGACAACETG AHcCHGCCRR
BGGEAACCTCHATGGACAACBTG ARcCHGCCRA
BGGARACCTCHATGGACAACBTG AHcCcHEGccRE

BGGEAACCTCHATGGACAACBTG ABcCHGCCRA
BGGEAACCTCHATGGACAACBTG ABcCHGCCRA

GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCHGCCGG
GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGG

CCARCCAA----GCCTGABRGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTTCACCCAAGCCTGCC -~
CCAACCAACCEAGCCTGARGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTTCACCCAAGCCTGCC -~
961 1020

ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
BTCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
BTCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
BTCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
-——-TCTTTCACCTTTGGCGGATTGACTGTGGCIACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC
-——-TCTTTCACCTTTGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC



1021

ATTTTAA
ATTTTAA
ATTTTAA
ATTTTAA

Genotipo ( )
( )
( )
( )
(987) ATTTTAA
( )
( )
( )
( )

Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo
Genotipo

ATTTTAA
ATTTTAA
ATTTTAA
ATTTTAA

o) U1 0 J WO WwWwN K

Figura 8. Alineamiento nucleotidico de los genotipos identificados con las
secuencias del gen msa-1. En los recuadros de color azul se muestran los bases
que son conservadas, en los recuadros de color amarillo las bases que son
idénticas y en los recuadros de letra negra con fondo blanco las bases que no son
similares, los guiones significan huecos. El porcentaje de identidad determinado es
del 50.5%.

Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de MSA-1 de Babesia

bovis.

El alineamiento multiple de proteinas predichas, se realizé6 a partir de la
secuencias de los 9 genotipos de msa-1. El alineamiento mostré una identidad
consenso de 29.7%. Existen 8 secuencias diferentes de MSA-1, ya que los
genotipos 3 y 4 a pesar de su diferencia en secuencias nucleotidicas comparten
identidad al 100% a nivel de proteina predicha. Cabe mencionar que ambos
genotipos se encuentran localizados en el rancho la Joya, de Jalisco. Las
proteinas muestran longitudes variables debido a deleciones y/o inserciones, los
genotipos 1, 2, 3, 4 y 9 presentan 331 aa, los genotipos 7 y 8 presentan 320 aa y
los genotipos 5 y 6 presentan 333 aa y 335 aa respectivamente. Los andlisis
correspondientes se realizaron con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10™
(Invitrogen) (Figura 9).
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M-F.FI SALCCVSANTSSER - - --RSAENVERVIDESSDL PEGEI Y DDMAKE Y GAVES
MATFALFISALCCVSANTSSEP----RSAENVERVIDESSDLPEGELYDDMAKEYGAVES
MATFALFISALCCVSANTSSEP----RSAENVERVIDESSDLPEGEIY DDMAKEYGAVES
MATFALFISALCCVSANTSSEP----RSAENVERVIDESSDLPEGELYDDMAKEYGAVES
MATFALFISALCCVSAMTSSEP----RSAENVERVIDESSDLPEGEIY DDMAKEYGAVES
MVAFVEFFISALCCVSAEASSEQEVAQQPAPEFNRVNDESSPLPEGSLYDDMNKEYGAVES
MVAFVFFISALCCVSABASSEQEVAQQSAPEFURVMDESSPLPEGSHYDDMNKEYGAVES
MATFALFISALCCVLARTSBGE----ELTOSDURNADES IVLPEGSFYDDMBKEYGAVGS
MATFALFISALCCVLARTSBGE----ELTQOSDURNADES IVLPEGSFYDDMBKEYGAVGS
MATFANFISALCCVLARTSBGE----ELTOEDYRNADES IVLPEGSFYDDMBKEYGAVGS
61 120
FDRTRL v AVIE N RNCGHADE R REAF TSE v vSAS I KNP 1 NSDLFREFAVSSFSCR
FDKTKL Y AVIBANFRNCGEADE KvKEAF TSLYKVSASIKYNPH 1 NSDLFKEFAVSSFSCR
FDRTKLYAVIBANFRNGGEADEKVKEAF TSLYKVSASIKYNPH NSDLFKERAVSSFSCR
FDKTKL Y AVIBANFRNCGEADE KvKEAF TSLYKVSASIKUNPH 1 NSDLFKEFAVSSFSCR
FDRTKLYAVIAANFRNCGEADEKVKEAF TSL YKV SAS I KYNPH NSGLFKEFAVSSFSCR
FDRGRLYBAISANFRAVRMEDGOVENVETYEYKVRDMIKKNPHIAPELFREEAKDSFES S
FDKGRLYGVISANFRAVRMEDBOVENVETYHYKVRDMIKKNPHIAPELEREFAKDSFES S
FDOTRLYSVESANFRABKMDD@RVRBD TFKNLYKVNEL IKNNPMIRPDLENABIVSGFSTR
FDOTKLYSVESANFRABKMDDPRVRBTFKNLYKVNALIKNNPMIRPDLENAFIVSGEFSTR
FDOTRLYSVESANFRABKMDDGRVRB TFKNEYKVNAL IKNNPMIRPDLENABIVSGESTK
121 180
EDRDK FNA T FES TR MVIRINHMOTE KL DWSSEITE@DRRK AEr Y FKEHY YREEZRVN
EDRDKFNAT FES TREMVLRINHMOTE L KGLDWSSEITEGDREK AEE Y FKEHY YREEYRVN
EDRDKFNAT FES TRIMVIRINAMOTE L KGLDWSSEITEGDRKKAEE Y FKKHY YKEEYRVN
EDRDKFNAT S TRIMVLRINHMOTE L KGLDWSSEITEGDREK AEE Y FKEHY YREEYRVN
EDRDKFNAT FES TREMVIRINAMOTE KGLDWSSEITEGDRKKAEE Y FKEHY YKEEYRVN
BDEVKFKAIFPSHVEMEORTYHMOAKLEFLOMGPOMTOENRNKAEE Y FKOHVYRTEGSVN
BDEVKFRAIFBSHVEMEORT Y HMOAKLESLOEGPOMTOENRNKAEE Y FKOHVYRTEGSVN
NDEEKFNAIFBSIKGMYYRAGHMDKELRSLRUNEDIVEEBREKAVEY FKRHVY TGEEVVD
NDEEKFNAIFBSIRGMYYRAGHMDKELKELRIWNEDIVEEDREKAVE Y FKRHVY TGEHEVVD
NDEEKFNAIFBSIKGMYYRAPHMDKYLKSLRWNEDIVEEDREKAVEY FKKHVY TGEEVVD
181 240
VEGMAEYCKEFLGDESDFNKLUVEF DD ARGREVEIARNEVE PN BDHTL PECITARVERE
VEGMABVCKGFLGDESDFNKLYVIF DD ARGRHYELAENEVE PNPDHIL PEGLIABVERE
VEGMABYCKEFLGDES DFNKLYVIF DD ARGREYELARNEVE PN PDEIL PECLIARVFKE
VEGMABVCKGFLGDES DFNKLYVIF DD ARGRHYELAENEVE PNPDHIL PEGLIABVERE
VEGMARYCKEFLGDESDFNKLUVIF DD ARGREYELARNEVE PDPDETL PECLIARVFKE
VBNMATVCKGFLEDVSYFEKLAVYFDDFWRARHEAGMENEI T PEETEVEPOELITAVESQ
VBNMATVCKGFLEDVS YFEKLAVY FDDFWRARHEBGMENEE TPEETEVEPQELITAVESQ
VNGMAGVCKEFLEPVSDFEKLVESFDAFAHBRVERQEGNEVK PGTDIABPK DY T DANEKE
VNGMABVCKEFLEPRSDF¥KLVESFDAFAHRRVEROVENEVK PGTDEABPK DY TDARERE
VNGMAGVCKEFLEPASDF¥KLVESFDAFAHBRVEEQVENEVK PGTDIABPK DY TDANEKE
241 300
VATVKPVZRENNRSPGTGAVPQPPVDGOAQOELSTPPSSPSSPESQSPQTQGAENP S~~~
VATVKPVERTNNESPGTCAVPOPPVDGOROQETSTPPSSPSS PESOSPOTQGAENP S - —-
VATVKPVERENNESPGTGAVPOPPVDGOROQEIPIP = SSPSS PESOSPOTQGAENP S -
VATVKPVERENNESPGTCAVPOPPVDGOROQETPIP S SSPSS PESOSPOTQGAENP S -
VATVKPVZRENNGSPGPGAVPQPPVDGOAQOETSTPPSSPSSPESQSPQTQGAENP S~~~
E---EPGRTENGBSRPOGEAGSG--SGDEVSVMPOTPGKDOPPATSPTVQPEVENPSQAD
E---EPGRTENGBSRPQGEAGSG--SGDEVSVMPOTPGKDOPPAESPTVQPAVPNPSQAD
EoEQRPARSESTEVPAPGDASG WoOPPESGESPOGPRBTTEP---SPS—--
EOEQKPARSESTEVPAPGDASG WoOPPASGESPOGPRAPTTIP---SPS—--
EOEQRPARSESTEVPAPGDASG WoOPPESGESPOGPRBTTP---SPS—--
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Genotipo 1 (294) -PDSSQGNLNGOR---EPAKSSEFTYGGLTVATLCYEVLSAEFE-
Genotipo 2 (294) -PDSSQGNLNGOR---EPAKSSETYGGLTVATLCYFVLSAFE-
Genotipo 3 (294) -PDSSQGNLNGOR---EPAKSSEFTYGGLTVATLCYEVLSAEFE-
Genotipo 4 (294) -PDSSQGNLNGQR---EPAKSSFTYGGLTVATLCYEFVLSAF-
Genotipo 9 (294) -PDSSQGNLNGOR---EPAKSSEFTYGGLTVATLCYEVLSAEFE-
Genotipo 5 (296) QPSLKVTSMDNRVH--PSLPLSPLAD-LWLLSATSESLHE--
Genotipo 6 (296) QPTKPEGNLNGOQOG--SPKPASETEGGLTVATLCYEVLSAE-
Genotipo 7 (281) -PESS-GNLOGOQOGTTKPAGSSETYGGLTVATLCYFVLSAE-
Genotipo 8 (281) -PESS-GNLOGOQOGTTKPAGSSETYGGLTVATLCYFVLSAE-

Mo7 (281) -PESS-GNLOGOOGTTKPAGSSETYGGLTIVATLCYEFVLSAE-

Figura 9. Alineamiento multiple de proteinas predichas del gen msa-1. En los
recuadros de color azul se muestran los bases que son conservadas, en los
recuadros de color amarillo las bases que son idénticas, los recuadros de letra
negra con fondo blanco muestran las bases que no son similares y las letras
verdes con fondo blanco son bases débilmente similares, los recuadros verdes por
su parte muestran las bases similares, los guiones significan huecos. La identidad

establecida fue de un 31.1%.

Analisis filogenético

Para el establecimiento de las relaciones filogenéticos entre los 2 aislados
mexicanos en estudio, se realizd la construccidon de arboles filogenéticos para el
gen msa-1 de Babesia bovis. Al realizar el andlisis con el programa Mega 4, no se
observaron diferencias significativas entre los diferentes métodos empleados
(Maxima parsimonia, Minima evolucion, Neighbor Joining, y UPGMA). El valor de
remuestreo fue evaluado con el programa de Bootstrap con 1000 réplicas. La
figura 8 muestra el analisis filogenético realizado a partir de las secuencias
nucleotiticas de los genotipos encontrados. Se fijé un grupo externo con el gen
gp45 de Babesia bigemina. En el filograma se puede observar la rama principal de
la que se desprenden 2 ramas principales, de una de las ramas se derivan 4
grupos y solo un grupo se deriva de la segunda rama. Los resultados son
estadisticamente consistentes, s6lo con una variacion del 36% de la replicacion del

arbol en una de las ramas.
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El Grupo | se encuentra formado por los genotipos 1 y 2, Grupo Il formado

por los genotipos 3 y 4, Grupo Il integrado por el genotipo 9, Grupo 1V, genotipos 7

y 8 y por ultimo el Grupo V constituido por los genotipos 5 y 6.
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Genotipo 3
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100
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Genotipo 5
Genotipo 6

Gp45

Figura 10. Filogenia del gen msa-1 con 9 genotipos mexicanos. Filograma

construido con el método de Maxima parsimonia. Se fijo la raiz con el gen Gp45 de

B. bigemina . Los numeros representan el porcentaje de repeticiones consenso de

la muestras en 1000 replicaciones. En los recuadros coloreados pueden

observarse las diferentes agrupaciones de los genotipos.
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En la figura 11, se muestran las relaciones filogenéticas entre las
secuencias de los 9 genotipos previamente descritos con las secuencias de msa-1
ya reportadas en el GenBank. El analisis se realizé con el programa Mega 4, no se
observaron diferencias significativas entre los diferentes métodos empleados
(Maxima parsimonia, Minima evolucién, Neighbor Joining, y UPGMA). El valor de

remuestreo fue evaluado con el programa de Bootstrap con 1000 réplicas.

El analisis muestra 5 grandes ramas que se desprenden de la raiz, en la
mayoria de los grupos, la delimitacién muestra una consistencia alta entre ellos.
De la primera rama se desprenden 3 clados, el primero comprende a los aislados
mexicanos y australianos a la par con los genotipos 1, 2, 3,4 y 9, el segundo esta
constituido por aislados australianos y el tercero comprende Uunicamente a aislados
americanos y a los genotipos 7 y 8. La segunda rama contiene unicamente al
aislado mexicano Chiapas 1 separandolo del resto de las agrupaciones. La tercera
rama agrupa por segunda ocasion a aislados mexicanos como lo son los genotipos
5y 6 junto al aislado australiano G36, también se desprende de ésta misma rama
el aislado mexicano Veracruz 1. La cuarta rama se encuentra compuesta
unicamente a aislados australianos y por ultimo la quinta rama muestra 3 clados, el
primero conformado por los aislados argentinos y el segundo y tercero por aislados
australianos. Basicamente los aislados americanos, australianos, y argentinos
muestran una relacidon filogenético muy estrecha, sin embargo los aislados
australianos podrian sugerirse como grupo origen debido a su cercania al grupo

externo.
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Figura 11. Analisis filogenético del gen msa-1 con aislados mexicanos, australianos
y argentinos . Filograma construido con el método de Neighbor Joining. Se fijé la
raiz con el gen Gp45 de B. bigemina. Los numeros representan el porcentaje de
repeticiones consenso de la muestra en 1000 replicaciones. En los recuadros

coloreados pueden observarse las diferentes agrupaciones de los aislados.
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DISCUSION Y CONCLUSION

El parasito intraeritrocitico Babesia bovis es responsable de la enfermedad
hemolitica en el ganado vacuno, considerado como causa principal del
impedimento en exportaciones e importaciones de ganado a nivel mundial (Hines
et al., 1989). Se sabe que animales que se infectan con Babesia bovis y que han
logrado la recuperacion, cuentan con una respuesta inmune protectora después de
la exposicion a los antigenos del parasito. En la actualidad la identificaciéon y
caracterizacion de estos antigenos es de suma importancia para el desarrollo de
vacunas que contengan unicamente los inmunégenos necesarios para la induccion
de una inmunidad protectora contra nuevas exposiciones de Babesia bovis
(Callow, 1977).

Las proteinas de superficie del merozoito son fundamentales en la
patogenia de la babesiosis ya que guardan una relacion estrecha en el
reconocimiento, union y penetracion del parasito a las células rojas de hospedero
bovino (Jack y Ward, 1981). Estos antigenos de superficie son blancos potenciales
del sistema inmune debido a que se expresan en la etapa inicial de la infeccion,
razon por la cual son considerados como candidatos vacunales, sin embargo cabe
mencionar, que los parasitos pueden alterar sistematicamente sus antigenos de
superficie para generar nuevas variantes antigénicas y asi lograr evadir al sistema
inmune (Dzikowski y Deitsch, 2006). La habilidad de inducir una respuesta inmune
protectora por las proteinas de superficie ha sido comprobada en Plasmodium
falciparum (Hines, 1989). Las especies de Babesia y Plasmodium utilizan los
antigenos de superficie para poder unirse a las células blanco y poder penetrarlas
(Mosqueda et al., 2002). En Babesia bovis se han identificado 5 proteinas
pertenecientes a la familia de los antigenos variables de superficie del merozoito
(VMSA) MSA-1, MSA-2,1 MSA-2,,, MSA-2b y MSA-2c, respectivamente (Florin-
Christensen et al., 2002).

66



En este trabajo se evalud si existe diversidad de genotipos de msa-1 de
Babesia bovis dentro de un misma poblacion de bovinos, y si existe la generacion

de variantes alélicas de msa-71 dentro de un mismo bovino.

Como objetivo numero uno del trabajo se realizdé la seleccion de animales
infectados naturalmente con Babesia bovis por medio de la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFlI) de acuerdo al protocolo utilizado en el
laboratorio de parasitologia del CENID PAVET en Jiutepec, Morelos, México. En el
analisis de las reacciones antigeno-anticuerpo se encontré sefial positiva
fluorescente visualizando los merozoitos y trofozoitos dentro de las células de
acuerdo a lo que se esperaba. Los resultados fueron consistentes con las formas
encontradas en los controles positivos utilizados, y con la morfologia y tamano de
los merozoitos de Babesia bovis ya reportados (Mehlhorn y Schein, 1984).

Como siguiente objetivo se purific6 el DNA gendmico por medio de un
protocolo desarrollado comercialmente (Gentra Systems ®) y se amplificd
mediante PCR el gen msa-1 de B. bovis de eritrocitos infectados de los bovinos
seleccionados; Anteriormente se ha demostrado la eficacia de la amplificacién de
msa-1 por medio de esta técnica (Suarez et al., 2000; LeRoith et al., 2005, 2006).
En este trabajo también pudimos amplificar exitosamente el gen msa-1 utilizando
oligonucledtidos disefiados especificamente, comprobando los resultados previos.
Al analisis de PCR se visualizaron amplicones de tamafo esperado de 1498 pb,
1381 bp, y de 1216 pb, como se esperaba de acuerdo al disefio de los
oligonucledétidos. Como control positivo se analizé el DNA extraido de la clona
biolégica de Mo7 Babesia bovis mostrando resultados similares a los ya reportados
(Rodriguez et al., 1986; Hines et al., 1989). De manera preventiva para confirmar
que no existiera ninguna clase de contaminacion, las muestras se analizaron
siempre en presencia de un control negativo, verificando que la reaccion fuera
especifica y por lo tanto se puede afirmar que los amplicones obtenidos son

especificos de msa-1.
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La amplificacion del gen msa-1 para algunas muestras se obtuvo facilmente,
sin embargo en la mayoria de ellas no fue asi y por lo tanto, se debieron realizar
ensayos de PCR anidados consecutivos. Una explicacién es que las muestras de
sangre infectada de los aislados de campo de Nayarit y Jalisco provienen de zonas
endémicas y presentan un porcentaje de parasitemia por debajo del limite de
deteccion de la técnica de PCR, segun reportes previos, lo que significa que
aunque los bovinos estén infectados, no se detectan como tales en un PCR
sencillo (Gubbels et al., 1999; Pipano et al., 2002; Oliveira- Sequeiro et al., 2005).
Para descartar la posibilidad de la presencia de inhibidores de la reaccion de PCR,
se utilizaron muestras no infectadas a las cuales se les adicion6 DNA de Babesia
bovis a diferentes diluciones, las cuales fueron procesadas y purificadas de
acuerdo a los protocolos establecidos y de igual forma fueron manejadas el resto
de las muestras problema; al observar amplificacion en estas muestras, se
comprobd que no era un problema de presencia de inhibidores lo que ocasionaba
la falta de amplificacion. Las amplificaciones de msa-1 fueron realizadas en fechas
posteriores a la fecha inicial de la toma de las mismas, cuestién por la cual se
sospechd que no se lograran amplificaciones de este gen debido a que la molécula
se habia degradado en el DNA ya purificado. Es importante recordar que el
diagnostico por serologia no detecta la presencia del parasito, por lo que el animal
muestreado puede haber eliminado el patégeno y seguir siendo un animal
seropositivo, asociado a ésta problematica también encontramos que el nivel de
parasitemia fluctua a lo largo del afio en los animales portadores, o que ha sido
descrito anteriormente para Babesia bovis y Babesia divergens (Calder et al.,
1996; Gubbels et al., 1999).

En los ensayos de digestion con la enzima Eco RI, se observaron insertos
del tamafio esperado, sin embargo entre muestras que fueron amplificadas con los
mismos oligonucleétidos se pudo apreciar un pequefia diferencia entre el tamano

del inserto.
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Esto pudo verificarse al momento del analisis de las secuencias donde se
observaron diferentes longitudes entre ellas, problamente ocasionadas por
deleciones y/o inserciones, como ya se ha demostrado con anterioridad en
estudios de Babesia bovis donde se comprobé la existencia de la gran variabilidad

en longitud de las secuencias de diferentes aislados (LeRoith et al., 2005).

Para la realizacion de los siguientes objetivos de determinacién vy
comparacién de genotipos dentro de un mismo hato y dentro de un mismo animal,
se realizd la secuenciacion de dos clonas de cada una de las muestras positivas a
Babesia bovis de ambos aislados; Nayarit y Jalisco. En el analisis se observd una
variacion muy alta, donde las secuencias que se obtuvieron variaron en longitud
teniendo tamafos que corresponden a 960pb, 993pb, 1001pb y 1005pb, debido a
las inserciones y/o deleciones que se observaron. Se analiz6 la diversidad de
cada una de las secuencias para posteriormente formar grupos de genotipos, por
lo que se proponen 9 genotipos diferentes generados por msa-1 de los aislados
mexicanos de las muestras de dos ranchos, Nayarit y Jalisco. Es necesaria la
clasificacion de los aislados de Babesia bovis mediante la utilizacion de genotipos
especificos para poder establecer un origen del ganado y/o los movimientos de
exportacion-importacién dentro del pais, como se ha realizado previamente en
Anaplasma marginale con los genotipos de las proteinas de superficie msp-a (De
la Fuente et al., 2003).

Los analisis de los alineamientos multiples indican que dentro del hato
proveniente del rancho del Estado de Nayarit se encuentran establecidos ocho de
los nueve genotipos sugeridos aqui (Genotipos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 y 9) y dentro del
hato en el Estado de Jalisco, se encuentran 3 genotipos (Genotipos 2, 3 y 4). Por
lo que puede confirmarse la existencia de una diversidad génica dentro de un
mismo hato, ya que los datos demuestran que dentro de poblaciones de bovinos
se encuentra presente mas de un genotipo, en similitud con lo que se ha

observado en estudios realizados en Anaplasma marginale, donde se ha reportado
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la presencia y transmision de genotipos multiples del gen msp7a dentro de hatos
endémicos de la enfermedad (Palmer et al., 2004).

Con relacion a la variacion génica de un genotipo establecido en un bovino
a lo largo del tiempo, los analisis de los alineamientos nucleotidicos de las
secuencias pertenecientes al primero y segundo muestreo, demuestran que al
menos un animal perteneciente al hato en Jalisco y uno del hato en Nayarit
mantuvieron la presencia del mismo genotipo durante el transcurso de 6 meses,
tiempo estimado que hubo entre cada muestreo. En el analisis de las secuencias
nucleotidicas de un tercer bovino proveniente de Nayarit pudo observarse una
diferencia en identidad del 32.7% con respecto a la primera molécula de msa-17; un
cambio notable percibido fue la variaciéon en longitud de ambas secuencias, debido
a que la primera molécula contaba con una longitud de 960pb y la segunda tiene
una longitud de 993pb, cuestion que pudo ser originado muy probablemente por la
introduccion de un nuevo genotipo o bien por la variacion antigénica. Segun
reportes previos, ciertos organismos han adoptado estrategias como el cambio de
sus proteinas expuestas, para poder evadir la respuesta inmune del hospedero y
sobrevivir (Brown y Palmer, 1999; Deitsch, et al., 2001). Antigenos de superficie
como MSA-1 tienen la capacidad de expresar diferentes formas antigénicas y
variar con el tiempo como lo indicaron Allred y colaboradores en 1993 (a,b). De
igual manera, en las poblaciones de Babesia bovis analizadas, en Theileria parva
se ha observado una poblacion heterogénea de parasitos dentro de un mismo

aislado y de diferentes aislados geograficos (Chae et al., 1998; Katzer et al., 2006).

Mecanismos de evasion inmune se han reportado en organismos como
Plasmodium knowlesi y Tripanosoma brucei, donde poblaciones de parasitos
pueden variar antigénicamente sus moléculas de superficie por medio de
intercambios de las posiciones entre los diferentes genes que se encuentran

dentro el genoma de cada parasito (Biggs et al., 1991; Calderwood et al., 2003).
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Las bases del polimorfismo de antigenos localizados en la superficie de
eritrocitos infectados de Babesia bovis han sido mayormente estudiados en los
antigenos de superficie variables del eritrocito VESA donde sus proteinas son
codificadas por familias multigénicas que permiten la expresién proteica con
epitopes de células “B” unicos en cada ocasion (O’Connor et al., 1997).

En este caso la diversidad antigénica resulta del amplio polimorfismo de
aminoacidos en la proteina que se genera a partir del uso del mecanismo de
conversion génica segmental de grandes familias multigenes compuestas al menos
por 300 copias polimérficas como es el caso de Babesia bovis (Allred y Al-Khedery,
2004). La habilidad de B. bovis de variar la expresion de sus proteinas de
superficie es compartida por protozoarios como los tripanosomas africanos,
Plasmodium y bacterias como Borrelia y Neisseria (Donelson, 2003; Barbour y
Restrepo, 2000; Criss et al., 2005; Dzikowski et al., 2006).

Otro medio por el cual Babesia bovis es capaz de establecer infecciones de
larga duracion debido a la persistencia del parasito mediante el mecanismo de
secuestro de las células rojas infectadas dentro de la microvasculatura del
hospedero, comportamiento asociado con las complicaciones cerebrales y
vasculares de la enfermedad, ademas es un sistema que provee a los parasitos
excelentes medios para la evasion inmune. Los ligandos de las células rojas
infectadas implicados en la citoadherencia aun no han sido identificados
plenamente, sin embargo estudios preliminares sefalan a las familias multigénicas
como la familia VESA de B. bovis, las responsables de este mecanismo (O’Connor,
1999; O’'Connor y Allred, 2000; Alired et al., 2000).

Por lo que se puede deslindar que las variaciones presentes en los
alineamientos nucleotidicos (deleciones y/o inserciones) fueron originadas a partir
del proceso integral del parasito para su supervivencia y evasion del sistema
inmune (Smith et al., 1995).
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De igual manera la variacion observada en msa-1 puede deberse a la
presencia de diferentes genotipos de parasitos que se recombinan sexualmente
entre si generando nuevas variantes como ya ha sido reportado anteriormente
(Chae et al., 1998; Proudfoot y McCulloch, 2005).

La evaluacion de los arboles filogenéticos permite concluir que la
generacion de los arboles generados a partir de cada uno de los métodos
utilizados tiene una alta similitud. EI método de Neighbor Joining se caracteriza por
tener la ventaja de construir grandes arboles a partir de cientos de secuencias a
gran velocidad a diferencia de los demas métodos (Kuhner y Felsenstein, 1994).
Por lo cual la aplicacion del método de Neighbor Joining se destind para la
construccién del arbol filogenético donde el numero de secuencias a analizar era
demasiado alto y se requeria obtener un arbol de forma rapida (figura 9);
conjuntamente se eligié por la caracteristica que tienen los métodos basados en
distancias de estimar el numero de sustituciones ocurridas a lo largo de su

evolucion (Yves Van de Peer, 2003).

Para los andlisis mas profundos y con un numero menor de secuencias a
evaluar se utilizé el método de Maxima Parsimonia para la construccion del arbol
filogenético mostrado en la figura 8. Es un método basado en caracteres y trata de
utilizar cada una de las posiciones del alineamiento multiple para la busqueda del
arbol mas probable (mas parsimonioso), que sera el que tiene un numero menor
de cambios (Swofford y Sullivan, 2003).

En el filograma obtenido de las secuencias de los aislados mexicanos,
argentinos y australianos se puede observar una clara division entre estos
aislados, mostrando una consistencia alta entre ellos. Sin embargo un grupo se
encuentra comprendido por aislados mexicanos y australianos a la par con los
genotipos 1, 2, 3, 4 y 9, lo que sugiere que las secuencias de Babesia bovis

americanas pudieron originarse a partir de aislados australianos, debido esto a la
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importacion de ganado australiano a México e infectado con el parasito. Otra
posibilidad del porque secuencias americanas son tan similares a las australianas,
podemos encontrar la variacién antigénica donde los parasitos adoptan estrategias
para cambiar sus proteinas expuestas en la superficie de eritrocitos infectados y
asi escapar al reconocimiento del sistema inmune (Calderwood et al., 2002).

Los parasitos que muestran variantes de antigenos de superficie como msa-
1 de Babesia bovis, son resistentes a la presion selectiva; por lo cual las variantes
surgen de manera rapida en un bovino inmunoldégicamente competente (Good et
al., 1993; Jacobson et al., 1993; Allred et al., 1994), por lo que se sugiere que las
secuencias podrian cambiar a tal grado, de manera que pudieran ser muy similares
a otras sin que eso signifique que los genes del donador necesariamente
provengan de otro continente. Los aislados americanos, australianos, y argentinos
muestran una relacion evolutiva muy estrecha, sugiriendo a los aislados
australianos como grupo raiz debido a que se encuentran cercanos al grupo

externo.
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PERSPECTIVAS

El canditado vacunal MSA-1 de Babesia bovis puede variar antigénicamente
entre aislados ¢ variar con el tiempo en animales crénicamente infectados, por lo
que es esencial la determinacion de epitopes conservados en los diferentes

aislados mexicanos y sus genotipos.

Se requiere el estudio a detalle de epitopes blanco conservados entre
aislados que estimulen IFN-y para la subsecuente activacion de células T CD4"

efectoras que produzcan anticuerpos protectores.

De igual manera es importante el estudio de epitopes de MSA-1
compartidos entre los diferentes genotipos, y sean cruciales en el proceso de

invasion eritrocitica de diferentes aislados.

A consecuencia de la evasion inmune, los organismos expresan diferentes
formas antigénicas de sus moléculas de superficie, por lo que es importante la
determinacién de clonas capaces de cambiar con el tiempo su fenotipo antigénico

y generar variacion antigénica en una poblacion de parasitos establecida.

A pesar de la gran variabilidad que presenta MSA-1 de Babesia bovis, la
caracterizacion de los ligandos responsables de la citoadherencia y el secuestro
permitira entender la relacién entre el parasito y hospedero para un mejor disefio

de vacunas.
La rapidez con la que las variantes antigénicas aparecen dentro de una

poblacién de parasitos de un mismo hato aun se desconoce, por lo que se propone

el estudio de los genotipos y su variabilidad en un tiempo mayor de 2 anos.
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