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RESUMEN 

 

Babesia bovis posee 5 glicoproteínas en su superficie que pertenecen a la familia 

de antígenos variables de la superficie del merozoito (por sus siglas en ingles 

VMSA: Variable Merozoite Surface Antigen): el antígeno de superficie del 

merozoito 1 (MSA-1); el MSA-2a1; el MSA-2a2; el MSA-2b y el MSA-2c. La 

proteína MSA-1 se ha propuesto para su incorporación en vacunas recombinantes 

en contra de B. bovis, sin embargo cuenta con cierto grado de polimorfismo entre 

aislados de diferentes regiones geográficas, lo que resulta en un reto para la 

elaboración 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 crónicamente infectados a través del 

tiempo. El análisis comparativo de las secuencias nucleotídicas revelaron 9 

genotipos diferentes; los datos demuestran que dentro de poblaciones de bovinos 

se encuentra presente más de un genotipo. La variación génica a lo largo del 

tiempo evaluada mediante el análisis de secuencias nucleotídicas de diferentes 

muestreos, determinó 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 análisis filogenético sugiere que las 

secuencias de Babesia bovis americanas pudieron originarse a partir de aislados 

australianos. Los resultados generados deben tomarse en cuenta al diseñar 

vacunas o métodos de diagnóstico contra este parásito utilizando MSA-1 en 

bovinos en situaciones de campo.  

 

Palabras clave: msa-1, Babesia bovis, antígenos 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 TEÓRICO 

Definición  

 

 La babesiosis bovina es una enfermedad causada por un protozoario 

intraeritrocítico del género Babesia que es transmitido por garrapatas del género 

Boophilus. Tiene como sinónimos: Fiebre de Texas, piroplasmosis, fiebre de la 

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

 

Distribución 

 

 La enfermedad es distribuida mundialmente de acuerdo a la presencia del 

vector garrapata (Góes et al., 2007). A nivel mundial, los principales vectores de la 

Babesia son: Boophilus microplus, B. decoloratus y B. annulatus. Las condiciones 

óptimas de humedad y temperatura para el desarrollo del vector (De Waal et al., 

2006) se encuentran en países 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 más importantes por las pérdidas que 

generan a la ganadería 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 África, 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 carácter como enfermedades zoonóticas en Europa (Zintl, 

2003). En México la babesiosis es considerada como una limitante para la 

introducción de ganado especializado para la producción de carne y para la 

producción de leche en zonas que son endémicas de la enfermedad (Fernández et 

al., 1995).  
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Taxonomía 

 

 Babesia bovis es un patógeno 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 Etiológico 

 

 En México se han identificado dos especies causantes de la babesiosis 

bovina: Babesia bigemina y Babesia bovis , siendo esta última la especie que 

provoca los cursos más agudos y severos de la enfermedad (Solis, 1991).  

 B. bovis es considerada como una babesia pequeña las formas piriformes 

intraeritrocíticas miden aproximadamente 2 µm X 1.5 µm. Tiene como sinónimos: 

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 µm. Ambas especies comparten el 

mismo vector por lo que se les puede encontrar dentro de las mismas áreas 

geográficas (Purnell, 1981). 
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Signología 

 

 La babesiosis por B. bovis cursa de manera aguda durante 3 a 7 días, 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, depresión, aumento de la 

frecuencia respiratoria, debilidad e incapacidad para moverse, las heces son secas 

y con estrías de sangre. En casos muy severos, se presenta anemia, 

hemoglobinemia, seguido de ictericia, ataxia, tremores musculares, alteraciones en 

células rojas como deformación y rigidez y daño a células del endotelio, llevando a 

un edema pulmonar y disfunción cerebral, coma o muerte (Purnell, 1981; Bock et 

al., 2004; Góes et al., 2007). Los signos observados en B .bigemina se encuentran 

relacionados a una rápida hemólisis intravascular que en algunas ocasiones puede 

ser masiva (Kahl, 1984). También podemos encontrar hemoglobinuria y un rápido 

desarrollo de anemia severa, ictericia y muerte. A diferencia de la signología 

mostrada por B. bovis , las infecciones por B. bigemina  no provocan lesiones 

cerebrales (Callow, 1993). 

 

Importancia Económica 

 

 La prevalencia de babesiosis y garrapatas es uno de los factores más 

importantes en el ganado de mayor  productividad (Góes 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 

infección como cuando ganado exótico, usualmente del tipo Bos Taurus, es 

introducido (Bock et al., 2004). Las pérdidas económicas debido a la babesiosis 

provienen de la mortalidad, abortos, infertilidad temporal de machos como 

resultado de la fiebre, pérdidas en la producción de leche y carne y debido también 

a las medidas de control como acaricidas, tratamiento terapéutico y vacunas. Sin 
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embargo, el mayor impacto a la economía del comercio internacional es el 

impedimento de la importación de ganado a zonas endémicas para el 

mejoramiento genético (Solorio y Rodríguez, 1997). 

 

Métodos de diagnóstico 

 

Directo 

 

 El diagnóstico consiste en identificar al parásito de forma directa en 

cualquier tejido del hospedero o vector. La manera de identificarlo puede ser por 

observación al microscopio o por la detección del ADN de la Babesia. 

 

Detección microscópica. Consiste en detectar al parásito en una muestra de 

sangre extendida en un portaobjetos y teñido posteriormente con colorante de 

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

 

1. Frotis sanguíneo delgado. Las laminillas son observadas al microscopio con 

una lente 100X y aceite de inmersión. La sensibilidad de esta prueba tiene 

un rango de observación de un parásito por cada 105-6  eritrocitos. La 

ventaja de esta técnica es la posibilidad de identificar al parásito por su 

morfología (Böse et al., 1995).  

 

2. Frotis sanguíneo 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 teñida con Giemsa al 10%. La observación al microscopio 

puede ser con una lente 40x ó con una lente 100x , se demora 

aproximadamente entre 15-20 y 25-30 min respectivamente. La sensibilidad 

de la técnica es de 1-10 parásitos por cada microlitro de sangre (Böse et al., 

1995). 
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 Para un mejor resultado los frotis sanguíneos deberán prepararse de sangre 

obtenida de capilares, como por ejemplo de la punta de la cola o del margen de la 

oreja (Callow, 1993). 

 

Detección de ácidos nucleicos. Las técnicas que identifican directamente al DNA 

del parásito son técnicas de detección molecular con alta sensibilidad, ya que 

determinan la presencia de cantidades mínimas de DNA del parásito (Zintl et al., 

2003). 

 

1. Sondas de DNA. Esta técnica puede ser utilizada para la detección de DNA 

del parásito en sangre, tejidos, u órganos de garrapata. Está basada en la 

hibridación específica 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 

10-5-6. Es una herramienta útil para la diferenciación entre especies de 

Babesia (Wu et al., 1997; Petchpoo et al., 1992; Jasmer et al., 1990). 

 

2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta prueba se basa en la 

amplificación de un fragmento específico de DNA obtenido del parásito. 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 -9, lo que significa 

que es 100 veces más sensible que la detección microscópica (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 útil para la validación de resultados de otras técnicas de diagnóstico 

(Bock et al., 2000; Oliveira-Sequeira et al., 2005; Cósta-Junior et al., 2006). 
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Indirecto 

 

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

animales la presencia del parásito por los anticuerpos que se generan contra el 

(Lew et al., 2005). 

 

1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). En la microscopia de fluorescencia las 

células que expresan un antígeno específico, pueden ser detectadas con un 

anticuerpo específico para ese antígeno y posteriormente, el anticuerpo es 

detectado con un segundo anticuerpo anti-inmunoglobulina conjugado con 

fluoresceína (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 

antígeno puede provenir de frotis tisulares, un corte histológico 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 serología es 

indirecta, no necesariamente distingue entre una exposición pasada o 

infecciones presentes (Fahrimal et al., 1992).  

 

2. Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA). Este método requiere de la preparación 

de un antígeno conocido para poder estandarizar el ensayo para la 

detección de anticuerpos anti-Babesia (Goncalves et al., 1999). El antígeno 

se encuentra unido a las paredes de la placa, donde se realizará la 

interacción con el anticuerpo primario. Posteriormente se adiciona el 

segundo anticuerpo que lleva unida una enzima la cual será unida 

químicamente al anticuerpo anti-inmunoglobulina (secundario). El anticuerpo 

secundario se unirá al anticuerpo primario unido al antígeno. Con ello se 

realizará la estimulación de la enzima para generar una reacción que puede 

ser cuantificable (Janeway, 2005). La técnica de ELISA cuenta con una alta 

especificidad y sensibilidad  en comparación con otras pruebas cuando ya 
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ha sido estandarizada (Goncalves et al., 1999). Estudios realizados con 

muestras de campo de B. bovis de zonas endémicas muestran que el 

ensayo imunoenzimático 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 

aún necesita ser determinada en la aplicación de grandes cantidades de 

muestras colectadas de zonas endémicas (Goff et al., 2006). La técnica de 

ELISA utilizada para la determinación de B. bovis en pruebas de 

investigación  ha probado ser una herramienta útil para su evaluación 

(Barros et al., 2005). 

 

Ciclo de vida 

 

Eventos en la garrapata vector 

 

 La garrapata se contagia cuando ingiere los eritrocítos infectados del 

bovino. Cambios debidos a factores como temperatura, tensión de oxígeno o 

factores en el intestino de la garrapata ayudan a inducir el desarrollo de 

gametocitos (Weber y Friedhoff, 1977). El desarrollo más notable la aparición de 

un organelo de la parte anterior de la babesia en forma de punta de flecha, a esta 

fase se le llama strahlenkörper 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 división asexual para la 

formación de quinetos (Young y Morzaria, 1986). Los quinetos recién formados 

escapan de las células epiteliales hacia la hemolinfa e invaden diferentes órganos 

y tejidos, como fibras musculares,  ovarios y oocitos (Howell et al., 2007). En estas 

células los ciclos de multiplicación continúan en la garrapata hembra durante los 

periodos de ovoposición hasta que la garrapata muere (Young y Morzaria, 1986). 
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 La hembra adulta transmite los quinetos de B. bovis  transováricamente a 

las larvas. En el estado de larva, los parásitos se dirigen a las glándulas salivales a 

través de la hemolinfa, cuando comienza el proceso de alimentación sobre un 

bovino susceptible (Howell et al.,  2007). Los quinetos sufren una diferenciación y 

se transforman en esquizontes para posteriormente dar lugar a los esporozoitos 

(Potgieter y Els, 1976) infectivos debido al estímulo de la alimentación 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 reproducción asexual por fisión 

binaria dando como resultado a dos células hijas (Potgieter y Els, 1977). Algunos 

trofozoitos no se reproducen en esta etapa y se dedican sólo a incrementar su 

tamaño 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 formación, 

escapan del eritrocito para invadir nuevos eritrocitos  (Potgieter y Els, 1977). Esta 

reproducción continúa hasta que una garrapata se alimenta de los eritrocitos 

infectados, continuando de esta manera con el ciclo de vida del parásito (Callow, 

1968). 

 

Invasión celular en el hospedero bovino 

 

 La internalización de los esporozoitos/merozoitos en las células eritrocíticas 

del hospedero bovino sigue un esquema muy conservado en la babesiosis 

(Dubremetz et al., 1998). Lo que hace de  la adhesión de los zoitos de babesia en 
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las células rojas del hospedero un paso crítico para el establecimiento de una 

infección (Cooke et al., 2005).  

 

La penetración de los parásitos es un proceso activo que requiere de  5 pasos: 

 

1. Unión. Etapa inicial donde el esporozoito/merozoito tiene contacto con el 

eritrocito, con el desencadenamiento de los eventos de reconocimiento, esta 

unión 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. 

2. Re-orientación. La orientación es un paso activo e independiente, el zoito 

lleva a cabo el proceso por si solo donde dirige su parte apical en posición 

cercana con la membrana del eritrocito. 

3. Unión firme. La fuerte interacción celular hace de esta etapa un evento 

irreversible. Un sitio de unión fuerte es formado y un recubrimiento de la 

membrana del eritrocito puede observarse en este momento.  

4. Invasión. Organelos especializados del complejo apical del parásito 

conocidos como roptrías y micronemas descargan un mezcla de proteínas 

como proteasas, fosfolipasas y lípidos, dando inicio a cambios estructurales 

en la membrana del eritrocito como la falta de rigidez e invaginación de la 

misma. 

5. Internalización. El zoito es cubierto por una membrana plasmática quedando 

en una vacuola llamada parasitófora. El parásito sufre una diferenciación 

donde pierde sus organelos especializados y la membrana que lo cubría, y 

es cuando recibe el nombre de trofozoito.  

 

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

2005). 
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Antígenos de superficie de Babesia bovis. 

 

 Las proteínas de superficie son importantes en la patogenia de la babesiosis 

debido a la relación con el reconocimiento del parásito, unión y penetración 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 invasión. 

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 roptrías y micronemas ayudan a 

preparar la internalización del parásito  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 invasión pertenecen a la familia de antígenos 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 glicoproteínas 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 sólo 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 antígeno 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 señal 

amino-teminal hidrofóbica, una región central hidrofílica y una región conservada 

carboxi-terminal conteniendo un glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Hines et al., 1992; 

Florin-Christensen et al.,  2002). 
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Características de los miembros de la familia VMSA 

 

 La familia de VMSA consta de 5 genes, una única copia del gen msa-1 y 

cuatro copias de manera contigua de los genes relacionados msa-2. Las proteínas 

MSA-1 y MSA-2 comparten 22 aminoácidos en el extremo carboxi-terminal. Esto 

es una característica de estas proteínas que sirve como secuencia señal (Hines, 

1992; Suárez et al.,  2000; Florin-Christensen et al., 2002). Existe una región 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. Análisis 

filogenéticos de los genes msa sugieren que el gen msa-1 tiene una relación 

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

 

Antígeno de superficie del merozoito 1 (MSA-1) 

 

 Por medio del análisis genómico 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 demostró que el gen se trascribe en estos estadios (Hines et al., 1989; 

Mosqueda et al., 2002). También se ha confirmado la expresión de la proteína 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 

líder, el cuerpo, la región hipervariable y la secuencia señal que codifica a una 

inserción de un GPI. La secuencia líder y la señal GPI, son las únicas regiones 

altamente conservadas de la proteína. El cuerpo de la molécula es menos 

conservado pero cuenta con pequeñas islas de completa identidad (LeRoith et al., 

2006), contiene un bloque de 34 residuos que es una de las regiones más 

hidrofílicas de la molécula y presenta tres regiones que son altamente conservadas 

YYK, VKFCND y SPFM (Hines et al., 1989) a diferencia de la región hipervariable 

que es rica en prolina y cuenta con motivos semiconservados en diferentes 
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aislados. Anticuerpos monoclonales contra la región hipervariable se unieron a la 

superficie del merozoito. Con base en estos hallazgos se puede decir que esta 

región está involucrada en el proceso de interacción entre los merozoitos y los 

eritrocitos durante la invasión (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 activación de monocitos y 

macrófagos vía interferón gamma (IFN-γ) y por medio de la fagocitosis y la 

producción de metabolitos tóxicos dan muerte a los organismos. Los macrófagos 

estimulan la producción de citocinas como la IL-1, IL-12, factor de necrosis tumoral 

(TNFα) y óxido nítrico (NO) (Shoda et al., 2000). La IL-12 activa a la células 

linfocíticas naturales (NK) y contribuye al desarrollo de la inmunidad adquirida 

mediante la activación de las células T CD4+ efectoras que secretan IFN-γ y 

ayudan a la producción de anticuerpos protectores y células fagocíticas mediante 

la activación 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).  

 

Antígeno de Babesia bovis como agente vacunal 

 

 Una de las consideraciones para emplear a MSA-1 como agente vacunal es 

la habilidad que anticuerpos específicos contra la proteína puedan neutralizar la 

adhesión e invasión 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 

antígeno inmunodominante en animales que manifestaron protección en contra de 

Babesia bovis. Aún cuando los epítopes inmunodominantes presentes en MSA-1 

de Babesia bovis varíen entre aislados, la única región de la molécula que es 

semiconservada entre aislados vacunales y sus aislados de brote, se encuentran 



 13 

en la región central conteniendo el motivo YYK (Berens et al., 2005). Un motivo 

similar al anterior que de igual manera se encuentra localizado en la región central 

es YFK de proteínas 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 proteína (LeRoith et 

al., 2005).  

 

 La habilidad de anticuerpos monoclonales anti-HVR (hypervariable region) 

de inhibir la invasión in vitro señala también que la región es indispensable para el 

parásito en el proceso de invasión (LeRoith et al., 2006).  

 

 Las vacunas que actualmente son utilizadas contra B. bovis son elaboradas 

de parásitos vivos atenuados, y son hasta ahora las que confieren mejor 

protección en contra de desafíos (Goff et al., 1988), sin embargo existen algunas 

desventajas que incluyen una corta vida de anaquel, variación en dosis infectiva, 

reversión a virulencia y la posibilidad de contaminación con agentes patógenos 

(Callow, 1977; Rogers et al., 1988). 

 

  Las proteínas de la familia VMSA, como MSA-1 que se han propuesto para 

la incorporación en vacunas recombinantes en contra de B. bovis, cuentan con 

cierto grado de polimorfismo entre aislados de diferentes regiones geográficas, lo 

que es un reto para la elaboración de las mismas. Pero en virtud de que estas 

proteínas reaccionaron con suero inmune bovino y la suposición de que los 

miembros de VMSA tienen una habilidad limitada de tolerancia en polimorfismos 

de sus secuencias de aminoácidos y en epítopes críticos, razón por la que siguen 

siendo canditados vacunales (Dalrymple, 1993). 
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Variación antigénica 

 

 Los parásitos 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 variación antigénica para cambiar sus proteínas expuestas en la superficie de 

eritrocitos infectados y así escapar al reconocimiento del sistema inmune 

(Calderwood et al., 2003). Dentro del hospedero bovino, B. bovis es accesible al 

sistema inmune únicamente en forma de esporozoito o en la etapa de merozoito, 

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

  

 La existencia de antígenos de superficie en los estadios del parásito 

anteriormente mencionados, tiene una función importante dentro del mecanismo 

de evasión 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 infección crónica 

(Biggs et al., 1991; Allred et al., 1993 a,b, 1994). 

 

 Los parásitos que muestran variantes de antígenos de superficie tienen una 

fuerte ventaja selectiva, ya que debido a que la superficie de los eritrocitos 

infectados es la interface entre el parásito y el sistema inmune del hospedero, 

siendo la zona con mayor vigilancia inmune; razón por la que se piensa que las 

variantes de antígenos surgen de manera rápida en un hospedero 

inmunológicamente competente; dos mecanismos de evasión inmune contribuyen 

a esta selección: 

(1) Falta de reconocimiento de las variantes antigénicas de eritrocitos infectados 

por parte de los anticuerpos séricos evitando su destrucción.  

(2) Epítopes invariantes de antígenos de superficie que sobresalen sobre formas 

variables pueden dominar la respuesta inmune contra ese antígeno debido 

exposiciones previas, sin embargo si los epítopes invariantes no son 
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suficientemente neutralizantes el resultado sería una pobre respuesta protectora 

en contra de las variantes (Good et al., 1993; Jacobson et al., 1993; Allred et al., 

1994). 

 

Evasión inmune 

 

 La habilidad de los organismos patógenos de evitar ser eliminados por la 

respuesta inmune tiene como resultado una infección persistente y de larga 

duración. Un aspecto importante de este proceso es la capacidad del parásito de 

alterar las moléculas de superficie expuestas al sistema inmune, conocido también 

como variación antigénica, al cual el parásito dedica porciones de su genoma para 

su realización y crear nuevas variantes antigénicas durante su expresión (Gupta, 

2005; Dzikowski et al., 2006).  

 

 Variación antigénica. Una característica de los antígenos de superficie es 

que estas proteínas son codificadas por familias multigénicas permitiendo la 

generación de variantes por medio de la recombinación (Dzikowski et al., 2006). La 

variación antigénica en B. bovis ocurre por segmentación, un mecanismo donde 

secuencias son duplicadas de las copias de genes del donador en variantes de 

transcritos activos de antígenos de superficie. La repetición 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 adhesión y acumulación 

de eritrocitos infectados en endotelios a través de interacciones específicas, 

evitando que los eritrocitos infectados sean eliminados vía esplénica o por 

mecanismos del sistema inmune (Shetters y Eling, 1999; O’Connor y Allred, 2000).  
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 Una característica importante de B. bovis es la capacidad de secuestro en la 

microvasculatura a través uniones específicas de los eritrocitos infectados con 

capilares endoteliales por medio de protrusiones de la membrana eritrocítica 

(Hutchings et al., 2007). Las uniones específicas (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 parásito adquiere fenotipos citoadherentes y así la habilidad de 

expresar ligandos que median la adhesión a endotelios y las modificaciones 

estructurales de la membrana eritrocítica facilitando el secuestro (Allred, 1995; 

Allred y Al-Khedery, 2004).  

 

 Adhesión y secuestro. En infecciones de B. bovis el secuestro conlleva al 

daño de órganos como el bazo y la musculatura cardiaca resultante de los cambios 

anóxicos en la musculatura endotelial (Wright et al., 1988). La adhesión 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 

circulación periférica y son eliminados vía esplénica. Los parásitos adheridos 

madurarán en la microvasculatura y liberarán las formas maduras. Otra línea de 

eritrocitos infectados expresarán diferentes moléculas de adhesión y podrán fijarse 

a diferentes receptores y a otras células endoteliales. Los anticuerpos (Ac) pueden 

ser capaces de prevenir la citoadhesión o de provocar el desprendimiento de 

eritrocitos ya fijados al endotelio; cuando esta situación ocurre, las células son 

entonces susceptibles a la eliminación por vía esplénica (Allred, 1995, 2003). 
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Análisis filogenético 

 

 Estos tipos de análisis estiman la relación entre los genes o fragmentos de 

estos, infiriendo la historia común entre ellos. Para la investigación de la evolución 

y la relación entre genes y/o organismos, diferentes clases de información pueden 

ser utilizadas como las secuencias de nucleótidos o aminoácidos y así poder inferir 

relaciones filogenéticas basadas en los conceptos de selección natural o evolución 

neutral. De acuerdo a la teoría de evolución todos los organismos evolucionaron 

de un ancestro común (Darwin, 1859), y mecanismos como las mutaciones, 

duplicación de genes, reorganización de genomas y recombinación han dado 

como resultado a la biodiversidad. De todo lo anterior únicamente las mutaciones 

pueden ser utilizadas por los diferentes métodos filogenéticos para inferir 

relaciones entre genes. Para su evaluación se considera la similitud de los genes 

asumiendo que son homólogos.  

 

 Las relaciones evolutivas pueden ser ilustradas por medio de árboles 

filogenéticos, llamados de esta manera porque los diagramas empleados para la 

descripción de estas relaciones semejan la estructura de un árbol (Anne-Mieke 

Vandamme, 2003). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 La babesiosis bovina es una enfermedad intraeritrocítica causada por 

parásitos 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 país (Estadística Agropecuaria, 2004). El mayor impacto económico causado 

a la ganadería mexicana por la babesiosis, es la obstaculización de la introducción 

de ganado genéticamente mejorado a zonas de alto riesgo (Bock et al., 2004;  

McCosker, 1981). 

 

 En la actualidad, la elaboración de vacunas vivas atenuadas se ha 

convertido en una de las mejores alternativas como control inmunológico de la 

babesiosis bovina (Toro et al., 1990) ya que se ha observado que el ganado que 

sobrevive a la infección por Babesia bovis desarrolla inmunidad de larga duración 

(Bock et al., 2004). La respuesta inmune desarrollada contra la babesiosis bovina 

involucra la inmunidad innata y la inmunidad adquirida; basadas en la activación de 

macrófagos y la respuesta de las células T CD4+ (Brown et al., 2006), la 

inmunidad efectiva y duradera, es la razón 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 protección 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 contaminación con organismos 

patógenos, sensibilización contra grupos sanguíneos, la necesidad de cadena fría 

para su transporte (Rogers et al., 1988), y la reversión a la virulencia de las 
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mismas (Rodríguez 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 

glicoproteína de membrana de 42 kDa; se encuentra clasificado dentro de la 

familia de los antígenos 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 variación de aminoácidos 

sugiere que las secuencias conservadas son escenciales para su estructura y 

función (Hines et al., 1992).  

 

Se ha observado que anticuerpos policlonales anti-MSA-1 neutralizan la 

invasión de merozoitos de B. bovis a eritrocitos in vitro, lo que sugiere un papel en 

el proceso de invasión a la célula blanco y la sobrevivencia del parásito, así como 

en la estimulación del sistema inmune (Hines et al., 1992). Se ha identificado 

polimorfismo entre aislados de diferentes zonas geográficas 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 

región geográfica que es compatible con el lento índice de variación antigénica, así 

como también puede ser por la presencia de variantes del gen msa-1 (McElwain et 

al., 1998). Estudios realizados en otro patógeno intraeritrocítico, Anaplasma 

marginale, han reportado la presencia y transmisión de múltiples genotipos del gen 

msp1α (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 identificó una superinfección al analizar el gen, confirmando la presencia de 

variantes génicas de A. marginale (Palmer et al., 2004).  
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En un estudio similar, el resultado del análisis del repertorio de 

pseudogenes msp-2 de A. marginale, se observó que en una segunda cepa 

infectante el repertorio de pseudogenes de msp-2 era totalmente diferente, así las 

variantes de MSP-2 pueden escapar al sistema inmune, mantenerse y ser capaces 

de establecerse como superinfección (Rodríguez et al., 2005). Si esto ocurre en 

otros agentes patógenos como Babesia bovis, se desconoce a la fecha.  

 

Aún 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 geográficas 

distintas, se traducen en una falta de reacción cruzada al utilizar algunos 

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

 

Sin embargo la evaluación de la secuencia de MSA-1 de cepas vacunales 

australianas mostró 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 aminoácidos 9 y 12 conservados en todas las cepas estudiadas, sugiere que 

posiblemente contribuyan con los epítopes a la inducción de anticuerpos de 

reacción cruzada, lo que hace al gen msa-1 un candidato para la producción de 

vacunas (LeRoith et al., 2005). 

 

Considerando que los genes msp1α y los pseudogenes msp-2 de A. 

marginale,  así como el gen msa-1 de B. bovis, son genes de superficie, y están 

involucrados en la adhesión a las células blanco, se puede pensar que msa-1 

podría llevar a cabo la misma acción de superinfección y ser así 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 relación al gen msa-1. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Mediante el análisis de antígenos fraccionados de merozoitos en 

inmunizaciones y desafíos, se logró identificar a MSA-1 como una proteína 

estimuladora de células T específicas contra B. bovis (Brown y Palmer, 1999). 

MSA-1 se expresa en esporozoitos y merozoitos de B. bovis y anticuerpos 

específicos contra MSA-1 inhiben la adhesión de merozoitos y esporozoitos a los 

eritrocitos y esto incrementa la posibilidad de una vacunación efectiva contra 

Babesia bovis, utilizando estos antígenos 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 variación antigénica es un reto para su uso en la vacunación 

(Palmer et al., 1991). 

 

En análisis recientes de las secuencias de aminoácidos de msa-1 de varias 

cepas vacunales australianas y sus aislados de brotes, así 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 pequeños fragmentos fuera de estas regiones (Hines et al., 

1992; LeRoith et al., 2005). El dominio más hidrofílico corresponde al motivo YFK 

estrictamente conservado en todos los msa-1 de los aislados evaluados (LeRoith 

et al., 2005). La región 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 invasión de 

merozoitos in vitro, lo que indica la importancia de esta región dentro del proceso 

de invasión al eritrocito (LeRoith et al., 2006).  
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La variación de la secuencia de MSA-1 de B. bovis dentro de una región 

endémica implica la variación 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 provenían (LeRoith et al., 2005) por lo cual 

se ha propuesto que la presión inmunológica 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 elaboración de vacunas. Debido a que una vez que se 

establece una respuesta específica contra epítopes de un determinado MSA-1, la 

respuesta inmune generada anteriormente no será compartida con los epítopes de 

una nueva variante de MSA-1 (LeRoith et al., 2005).  

 

A la fecha, no es conocida la variación 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 permitirán conocer como es el 

comportamiento de la variación de msa-1 en hatos de bovinos en situaciones de 

campo, para poder identificar aquellas variantes que sean importantes para el 

parásito y poder proponerlas para desarrollar herramientas de control como 

vacunas mejoradas. 
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HIPÓTESIS 1 

 

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

mismo hato. 

 

HIPÓTESIS 2 

 

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

animales de campo crónicamente 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 población de bovinos, y 

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

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Los objetivos específicos que se plantean para el desarrollo del proyecto 

son los siguientes: 

1. Seleccionar animales infectados naturalmente con Babesia bovis por 

serología (IFI) 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 secuenciación y el análisis 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 

variación a través del tiempo. 
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LÍMITES Y ALCANCES 

 

 Para la realización del proyecto de investigación se muestrearán vaquillas 

en dos ranchos de regiones endémicas de babesiosis. Los ranchos son: el Sitio 

Experimental “Verdineño”, localizado en el municipio de Santiago Ixcluintla en 

Nayarit, y el Rancho “La Joya”, localizado en el municipio de Tapalpa en Jalisco. 

Se realizarán dos muestreos con intervalos de 6 meses aproximadamente en 

ambos ranchos. 

 

 Se seleccionarán vaquillas en edades promedio de 1.5 a 4 años y con un 

número máximo de 100 animales por área. La cantidad de animales dependerá del 

manejo apropiado de los mismos, ya que los animales se encuentran a campo 

abierto en las instalaciones y esto dificultaría su localización y manejo. La toma de 

muestras será realizada en colaboración con trabajadores propios de los ranchos y 

miembros del Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en Parasitología 

Veterinaria, INIFAP.  

 

 La primera etapa para realizar el proyecto de investigación, es la 

indentificación de animales infectados con Babesia bovis, para esto se utilizará la 

prueba serológica de Inmunofluorescencia Indirecta. Aquí se determinará cuales 

animales serán los seleccionados para éste estudio, ya que sólo se tomarán en 

cuenta aquellos que resulten positivos a la prueba. En esta etapa podemos 

encontrar la limitante de encontrar altos números de animales falsos positivos 

debido a que los animales son expuestos periódicamente a la infección de Babesia 

por garrapatas, y como consecuencia que los bovinos presenten títulos 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 amplificación por PCR del gen msa-1 de las muestras 

seleccionadas, permitirá comprobar que las muestras seleccionadas por serología 

sean realmente positivas a Babesia bovis y que la cantidad de DNA purificado de 

las muestras sea suficiente para su amplificación, debido a que se trabajará con 

animales infectados crónicamente y el porcentaje tan bajo de parasitemia que 

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

 

 Si se confirma la hipótesis de este proyecto de que existe diversidad de 

genotipos de msa-1 de B. bovis dentro de un mismo hato, se podrá suponer que la 

presencia de diferentes aislados en una misma población de bovinos provee al 

parásito una manera potencial para su transmisión. De igual manera si se confirma 

que existe generación de variantes alélicas  de msa-1 de B. bovis en animales de 

campo crónicamente infectados a través del tiempo se podrá confirmar que al igual 

que otros parásitos como Plasmodium, Babesia bovis utiliza esta clase de 

mecanismo para la evasión del sistema inmune evitando su eliminación y así 

facilitar su supervivencia en el individuo hospedero.  

 

 El análisis de proteínas de superficie como MSA-1 es de suma importancia 

debido a que contienen epítopes que inducen una respuesta inmune, por lo 

anterior msa-1 se propone como candidato vacunal. Es importante señalar que 

para el desarrollo de una vacuna contra este antígeno se deben analizar los 

epítopes de células B y T presentes en la región hipervariable y GPI donde existen 

segmentos conservados, que sean sensibles a la neutralización. Hasta el momento 

no hay estudios respecto a la variabilidad que pueda presentar este gen en una 

población donde un aislado se encuentre establecido. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Muestras biológicas 

 

La selección de los bovinos fue realizada de la siguiente manera: un número 

total de 400 vaquillas se muestrearon en dos ranchos localizados en regiones 

endémicas de la babesiosis en el país. Los ranchos son: el Sitio Experimental 

“Verdineño”, 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 obtención de sangre 

completa utilizando tubos con EDTA y tubos sin anticoagulante. Los eritrocitos y el 

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

 

Selección de animales infectados naturalmente con Babesia bovis por 

serología mediante la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). 

 

Identificación de animales serológicamente positivos a Babesia bovis. 

 

En un primer análisis enfocado a seleccionar bovinos con mayor 

probabilidad de estar infectados a Babesia bovis, se realizó un tamizado serológico 

mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) para identificar 

merozoitos de B. bovis a partir de sangre infectada como ya se ha reportado antes 

(Weiland y Reiter, 1988)  y es utilizada de forma rutinaria en el CENID-PAVET. 

Brevemente las laminillas con el antígeno (eritrocitos de bovino infectados con 

merozoitos de B. bovis) se desecaron en cloruro de calcio al vacío durante media 

hora. Las laminillas fueron fijadas en acetona al 100% durante 5 minutos. Al 

término de la fijación, se dibujaron con un lápiz graso pequeños círculos sobre la 

laminilla del antígeno 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 (NaH2PO4 0.23 gr, Na2HPO4  1.15 gr, 

NaCl 9 gr a pH 7.2), se colocaron sobre el antígeno y se incubaron por 30 minutos 

a 37oC en la cámara húmeda . 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 colocó el anticuerpo 

secundario (conejo anti-bovino, unido a FITC, por sus siglas en inglés: 

Fluoresceine Isothiocyanate) en dilución 1:100. Posteriormente se incubó en la 

cámara húmeda a 37oC durante 30 minutos. Las preparaciones se lavaron 

nuevamente como se indicó anteriormente y se dejaron secar las laminillas. Al 

momento de observar las preparaciones al microscopio de fluorescencia con filtros 

específicos, se colocó una gota de glicerina fosfatada en cada círculo 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.  

 

Extracción de DNA y amplificación mediante PCR del gen msa-1 de los 

bovinos seleccionados. 

 

Extracción de DNA genómico. 

 

Aquellos bovinos con serología positiva para Babesia bovis mediante la 

prueba de inmunofluorescencia fueron seleccionados para la extracción y 

purificación de DNA. Se seleccionaron 174 muestras de sangre del rancho 

experimental el Verdineño, 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 centrifugó a 14,000 rpm durante 2 minutos, se retiró el 

sobrenadante y se trabajó con la pastilla obtenida. Para la purificación de DNA 

genómico se utilizó el kit comercial de aislamiento de DNA (Gentra Systems ®), 
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realizando una adaptación del protocolo para la purificación de DNA a partir de 

sangre completa. Como primer paso, a cada volumen de eritrocitos infectados se le 

añadieron 6 volúmenes 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 

retiró el sobrenadante y se mantuvo la pastilla. Posteriormente a cada volumen de 

eritrocitos se le adicionaron 3 volúmenes de la solución 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 incubó 

durante un minuto a temperatura ambiente (TA). Transcurrido el tiempo se 

centrifugó a 14,000 rpm durante 5 minutos, removiendo el sobrenadante dejando 

atrás la pastilla visible y se agitó vigorosamente. Se adicionaron 450 µl de la 

solución de lisis celular para resuspender las células y 50 µl de proteinasa K (2 

mg/ml, Fermentas ®) y se incubaron durante una hora a 37 ˚C. Se dejaron enfriar , 

para posteriormente adicionar 200 µl de la solución de precipitación de proteína. 

Se homogenizaron y se agitó vigorosamente durante 20 segundos, se centrifugó 

durante 3 minutos a 14,000 rpm. Paralelamente se adicionaron 500 µl de 

isopropanol y 50 µl de glicógeno (20 mg/ml, Roche ®) en tubos nuevos de 1.5 ml y 

se le adicionó el sobrenadante, y se centrifugó durante 5 minutos a 14,000 rpm.  

Se decantó el sobrenadante previniendo no perder la pastilla. Se adicionaron 500 

µl de etanol al 70% y se invirtieron los tubos en varias ocasiones para el lavado de 

la pastilla de DNA y se centrifugó durante 2 minutos a  14,000 rpm. Se removió el 

sobrenadante y se dejaron secar los tubos hasta que el etanol se evaporó por 

completo. Finalmente se adicionaron 30 µl de la solución de hidratación de DNA y 

se dejaron reposar durante toda la noche. El procedimiento de extracción de DNA 

genómico se realizó tres veces para el máximo aprovechamiento de las 264 

muestras sanguíneas, dando un total de 792 extracciones de DNA. Las muestras 

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

 

 Para la amplificación del gen msa-1, se utilizó la técnica de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron oligonucleótidos específicos para 

msa-1 diseñados con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10TM (Invitrogen). La 

secuencia de msa-1 utilizada para el diseño de los oligonucleótidos corresponde a 

la reportada en el GenBank con número de acceso AF275908. Se diseñaron tres 

pares de oligonucleótidos como se muestra en el cuadro 1. 

 

 

PCR Oligonucleótido 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 GCA ACA CAA G -3’ 

 msa-1 R 5’- GCT GGT ATT CTG TCA CAA TGA 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. Relación de oligonucleótidos específicos de msa-1 de B. bovis, 

diseñados con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10TM (Invitrogen) para la 

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

 

 Con los oligonucleótidos utilizados para la realización del PCR primario se 

obtiene un fragmento de 1498 pb (pares de bases), con los oligonucleótidos 

utilizados para la realización del PCR anidado se obtiene un fragmento de 1381 bp 

y finalmente con los oligonucleótidos utilizados para un segundo PCR anidado se 

obtiene un fragmento de 1216 pb. La amplificación se llevó a cabo en un 

termociclador Whatman Biometra ®. El programa de ciclado utilizado fué diseñado 

específicamente para la amplificación de msa-1 con los oligonucleótidos descritos 

arriba y se usa de forma rutinaria en el Instituto de Patología y Microbiología 
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Veterinaria de la Universidad del Estado de Washington, el cual se lleva a cabo de 

la siguiente manera: La reacción de PCR se realizó a un volumen final de 25 µl, 

para ello se emplearon los siguientes reactivos: solución amortiguadora de PCR 

10x, cloruro de magnesio MgCl2 50 mM, Taq Polimerasa 500 u (Invitrogen ®), 

10mM de cada uno de los 4 deoxinucleótidos (Invitrogen ®), 10 mM Tris-HCI, 40 

ng aproximadamente de DNA genómico y 200 nM de los oligonucleótidos msa-1 F 

y, msa-1 R. 

 

Protocolo de ciclado  

 

 Se realizó una desnaturalización inicial a 96oC durante 3 minutos, seguida 

de 35 ciclos de una fase de desnaturalización a 95oC durante 30 segundos; una 

fase de alineamiento de los oligonucleótidos a 55oC durante 30 segundos, y una 

fase de elongación a 72oC durante un minuto. Seguidos de una elongación final a 

72oC durante 15 minutos. Posteriormente la muestra se mantuvo a 10oC por 

tiempo indefinido hasta su análisis (protocolo diseñado por Shawn Berens, 2006) 

(figura 1). 

 

 

 

 

Figura 1. Protocolo de ciclado de PCR específico para msa-1 de B. Bovis. 
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 En la etapa para la amplificación del gen msa-1, el procedimiento para el 

PCR primario se repitió en tres ocasiones a partir de las 792 muestras de DNA 

genómico. 

 

Purificación de productos de PCR 

  

 El DNA amplificado por PCR fue visualizado en un gel de agarosa al 1%. Se 

utilizó este porcentaje porque permite realizar un corte en el gel a nivel del tamaño 

esperado del amplicón, y tomando como base el control positivo, se procedió a 

realizar las incisiones en los geles de agarosa debido a la imposibilidad de 

visualizar una banda del amplicón de cada una de las muestras obtenidas a partir 

de los PCR primarios. 

 

 A partir del fragmento escindido se realizó el aislamiento de DNA con el kit 

de purificación de productos de PCR por Roche ®. Para el uso de este kit se 

determinó el peso del gel, primeramente se realizó el pesaje de un tubo de 1.5ml 

vacío y después se repitió el pesaje del tubo con el pedazo de gel escindido. Se 

adicionaron 300 µl  de solución amortiguadora de Unión por cada 100 mg de gel 

escindido y se agitó en el vortex durante 30 segundos y se incubó durnate 10 

minutos a una temperatura de 56oC. Se adicionaron 150 µl de isopropanol por 

cada 100 mg de gel escindido y se agitó vigorosamente. El contenido se cambió a 

columnas y se centrifugó durante 60 segundos a 15,000 rpm. Se desechó el 

filtrado y se adicionaron 500 µl de la solución de lavado y se centrifugó durante 1 

minuto a 15,000 rpm. Se desechó de nuevo el filtrado y se repitió el paso anterior 

pero en esta ocasión se adicionaron únicamente 200 µl de la solución de lavado. 

Se desechó el filtrado y se cambió la columna a un nuevo tubo. Como paso final se 

adicionaron 50 µl de la solución de elusión y se centrifugó durante 1 minuto a 

15,000 rpm.  
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 Posteriormente se realizó el PCR con el juego de oligonucleótidos para la 

PCR anidado con el programa de ciclado antes mencionado obteniendo 

fragmentos de tamaño esperado de 1381 bp. Se llevó a cabo un segundo PCR 

anidado se dejó a consideración para las muestras que resultaron negativas al 

primer PCR anidado en el análisis del gel de agarosa 1%, se emplearon las 

mismas condiciones de ciclado, con lo que se obtuvieron fragmentos esperados de 

1216 bp. 

 

Clonación del gen msa-1 de Babesia bovis. 

 

La clonación de los 36 productos amplificados exitosamente se realizaron 

de acuerdo al protocolo del kit TOPO TA Cloning para secuenciación (pCR ® 4-

TOPO Invitrogen). Para el montaje de las reacciones de clonación se tomaron 4 µl 

del producto fresco de PCR, 1 µl  de la solución salina y 1 µl del vector pCR® 4-

TOPO con un volumen final de 6 µl. Se mezcló y se incubó durante 5 minutos a 

temperatura ambiente y se mantuvo en hielo. Para la transformación y análisis se 

prosiguió con el descongelamiento en hielo de las células E. coli TOP10 

químicamente competente (Invitrogen ®). Se adicionaron 2 µl de la reacción de 

clonación a cada vial de E. coli, se mezcló y se incubó en hielo durante 30 minutos. 

El choque térmico de las células se realizó en baño maría durante 30 segundos a 

una temperatura de 42˚C. Se adicionaron 250 µl de medio S.O.C para después 

mantener los viales en agitación a 200 rpm durante una hora a 37˚C. Al término del 

tiempo se esparcieron 100 y 150 µl de la suspensión 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 realizó la selección de 8 colonias de cada una de las 72 placas, se 

estriaron en medio sólido 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 purificación 
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de DNA plasmídico Wizard SV 96 plasmid DNA purification system por Promega ®, 

conteniendo 800µl de medio LB líquido, y éstas fueron incubadas durante toda la 

noche a 37˚C con una agitación de 250 rpm. 

 

Purificación de DNA plasmídico 

 

La purificación del DNA plasmídico se realizó según el protocolo de lisis 

alcalina del kit Wizard SV 96 plasmid DNA purification system por Promega ®. Las 

placas adicionadas con medio LB líquido se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 

minutos, se decantó el sobrenadante. Se adicionaron 250 µl de la solución de 

resuspensión celular a cada uno de los pozos. Se adicionaron 250 de la solución 

de lisis celular y, se colocó una malla sobre la placa para su agitación por vortex. 

Se adicionaron 350 µl de la solución de neutralización a cada pozo y se mezcló por 

vortex. Se transfirieron las muestras de la placa de cultivo hacia una placa de 

filtración.  

 

Las siguientes etapas de la purificación se realizaron en un aparato de vacío 

múltiple Vac-Man® 96. La placa de filtrado se colocó en la parte superior y una 

placa de unión del DNA fue colocada en la parte inferior del aparato de vacío. Ya 

teniendo ambas placas instaladas, se utilizó vacío hasta que el líquido se filtró por 

completo y la placa de filtrado se desechó. Se adicionaron 500 µl de solución de 

neutralización a cada uno de los pozos de la placa de unión de DNA y se aplicó 

vacío durante un minuto. Se adicionó 1ml de solución de lavado a cada pozo y se 

aplicó vacío durante un minuto. Este mismo paso se repitió por una segunda vez, 

solo que en esta ocasión el vacío  fué durante 10 minutos. En esta etapa la placa 

de unión se colocó en la parte superior y una placa nueva de elución en la parte 

inferior. Se adicionaron 100 µl  de agua libre de nucleasas a cada pozo, se dejó 

reposar durante un minuto y posteriormente se aplicó vació por un minuto. Se 

removió la placa de elución, se le colocó una malla selladora y se almacenó el 

DNA a -20˚C hasta su uso. 
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Cuantificación de DNA plasmídico 

 

La cuantificación de la concentración del DNA plasmídico se realizó en un 

espectrofotómetro  a una longitud de onda de 260nm. Para verificar si el inserto 

efectivamente existía se realizó una digestión enzimática con la enzima Eco RI 

(Invitrogen ®) durante 1 hora en baño maría a 37oC. La mezcla contenía los 

siguientes reactivos: 2µl de Buffer 10x, 2µl de la enzima Eco-RI (10 U/µl), 4µl de  

DNA plasmídico y 12µl de agua libre de nucleasas a un volumen final de 20 µl. Y 

finalmente para la visualización de los fragmentos de DNA, se corrieron las 

muestras en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio, para 

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

 

Secuenciación del gen msa-1 de Babesia bovis. 

 

 La secuenciación se realizó de forma comercial por el Instituto de 

Bioinformática de la Universidad del Estado de Washington. Para esta etapa se 

utilizó el DNA plasmídico de 2 clonas de cada una de las 36 muestras obtenidas. 

Para el montaje de las reacciones se utilizaron 5.8 µl del DNA, 0.2 µl de 

oligonucleótidos M13F 5´-GTAAAACGACGGCCAG-3´ y M13R 5´-

CAGGAAACAGCTATGAC-3´, provistos por el kit TOPO TA Cloning ®, 4 µl de Big 

Dye Mix terminador v3.1 (Applied Biosystems ®) en un volumen final de 10 µl. La 

purificación de las muestras para el envío 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 eliminación de exceso de líquido de las mismas. 

Posteriormente las columnas fueron transferidas a tubos nuevos de 1.5 ml y se les 

adicionó a cada columna el producto de PCR fresco y se centrifugó durante 3 

minutos a 14,000 rpm. Se eliminaron las columnas y, el filtrado fué deshidratado en 

una centrífuga de vacío para su posterior envío a secuenciación.  
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 El protocolo de ciclado consistió en 25 ciclos conformados cada uno por una 

desnaturalización a 96˚C durante 10 segundos, una fase de alineamiento a 50˚C 

durante 15 segundos y una fase de elongación a 60˚C durante 4 minutos (Figura 

2). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Protocolo de ciclado de PCR para la secuenciación del gen msa-1 de B. 

bovis utilizado de forma rutinaria por el Instituto de Bioinformática 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 

análisis de los electroferogramas. Para el alineamiento de las secuencias se utilizó 

el programa VECTOR NTI ADVANCE 10TM (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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Identificación de genotipos del gen msa-1. 

 

 El alineamiento de las secuencias nucleotídicas 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 sección de Resultados. El agrupamiento de las secuencias en genotipos 

permitió realizar un análisis de la variabilidad del gen dentro de los hatos y entre 

los hatos.  

 

Generación de secuencias predichas de aminoácidos de MSA-1  

 

 Las secuencias de las proteínas predichas fueron obtenidas con base en  

los alineamientos nucleotídicos realizados en la fase anterior de los cuales dió 

como resultado 8 proteínas predichas apartir de los 9 genotipos. Los análisis 

fueron realizados con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10TM (Invitrogen). Para 

la creación de las proteínas predichas, se analizaron 9 moléculas de DNA 

generadas anteriormente (secuencias nucleotídicas) con el programa. Las 

moléculas son seleccionadas y se abren los archivos uno por uno de la ventana de 

exploración de la base de datos local de VECTOR NTI. Posteriormente en la 

ventana principal que ha sido abierta, se selecciona la secuencia nucleotídica de 

interés y en la aplicación de análisis se elige la opción de traducción, y crear nueva 

proteína de forma directa. Aparecerá una nueva ventana donde se ajusta la 

información referente a la proteína que se desea crear, y a consecutivamente será 

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

 

 Los cambios que se producen en el DNA como las mutaciones, deleciones, 

inserciones etcétera, pueden darnos información (hipótesis o inferencia) sobre cuál 

es la función de una proteína o para establecer las relaciones de parentesco entre 

organismos. Los métodos de reconstrucciones filogenéticas elaboran árboles 

filogenéticos, diagramas donde es mostrado el objeto a estudiar y ancestros 

comunes de éste (inferidos). La construcción del árbol filogenético puede 

realizarse a partir en este caso, de secuencias de genes o proteínas en forma de 

un alineamiento múltiple (Page y Holmes, 1998).  

 

 Los métodos de recostrucción filogenético basados en distancias (UPGMA y 

Neighbor joining) utilizan los alineamientos múltiples para calcular las distancias 

evolutivas entre las secuencias para después elaborar el árbol 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 más cercanos y calculan distancias y así  

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 

que sugiere que ningún linaje ha acumulado mutaciones más rápido que cualquier 

otro (Nei y Kumar, 2000). El método neighbor joining también agrupa de abajo 

hacia arriba y es basado en un principio de evolución mínima y un concepto de 

vecinos que están más cercanos entre sí y apartados del resto (Sullivan et al., 

2005).  

 Los métodos anteriores, basados en caracteres, utilizan la información de 

cada sitio y posición de los alineamientos múltiples para elaboración del árbol 

filogenético. El método de máxima parsimonia se basa en el principio de que el 

árbol más probable (parsimonioso) es el que tiene un menor número de cambios, 

similar al principio de la evolución mínima (Rzhetsky y Nei, 1992).  
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 Para la realización de esta etapa se construyeron diferentes árboles 

filogenéticos empleando las secuencias de nucleótidos obtenidas previamente con 

el programa VECTOR NTI ADVANCE 10TM (Invitrogen) y se realizó por medio de 

los diferentes métodos antes mencionados (Máxima parsimonia, Mínima evolución, 

Neighbor joining, y UPGMA) proporcionados por el programa filogenético MEGA 4, 

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

conjuntos de datos múltiples 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 árbol filogenético.  

 

 El análisis 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, así 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 

 

Selección 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 

Verdineño 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 

serológicas. 

 

  Las muestras de los sueros obtenidos de los animales del rancho el 

Verdineño 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 
Número total 

Positivos a 
IFI 

2do Muestreo 
Número total 

 

Positivos a IFI 

Rancho El 
Verdineño, 
Nayarit 

 
100 
 

 
91 

 
100 

 
83 

Rancho La Joya, 
Jalisco 

 
100 

 
45 

 
100 

 
45 

 

Cuadro 2. Resultados del análisis a la infección por Babesia bovis mediante la 

inmunofluorescencia indirecta. Se muestra el número de animales analizados y el 

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

 

 Para la amplificación del gen msa-1 se utilizaron las muestras de DNA 

genómico extraído a partir de las muestras de sangre obtenidas de animales 

seleccionados en el primer análisis como se indicó en la sección anterior. El DNA 

genómico se amplificó con un PCR primario con el uso de los oligonucleótidos 

específicos (cuadro 1) como se describió en Materiales y Métodos. Al no poder 

visualizar ningún amplicón en esta primera etapa, se decidió realizar una 

purificación de los productos de PCR primario mediante el corte del gel de agarosa 

1%, a nivel del tamaño esperado del amplicón (Figura 3).  

 

 

 

  

Figura 3. Amplificación 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 amplificación 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 utilizó un 

carril de separación entre cada muestra para evitar contaminación. 

1 

1000 pb 

1000 pb 

1 

1 23 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 
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 Como se mencionó anteriormente, de las muestras que no se observaron 

bandas positivas, se realizó la extracción de DNA mediante la purificación de 

productos de PCR a partir de geles de agarosa 1% para su posterior amplificación 

con un PCR anidado con el uso de los oligonucleótidos específicos (cuadro 1). El 

producto fué analizado en un gel de agarosa 1% , con lo que se obtuvo un 

amplicón esperado de 1381 bp y (Figura 4).   

 

 

 

 

Figura 4. Amplificación 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 

amplificación 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 realizó un segundo PCR anidado que amplifican un fragmento 

de 1216 bp,  es de menor tamaño al esperado después del segundo PCR. Estos 

oligonucleótidos fueron el msa-1F 2do anidado y el msa-1R 2do anidado. El 

producto se analizó en un gel de agarosa 1% y se visualizó mediante excitación 

con luz UV  y tinción con bromuro de etidio (Figura 5). 

 

 

 

 

Figura 5. Amplificación del gen msa-1 por un segundo PCR anidado de 21 

muestras de Nayarit. En los carriles 15 y 19, de la parte superior y en el carril 3 de 

la parte inferior del gel se observa una banda que corresponde en tamaño 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 logró 

la amplificación del gen; Para el rancho de Jalisco, 2 muestras del primer muestreo 

y 3 muestras del segundo muestreo se lograron amplificar. Este experimento se 

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

 

Clonación del gen msa-1 

 

 La clonación molecular del gen se hizo con un kit comercial (Invitrogen) lo 

que permitió obtener colonias de bacterias conteniendo como inserto la secuencia 

del gen amplificado de msa-1. Para comprobar que el inserto efectivamente 

pertenecía al fragmento deseado, se extrajo el DNA plasmídico a partir de 

poblaciones clonales de bacterias, y posteriormente se realizó una digestión 

enzimática con EcoRI y así se verificó la presencia del inserto correspondiente a 

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

 

 

 

 

Figura 6. Digestión enzimática del DNA plasmídico purificado. En los carriles 3, 5, 

7, 9 y 11 se muestra el ensayo de digestión enzimática con la enzima EcoRI con el 

DNA plasmídico 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 (tamaños esperados: 1498 pb, 1381 bp y 1216 pb). 

El marcador de peso molecular se muestra en el carril 1. 

1000 bp 

1 3 5 7 9 11 



 44 

Generación de las secuencias consenso 

 

 Se utilizaron 2 clonas de cada una de las 36 muestras de DNA plasmídico 

para su posterior secuenciación. 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 análisis de los 

electroferogramas. Al análisis se corroboraron la identidad de nucleótidos, 

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

 

Alineamiento múltiple de secuencias. 

 

 Se realizó el alineamiento múltiple 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 posición idéntica del 51%, y  una posición consenso del 

93.7 % donde pueden observarse deleciones, inserciones y/o sustituciones 

provocando que el gen de msa-1 tenga diferentes longitudes en oposición a la 

longitud  antes reportada de 960 pb (Hines, 1992; Suárez 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 Verdineño, Nayarit revelan una longitud 

de 960 pb, 11 secuencias ubicadas en el Verdineño, Nayarit y La Joya, Jalisco 

muestran una longitud de 993 pb, y dos más del Verdineño cuentan con una 

longitud de 1001 pb y 1005 pb respectivamente. Las moléculas de msa-1  

demostraron áreas conservadas en las regiones amino-terminal y carboxi-terminal. 

Cabe resaltar que las muestras con el número 3616v1 y 4526v1 son las menos 

conservadas en comparación del resto debido a inserciones ubicadas en las 

posiciones 79, 770, 796, 847, 863, y deleción en la posición 938 (figura 7).  
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                  1                                                                   70 
   5591v1     (1) ATGGCCACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

    53nj1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

     2vj2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

   4507v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

   5585v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

   8513v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

    32aj1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

    32aj2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

   4548v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

    32bj2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

   3616v1     (1) ATGGTTGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCCATTGCATCTTCCGAGCAAGAGG 

   4526v1     (1) ATGGTTGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCCATTGCATCTTCCGAGCAAGAGG 

   4537v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   1520v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   1572v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3538v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3571v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3597v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3600v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3601v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3605v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   3611v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4501v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4503v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4504v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4506v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4509v2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4517v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4523v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4536v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4544v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4544v2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4565v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   5503v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   5545v1     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

   4504v2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCAGAACCAAGGT 

      Mo7     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCGGGTGAAGAAT 

                  71                                                                 140 

   5591v1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

    53nj1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

     2vj2    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

   4507v1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

   5585v1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

   8513v1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

    32aj1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

    32aj2    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

   4548v1    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

    32bj2    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

   3616v1    (71) TGGCTCAACAGCCGGCTCCATCCTTTGTTAGAGTTGTTGATACTTCATCACCTCTTCCCGAAGGATCTCT 

   4526v1    (71) TGGCTCAACAGTCGGCTCCATCCTTTGTTAGAGTTGTTGATACTTCATCACCTCTTCCCGAAGGATCTCT 

   4537v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   1520v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   1572v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3538v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3571v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3597v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3600v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3601v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3605v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   3611v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4501v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4503v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4504v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4506v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4509v2    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4517v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4523v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 
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   4536v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4544v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4544v2    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4565v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   5503v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   5545v1    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

   4504v2    (71) CAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCCGATCTCCCCGAAGGATATCT 

      Mo7    (71) TGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATCGTCCTTCCCGAAGGATCATT 

                  141                                                                210 

   5591v1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

    53nj1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

     2vj2   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

   4507v1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

   5585v1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

   8513v1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

    32aj1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

    32aj2   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

   4548v1   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

    32bj2   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATT 

   3616v1   (141) TTACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCCGTTGAAAGTTTCGACAAGGGTAGATTGTATGGTGCGATT 

   4526v1   (141) TTACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCCGTTGAAAGTTTCGACAAGGGTAGATTGTATGGTGTGATT 

   4537v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   1520v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   1572v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3538v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3571v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3597v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3600v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3601v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3605v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   3611v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4501v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4503v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4504v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4506v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4509v2   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4517v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4523v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4536v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4544v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4544v2   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4565v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   5503v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   5545v1   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

   4504v2   (129) TTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGCTTCGATAAGACTAAATTGTATGCGGTTATT 

      Mo7   (129) CTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGTTTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTT 

                  211                                                                280 

   5591v1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAGGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

    53nj1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

     2vj2   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

   4507v1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

   5585v1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

   8513v1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

    32aj1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAGGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

    32aj2   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAGGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

   4548v1   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAGGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

    32bj2   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

   3616v1   (211) TCTGCCAACTTCAAGGCCGTCAGAATGGAGGATCAGCAGGTCGAGAATGTTTTTACCTATATTTACAAAG 

   4526v1   (211) TCTGCCAACTTCAAGGCCGTCAGAATGGAGGATCAGCAGGTCGAGAATGTTTTTACCTATATTTACAAAG 

   4537v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   1520v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   1572v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   3538v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   3571v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   3597v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   3600v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   3601v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   3605v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 
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   3611v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4501v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4503v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4504v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4506v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4509v2   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4517v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4523v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4536v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4544v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4544v2   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4565v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   5503v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   5545v1   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

   4504v2   (199) GCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCTGATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAG 

      Mo7   (199) TCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGATGATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAG 

                  281                                                                350 

   5591v1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

    53nj1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

     2vj2   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

   4507v1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

   5585v1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

   8513v1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

    32aj1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

    32aj2   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

   4548v1   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

    32bj2   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

   3616v1   (281) TTAGGGATATGATAAAGAAGAACCCTATTATTGCTCCTGAACTATTTAAAGAAACTGCTAAGGACAGTTT 

   4526v1   (281) TTAGGGATATGATAAAGAAGAACCCTATTATTGCTCCTGAACTATTTAAAGAAACTGCTAAGGACAGTTT 

   4537v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   1520v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   1572v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3538v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3571v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3597v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3600v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3601v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3605v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   3611v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4501v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4503v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4504v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4506v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4509v2   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4517v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4523v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4536v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4544v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4544v2   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4565v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   5503v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   5545v1   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

   4504v2   (269) TCAGTGCATCGATAAAGGTTAACCCAATGATTAATTCCGGCCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTT 

      Mo7   (269) TCAACGCATTGATAAAGAACAATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTT 

                  351                                                                420 

   5591v1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGCCAATGGTCCTCAGAATT 

    53nj1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

     2vj2   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

   4507v1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

   5585v1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

   8513v1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

    32aj1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

    32aj2   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

   4548v1   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

    32bj2   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

   3616v1   (351) TACAAGTAGCAGTGACGAGGTTAAATTTAAAGCTATATTTGACTCCGTTGTGTCTATGCTTCAAAGAATT 

   4526v1   (351) TACAAGTAGCAGTGACGAGGTTAAATTTAAAGCTATATTTGACTCCGTTGTGTCTATGCTTCAAAGAATT 

   4537v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 
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   1520v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   1572v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3538v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3571v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3597v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3600v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3601v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3605v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   3611v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4501v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4503v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4504v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4506v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4509v2   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4517v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4523v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4536v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4544v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4544v2   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4565v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   5503v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   5545v1   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

   4504v2   (339) TTCAGGCAAGACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

      Mo7   (339) TTCAACTAAGAATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

                  421                                                                490 

   5591v1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

    53nj1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

     2vj2   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

   4507v1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

   5585v1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

   8513v1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

    32aj1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

    32aj2   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

   4548v1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

    32bj2   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

   3616v1   (421) TACCACATGCAAGCAAAATTGGAATCATTACAGTATGGTCCTCAGATGACACAGGAAAATCGTAACAAAG 

   4526v1   (421) TACCACATGCAAGCAAAATTGGAATCATTACAGTATGGTCCTCAGATGACACAGGAAAATCGTAACAAAG 

   4537v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   1520v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   1572v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3538v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3571v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3597v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3600v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3601v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3605v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   3611v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4501v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4503v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4504v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4506v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4509v2   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4517v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4523v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4536v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4544v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4544v2   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4565v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   5503v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   5545v1   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 

   4504v2   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGATCGTAAAAAGG 

      Mo7   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGATCGTGAGAAGG 
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                  491                                                                560 

   5591v1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

    53nj1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

     2vj2   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

   4507v1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

   5585v1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

   8513v1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

    32aj1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

    32aj2   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

   4548v1   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

    32bj2   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

   3616v1   (491) CAGAGGAATATTTTAAACAGCACGTTTATAAGACCGAAGGAAGTGTTAACGTAGATAACATGGCTACTGT 

   4526v1   (491) CAGAGGAATATTTTAAACAGCACGTTTATAAGACCGAAGGAAGTGTTAACGTAGATAACATGGCTACTGT 

   4537v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   1520v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   1572v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3538v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3571v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3597v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3600v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3601v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3605v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   3611v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4501v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4503v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4504v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4506v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4509v2   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4517v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4523v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4536v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4544v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4544v2   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4565v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   5503v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   5545v1   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

   4504v2   (479) CAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAATGTCGAAGGTATGGCTGCTGT 

      Mo7   (479) CAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGACGTCAACGGTATGGCTGGTGT 

                  561                                                                630 

   5591v1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

    53nj1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

     2vj2   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

   4507v1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

   5585v1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

   8513v1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

    32aj1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

    32aj2   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

   4548v1   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

    32bj2   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

   3616v1   (561) ATGCAAAGGCTTTTTGAGTGATGTGTCATACTTTTACAAACTTGCTGTATATTTTGATGATTTTTGGAAA 

   4526v1   (561) ATGCAAAGGCTTTTTGAGTGATGTGTCATACTTTTACAAACTTGCTGTATATTTTGATGATTTTTGGAAA 

   4537v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGTCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   1520v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   1572v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3538v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3571v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3597v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3600v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3601v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3605v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   3611v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4501v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4503v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4504v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4506v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4509v2   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4517v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4523v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 
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   4536v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4544v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4544v2   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4565v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   5503v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   5545v1   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

   4504v2   (549) GTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAACTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGA 

      Mo7   (549) TTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAACTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACAT 

                  631                                                                700 

   5591v1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

    53nj1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

     2vj2   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

   4507v1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

   5585v1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

   8513v1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

    32aj1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

    32aj2   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

   4548v1   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

    32bj2   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGAT-TA 

   3616v1   (631) GCTAAACATGAAGCAGGGATGGGTAATTTTATTACACCTGAAGAAACAATCGTACCTCCT-CAGGAACTC 

   4526v1   (631) GCTAAACATGAAGCAGGGATGGGTAATTTTATTACACCTGAAGAAACAATCGTACCTCCT-CAGGAACTC 

   4537v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGAAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   1520v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   1572v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3538v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3571v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3597v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3600v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3601v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3605v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   3611v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4501v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4503v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4504v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4506v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4509v2   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4517v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4523v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4536v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4544v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4544v2   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4565v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   5503v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   5545v1   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

   4504v2   (619) GGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTATGTTGAACCTGACCCTGATCTCACGCTTCCTGAGGGAT-TA 

      Mo7   (619) GCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTTGTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCT-AAGGATGTT 

                  701                                                                770 

   5591v1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

    53nj1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

     2vj2   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

   4507v1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

   5585v1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

   8513v1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

    32aj1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

    32aj2   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

   4548v1   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

    32bj2   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGT 

   3616v1   (700) ATCACTGCTGTAGAA---TCA----CAAGAGGAA---CCTGGCCGAACTGAGAATGGTGATTCACGCCCT 

   4526v1   (700) ATCACTGCTGTAGAA---TCA----CAAGAGGAA---CCTGGCCGAACTGAGAATGGTGATTCACGCCCT 

   4537v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   1520v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   1572v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   3538v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   3571v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   3597v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   3600v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   3601v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   3605v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 
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   3611v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4501v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4503v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4504v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4506v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4509v2   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4517v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4523v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4536v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4544v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4544v2   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4565v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   5503v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   5545v1   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

   4504v2   (688) ATCGCTGAAGTAGAAAAGGAAGTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATGGTTCACCCGGT 

      Mo7   (688) ACTGATGCATTAGAAAAGGAATT-GCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCT 

                  771                                                                840 

   5591v1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

    53nj1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

     2vj2   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

   4507v1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

   5585v1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

   8513v1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

    32aj1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCAT 

    32aj2   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCAT 

   4548v1   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCAT 

    32bj2   (757) ACTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCAT 

   3616v1   (760) CAAGGCGAAGCTGGTTCTGGAAGTGGCGATGGTGTGTCCGTTGTCCCACAAACACCTGGAAAAGACCAAC 

   4526v1   (760) CAAGGCGAAGCTGGTTCTGGAAGTGGCGATGGTGTGTCCGTTGTCCCACAAACACCTGGAAAAGACCAAC 

   4537v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   1520v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   1572v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3538v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3571v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3597v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3600v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3601v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3605v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   3611v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4501v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4503v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4504v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4506v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4509v2   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4517v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4523v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4536v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4544v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4544v2   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4565v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   5503v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   5545v1   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

   4504v2   (757) CCTGGAGCAGTCCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCA------CAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCAT 

      Mo7   (757) CCAGGTGATG---------CATCTGGCGTCCAACAA---------------------------CCGCCTG 

                  841                                                                910 

   5591v1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

    53nj1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

     2vj2   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

   4507v1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

   5585v1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

   8513v1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

    32aj1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

    32aj2   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

   4548v1   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

    32bj2   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

   3616v1   (830) CTCCAGCTACCTCACCTACAGTCCAACCAGCTGTG-CCAAACCCATCCCAAGCTGACCAACCAA----GC 

   4526v1   (830) CTCCAGCTACCTCACCTACAGTCCAACCAGCTGTG-CCAAACCCATCCCAAGCTGACCAACCAACCAAGC 

   4537v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 
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   1520v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   1572v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3538v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3571v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3597v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3600v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3601v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3605v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   3611v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4501v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4503v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4504v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4506v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4509v2   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4517v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4523v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4536v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4544v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4544v2   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4565v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   5503v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   5545v1   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

   4504v2   (821) CTTCACCTAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGAT---TC 

      Mo7   (791) CATCAGGAACATCCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAG---TC 

                  911                                                                980 

   5591v1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

    53nj1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

     2vj2   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4507v1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   5585v1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   8513v1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

    32aj1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

    32aj2   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4548v1   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

    32bj2   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3616v1   (895) CTGA--AGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTTCACCCAAGCCTGCC------TCTTTCACCTTTGGCGGA 

   4526v1   (899) CTGA--AGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTTCACCCAAGCCTGCC------TCTTTCACCTTTGGCGGA 

   4537v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   1520v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   1572v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3538v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3571v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3597v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3600v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3601v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3605v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   3611v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4501v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4503v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4504v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4506v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4509v2   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4517v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4523v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4536v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4544v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4544v2   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4565v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   5503v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   5545v1   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

   4504v2   (888) CTCACAAGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAAATCTTCATTCACCTATGGCGGA 

      Mo7   (849) CTCA---GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGGATCTTCTTTCACCTATGGCGGA 
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                  981                                      1025 

   5591v1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

    53nj1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

     2vj2   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4507v1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   5585v1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   8513v1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

    32aj1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

    32aj2   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4548v1   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

    32bj2   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3616v1   (957) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4526v1   (961) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4537v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   1520v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   1572v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3538v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3571v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3597v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3600v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3601v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3605v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   3611v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4501v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4503v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4504v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4506v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4509v2   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4517v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4523v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4536v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4544v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4544v2   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4565v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   5503v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   5545v1   (916) TTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

   4504v2   (949) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

      Mo7   (916) TTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGCATTTTAA 

 

 
 

Figura 7. Alineamiento múltiple 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 Verdineño, 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 múltiple de los genotipos. 

 

 A partir del alineamiento nucleótidico del gen msa-1, se realizó un 

agrupamiento basado en el 100% de identidad entre las secuencias de un mismo 

grupo. Se estableció que las 36 secuencias formaban 9 grupos lo que dio como 

resultado la identificación de 9 genotipos diferentes, y un menor número de 

secuencias lo que facilitó su análisis. En la figura 8 se muestra el alineamiento de 

los diferentes genotipos encontrados. Los análisis de las secuencias muestran una 

identidad consenso del 50.5% e indican que dentro del rancho del Verdineño se 

encuentran establecidos ocho de los nueve genotipos sugeridos aquí (Genotipo 1, 

2, 3, 5, 6, 7, 8 y 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 Verdineño, Nayarit 1 1 5591 

4507 

5585 

  2 1 

8513 

  3 1 4548 

  5 1 3616 

  6 1 4526 

  7 1 4537 

1520        4501 

1572        4503 

3538        4504 

3571        4506 

3597        4517 

3600        4523 

3601        4536 

3605        4544 

3611        4565 

  8 1 

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.  Distribución de genotipos. Se muestra la integración de los 9 genotipos 

encontrados de acuerdo al rancho al que pertenecen, el número de muestreo y 

número de identificación de cada una de las muestras analizadas. 
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                           1                                                         60 
Genotipo 1     (1) ATGGCCACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCA 

Genotipo 2     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCA 

Genotipo 3     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCA 

Genotipo 4     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCA 

Genotipo 9     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTCGGCCGTTACGTCGTCA 

Genotipo 7     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCG 

Genotipo 8     (1) ATGGCTACGTTTGCTCTTTTCATTTCAGCCTTGTGCTGTGTTTTGGCAATTACATCGGCG 

Genotipo 5     (1) ATGGTTGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCCATTGCATCTTCC 

Genotipo 6     (1) ATGGTTGCGTTTGTCTTTTTTATCTCAGCCCTGTGCTGTGTCTCGGCCATTGCATCTTCC 

                   61                                                       120 

Genotipo 1    (61) GAACCAAGGTCAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC 

Genotipo 2    (61) GAACCAAGGTCAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC 

Genotipo 3    (61) GAACCAAGGTCAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC 

Genotipo 4    (61) GAACCAAGGTCAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC 

Genotipo 9    (61) GAACCAAGGTCAGCTGAA------------AACGTTATTAGAGTTATCGATTCTTCATCC 

Genotipo 7    (61) GGTGAAGAATTGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATC 

Genotipo 8    (61) GGTGAAGAATTGACACAA------------TCCGATGTTAGAAATGCCGATACTTCAATC 

Genotipo 5    (61) GAGCAAGAGGTGGCTCAACAGCCGGCTCCATCCTTTGTTAGAGTTGTTGATACTTCATCA 

Genotipo 6    (61) GAGCAAGAGGTGGCTCAACAGTCGGCTCCATCCTTTGTTAGAGTTGTTGATACTTCATCA 

                   121                                                      180 

Genotipo 1   (109) GATCTCCCCGAAGGATATCTTTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGC 

Genotipo 2   (109) GATCTCCCCGAAGGATATCTTTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGC 

Genotipo 3   (109) GATCTCCCCGAAGGATATCTTTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGC 

Genotipo 4   (109) GATCTCCCCGAAGGATATCTTTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGC 

Genotipo 9   (109) GATCTCCCCGAAGGATATCTTTACGATGATATGGCTAAGTTCTACGGTGCCGTTGAAAGC 

Genotipo 7   (109) GTCCTTCCCGAAGGATCATTCTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGT 

Genotipo 8   (109) GTCCTTCCCGAAGGATCATTCTACGATGACATGTCTAAGTTCTACGGTGCTGTTGGAAGT 

Genotipo 5   (121) CCTCTTCCCGAAGGATCTCTTTACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCCGTTGAAAGT 

Genotipo 6   (121) CCTCTTCCCGAAGGATCTCTTTACGATGATATGAATAAATTCTATGGTGCCGTTGAAAGT 

                   181                                                      240 

Genotipo 1   (169) TTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCT 

Genotipo 2   (169) TTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCT 

Genotipo 3   (169) TTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCT 

Genotipo 4   (169) TTCGATAAGACTAAATTGTATGCTGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCT 

Genotipo 9   (169) TTCGATAAGACTAAATTGTATGCGGTTATTGCTGCTAACTTCAGAAACGGCGGGCTAGCT 

Genotipo 7   (169) TTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTTTCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGAT 

Genotipo 8   (169) TTCGACCAGACCAAATTGTATAGCGTTCTTTCTGCTAACTTCAAAGCCGCTAAAATGGAT 

Genotipo 5   (181) TTCGACAAGGGTAGATTGTATGGTGCGATTTCTGCCAACTTCAAGGCCGTCAGAATGGAG 

Genotipo 6   (181) TTCGACAAGGGTAGATTGTATGGTGTGATTTCTGCCAACTTCAAGGCCGTCAGAATGGAG 

                   241                                                      300 

Genotipo 1   (229) GATGAAAGGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT 

Genotipo 2   (229) GATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT 

Genotipo 3   (229) GATGAAAAGGTTAAGGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT 

Genotipo 4   (229) GATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT 

Genotipo 9   (229) GATGAAAAGGTTAAAGAAGCTTTTACCAGTCTATACAAAGTCAGTGCATCGATAAAGGTT 

Genotipo 7   (229) GATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAGTCAACGCATTGATAAAGAAC 

Genotipo 8   (229) GATCAGAAGGTAAAAGACACATTCAAAAATTTATACAAAGTCAACGCATTGATAAAGAAC 

Genotipo 5   (241) GATCAGCAGGTCGAGAATGTTTTTACCTATATTTACAAAGTTAGGGATATGATAAAGAAG 

Genotipo 6   (241) GATCAGCAGGTCGAGAATGTTTTTACCTATATTTACAAAGTTAGGGATATGATAAAGAAG 

                   301                                                      360 

Genotipo 1   (289) AACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTTCAGGCAAG 

Genotipo 2   (289) AACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTTCAGGCAAG 

Genotipo 3   (289) AACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTTCAGGCAAG 

Genotipo 4   (289) AACCCAATGATTAATTCCGACCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTTCAGGCAAG 

Genotipo 9   (289) AACCCAATGATTAATTCCGGCCTTTTTAAAGAAGAGGCTGTAAGCAGTTTTTCAGGCAAG 

Genotipo 7   (289) AATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTTTTCAACTAAG 

Genotipo 8   (289) AATCCTATGATTCGCCCTGATCTATTTAATGCAACTATTGTTAGCGGTTTTTCAACTAAG 

Genotipo 5   (301) AACCCTATTATTGCTCCTGAACTATTTAAAGAAACTGCTAAGGACAGTTTTACAAGTAGC 

Genotipo 6   (301) AACCCTATTATTGCTCCTGAACTATTTAAAGAAACTGCTAAGGACAGTTTTACAAGTAGC 
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                   361                                                      420 

Genotipo 1   (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGCCAATGGTCCTCAGAATT 

Genotipo 2   (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

Genotipo 3   (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

Genotipo 4   (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

Genotipo 9   (349) ACAGACAAGGATAAATTCAATGCTATATTTGAATCTATTAAGACAATGGTCCTCAGAATT 

Genotipo 7   (349) AATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

Genotipo 8   (349) AATGACGAGGAAAAATTCAATGCTATATTTGATTCCATTAAGGGAATGTACTATAGAGCT 

Genotipo 5   (361) AGTGACGAGGTTAAATTTAAAGCTATATTTGACTCCGTTGTGTCTATGCTTCAAAGAATT 

Genotipo 6   (361) AGTGACGAGGTTAAATTTAAAGCTATATTTGACTCCGTTGTGTCTATGCTTCAAAGAATT 

                   421                                                      480 

Genotipo 1   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGAT 

Genotipo 2   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGAT 

Genotipo 3   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGAT 

Genotipo 4   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGAT 

Genotipo 9   (409) AACCACATGCAAACATTTTTGAAAGGACTAGACTGGAGTTCTGAGATAACCGAAGGTGAT 

Genotipo 7   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGAT 

Genotipo 8   (409) CAACACATGGACAAATATTTGAAGTCACTAAGGTGGAATACTGATATTGTTGAGGAAGAT 

Genotipo 5   (421) TACCACATGCAAGCAAAATTGGAATCATTACAGTATGGTCCTCAGATGACACAGGAAAAT 

Genotipo 6   (421) TACCACATGCAAGCAAAATTGGAATCATTACAGTATGGTCCTCAGATGACACAGGAAAAT 

                   481                                                      540 

Genotipo 1   (469) CGTAAAAAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT 

Genotipo 2   (469) CGTAAAAAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT 

Genotipo 3   (469) CGTAAAAAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT 

Genotipo 4   (469) CGTAAAAAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT 

Genotipo 9   (469) CGTAAAAAGGCAGAGGAGTATTTCAAGAAGCATGTCTACAAGGAGGAATACAAGGTTAAT 

Genotipo 7   (469) CGTGAGAAGGCAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGAC 

Genotipo 8   (469) CGTGAGAAGGCAGTTGAATATTTCAAGAAGCATGTTTATACGGGGGAACACGTTGTTGAC 

Genotipo 5   (481) CGTAACAAAGCAGAGGAATATTTTAAACAGCACGTTTATAAGACCGAAGGAAGTGTTAAC 

Genotipo 6   (481) CGTAACAAAGCAGAGGAATATTTTAAACAGCACGTTTATAAGACCGAAGGAAGTGTTAAC 

                   541                                                      600 

Genotipo 1   (529) GTCGAAGGTATGGCTGCTGTGTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAA 

Genotipo 2   (529) GTCGAAGGTATGGCTGCTGTGTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAA 

Genotipo 3   (529) GTCGAAGGTATGGCTGCTGTGTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAA 

Genotipo 4   (529) GTCGAAGGTATGGCTGCTGTGTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAA 

Genotipo 9   (529) GTCGAAGGTATGGCTGCTGTGTGCAAAGGGTTTTTGGGTGATGGATCAGACTTTAATAAA 

Genotipo 7   (529) GTCAACGGTATGGCTGGTGTTTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGTCTCTGATTTCTACAAA 

Genotipo 8   (529) GTCAACGGTATGGCTGGTGTTTGCAAGGAGTTTTTAAGCCCGGCCTCTGATTTCTACAAA 

Genotipo 5   (541) GTAGATAACATGGCTACTGTATGCAAAGGCTTTTTGAGTGATGTGTCATACTTTTACAAA 

Genotipo 6   (541) GTAGATAACATGGCTACTGTATGCAAAGGCTTTTTGAGTGATGTGTCATACTTTTACAAA 

                   601                                                      660 

Genotipo 1   (589) CTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT 

Genotipo 2   (589) CTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT 

Genotipo 3   (589) CTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT 

Genotipo 4   (589) CTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT 

Genotipo 9   (589) CTTGTTGTAACGTTTGATGATTTTGCAAGAGGTAGACATTATGGACTTGCAGAGAATTAT 

Genotipo 7   (589) CTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACATGCTAAGGTGCACGCTCAAGAAGGAAATTTT 

Genotipo 8   (589) CTTGTTGAGTCTTTTGATGCGTTTGCACATGCTAAGGTGCACGCTCAAGTAGGAAATTTT 

Genotipo 5   (601) CTTGCTGTATATTTTGATGATTTTTGGAAAGCTAAACATGAAGCAGGGATGGGTAATTTT 

Genotipo 6   (601) CTTGCTGTATATTTTGATGATTTTTGGAAAGCTAAACATGAAGCAGGGATGGGTAATTTT 

                   661                                                      720 

Genotipo 1   (649) GTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGATTAATCGCTGAAGTAGAAAAGGAA 

Genotipo 2   (649) GTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGATTAATCGCTGAAGTAGAAAAGGAA 

Genotipo 3   (649) GTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGATTAATCGCTGAAGTAGAAAAGGAA 

Genotipo 4   (649) GTTGAACCTAACCCTGATCTCACGCTTCCTGAAGGATTAATCGCTGAAGTAGAAAAGGAA 

Genotipo 9   (649) GTTGAACCTGACCCTGATCTCACGCTTCCTGAGGGATTAATCGCTGAAGTAGAAAAGGAA 

Genotipo 7   (649) GTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCTAAGGATGTTACTGATGCATTAGAAAAGGAA 

Genotipo 8   (649) GTTAAACCTGGAACTGACATCGCTCCTCCTAAGGATGTTACTGATGCATTAGAAAAGGAA 

Genotipo 5   (661) ATTACACCTGAAGAAACAATCGTACCTCCTCAGGAACTCATCACTGCTGTAGAA---TCA 

Genotipo 6   (661) ATTACACCTGAAGAAACAATCGTACCTCCTCAGGAACTCATCACTGCTGTAGAA---TCA 
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                   721                                                      780 

Genotipo 1   (709) GTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGTACTGGAGCAGT 

Genotipo 2   (709) GTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGTACTGGAGCAGT 

Genotipo 3   (709) GTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGTACTGGAGCAGT 

Genotipo 4   (709) GTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATCGTTCACCCGGTACTGGAGCAGT 

Genotipo 9   (709) GTAGCAACCGTTAAA-CCTGTAGAAAGAGAGAATAATGGTTCACCCGGTCCTGGAGCAGT 

Genotipo 7   (709) -TTGCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCTCCAGGTG---- 

Genotipo 8   (709) -TTGCAAGAGCAAAAACCTGCACGAAGTGAGAGCACCGAAGTACCCGCTCCAGGTG---- 

Genotipo 5   (718) ----CAAGAGGAA---CCTGGCCGAACTGAGAATGGTGATTCACGCCCTCAAGGCGAAG- 

Genotipo 6   (718) ----CAAGAGGAA---CCTGGCCGAACTGAGAATGGTGATTCACGCCCTCAAGGCGAAG- 

                   781                                                      840 

Genotipo 1   (768) CCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCACAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCATCTTCACC 

Genotipo 2   (768) CCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCACAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCATCTTCACC 

Genotipo 3   (768) CCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCACAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCATCTTCACC 

Genotipo 4   (768) CCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCACAGCAAGAAATTCCTACTCCCTCATCTTCACC 

Genotipo 9   (768) CCCACAGCCACCTGTAGACGGACAAGCACAGCAAGAAATTTCTACTCCCCCATCTTCACC 

Genotipo 7   (764) -----ATGCATCTGGCGTCCAACAA---------------CCGCCTGCATCAGGAACA-- 

Genotipo 8   (764) -----ATGCATCTGGCGTCCAACAA---------------CCGCCTGCATCAGGAACA-- 

Genotipo 5   (770) -----CTGGTTCTGGAAGTGGCGATGGTGTGTCCGTTGTCCCACAAACACCTGGAAAAGA 

Genotipo 6   (770) -----CTGGTTCTGGAAGTGGCGATGGTGTGTCCGTTGTCCCACAAACACCTGGAAAAGA 

                   841                                                      900 

Genotipo 1   (828) TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGATTC 

Genotipo 2   (828) TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGATTC 

Genotipo 3   (828) TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGATTC 

Genotipo 4   (828) TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGATTC 

Genotipo 9   (828) TAGTTCTCCTGAGTCTCAATCACCTCAGACTCAAGGTGCTGAAAACCCATCTCCAGATTC 

Genotipo 7   (802) ---T-CCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAGTC 

Genotipo 8   (802) ---T-CCCCG------CAAGGACCTG---CTCCGACTACACCCAGCCCATCTCCAGAGTC 

Genotipo 5   (825) CCAACCTCCAGCTACCTCACCTACAGTCCAACCAGCTGTGCCAAACCCATCCCAAGCTGA 

Genotipo 6   (825) CCAACCTCCAGCTACCTCACCTACAGTCCAACCAGCTGTGCCAAACCCATCCCAAGCTGA 

                   901                                                      960 

Genotipo 1   (888) CTCAC-----A-------AGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAA 

Genotipo 2   (888) CTCAC-----A-------AGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAA 

Genotipo 3   (888) CTCAC-----A-------AGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAA 

Genotipo 4   (888) CTCAC-----A-------AGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAA 

Genotipo 9   (888) CTCAC-----A-------AGGAAACCTCAATGGACAACGTG---------AACCAGCCAA 

Genotipo 7   (849) CTCA---------------GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGG 

Genotipo 8   (849) CTCA---------------GGAAACCTCCAAGGACAACAGGGTACAACCAAGCCAGCCGG 

Genotipo 5   (885) CCAACCAA----GCCTGAAGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTTCACCCAAGCCTGCC-- 

Genotipo 6   (885) CCAACCAACCAAGCCTGAAGGTAACCTCAATGGACAACAGGGTTCACCCAAGCCTGCC-- 

                   961                                                     1020 

Genotipo 1   (927) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 2   (927) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 3   (927) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 4   (927) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 9   (927) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 7   (894) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 8   (894) ATCTTCATTCACCTATGGCGGATTGACTGTGGCCACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 5   (939) ----TCTTTCACCTTTGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 

Genotipo 6   (943) ----TCTTTCACCTTTGGCGGATTGACTGTGGCTACTCTCTGCTACTTCGTTCTCTCTGC 
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                   1021 

Genotipo 1   (987) ATTTTAA 

Genotipo 2   (987) ATTTTAA 

Genotipo 3   (987) ATTTTAA 

Genotipo 4   (987) ATTTTAA 

Genotipo 9   (987) ATTTTAA 

Genotipo 7   (954) ATTTTAA 

Genotipo 8   (954) ATTTTAA 

Genotipo 5   (995) ATTTTAA 

Genotipo 6   (999) ATTTTAA 

 

 

Figura 8. Alineamiento nucleotídico 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 múltiple de la secuencia de aminoácidos de MSA-1 de Babesia 

bovis. 

 

 El alineamiento múltiple de proteínas predichas, se realizó a partir de la 

secuencias de los 9 genotipos de msa-1. El alineamiento mostró 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 nucleotídicas comparten 

identidad al 100% a nivel de proteína predicha. Cabe mencionar que ambos 

genotipos se encuentran localizados en el rancho la Joya, de Jalisco. Las 

proteínas 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 análisis 

correspondientes se realizaron con el programa VECTOR NTI ADVANCE 10TM 

(Invitrogen) (Figura 9). 
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                  1                                                         60 

Genotipo 1    (1) MATFALFISALCCVSAVTSSEP----RSAENVIRVIDSSSDLPEGYLYDDMAKFYGAVES 

Genotipo 2    (1) MATFALFISALCCVSAVTSSEP----RSAENVIRVIDSSSDLPEGYLYDDMAKFYGAVES 

Genotipo 3    (1) MATFALFISALCCVSAVTSSEP----RSAENVIRVIDSSSDLPEGYLYDDMAKFYGAVES 

Genotipo 4    (1) MATFALFISALCCVSAVTSSEP----RSAENVIRVIDSSSDLPEGYLYDDMAKFYGAVES 

Genotipo 9    (1) MATFALFISALCCVSAVTSSEP----RSAENVIRVIDSSSDLPEGYLYDDMAKFYGAVES 

Genotipo 5    (1) MVAFVFFISALCCVSAIASSEQEVAQQPAPSFVRVVDTSSPLPEGSLYDDMNKFYGAVES 

Genotipo 6    (1) MVAFVFFISALCCVSAIASSEQEVAQQSAPSFVRVVDTSSPLPEGSLYDDMNKFYGAVES 

Genotipo 7    (1) MATFALFISALCCVLAITSAGE----ELTQSDVRNADTSIVLPEGSFYDDMSKFYGAVGS 

Genotipo 8    (1) MATFALFISALCCVLAITSAGE----ELTQSDVRNADTSIVLPEGSFYDDMSKFYGAVGS 

       Mo7    (1) MATFALFISALCCVLAITSAGE----ELTQSDVRNADTSIVLPEGSFYDDMSKFYGAVGS 

                  61                                                       120 

Genotipo 1   (57) FDKTKLYAVIAANFRNGGLADERVKEAFTSLYKVSASIKVNPMINSDLFKEEAVSSFSGK 

Genotipo 2   (57) FDKTKLYAVIAANFRNGGLADEKVKEAFTSLYKVSASIKVNPMINSDLFKEEAVSSFSGK 

Genotipo 3   (57) FDKTKLYAVIAANFRNGGLADEKVKEAFTSLYKVSASIKVNPMINSDLFKEEAVSSFSGK 

Genotipo 4   (57) FDKTKLYAVIAANFRNGGLADEKVKEAFTSLYKVSASIKVNPMINSDLFKEEAVSSFSGK 

Genotipo 9   (57) FDKTKLYAVIAANFRNGGLADEKVKEAFTSLYKVSASIKVNPMINSGLFKEEAVSSFSGK 

Genotipo 5   (61) FDKGRLYGAISANFKAVRMEDQQVENVFTYIYKVRDMIKKNPIIAPELFKETAKDSFTSS 

Genotipo 6   (61) FDKGRLYGVISANFKAVRMEDQQVENVFTYIYKVRDMIKKNPIIAPELFKETAKDSFTSS 

Genotipo 7   (57) FDQTKLYSVLSANFKAAKMDDQKVKDTFKNLYKVNALIKNNPMIRPDLFNATIVSGFSTK 

Genotipo 8   (57) FDQTKLYSVLSANFKAAKMDDQKVKDTFKNLYKVNALIKNNPMIRPDLFNATIVSGFSTK 

       Mo7   (57) FDQTKLYSVLSANFKAAKMDDQKVKDTFKNLYKVNALIKNNPMIRPDLFNATIVSGFSTK 

                  121                                                      180 

Genotipo 1  (117) TDKDKFNAIFESIKPMVLRINHMQTFLKGLDWSSEITEGDRKKAEEYFKKHVYKEEYKVN 

Genotipo 2  (117) TDKDKFNAIFESIKTMVLRINHMQTFLKGLDWSSEITEGDRKKAEEYFKKHVYKEEYKVN 

Genotipo 3  (117) TDKDKFNAIFESIKTMVLRINHMQTFLKGLDWSSEITEGDRKKAEEYFKKHVYKEEYKVN 

Genotipo 4  (117) TDKDKFNAIFESIKTMVLRINHMQTFLKGLDWSSEITEGDRKKAEEYFKKHVYKEEYKVN 

Genotipo 9  (117) TDKDKFNAIFESIKTMVLRINHMQTFLKGLDWSSEITEGDRKKAEEYFKKHVYKEEYKVN 

Genotipo 5  (121) SDEVKFKAIFDSVVSMLQRIYHMQAKLESLQYGPQMTQENRNKAEEYFKQHVYKTEGSVN 

Genotipo 6  (121) SDEVKFKAIFDSVVSMLQRIYHMQAKLESLQYGPQMTQENRNKAEEYFKQHVYKTEGSVN 

Genotipo 7  (117) NDEEKFNAIFDSIKGMYYRAQHMDKYLKSLRWNTDIVEEDREKAVEYFKKHVYTGEHVVD 

Genotipo 8  (117) NDEEKFNAIFDSIKGMYYRAQHMDKYLKSLRWNTDIVEEDREKAVEYFKKHVYTGEHVVD 

       Mo7  (117) NDEEKFNAIFDSIKGMYYRAQHMDKYLKSLRWNTDIVEEDREKAVEYFKKHVYTGEHVVD 

                  181                                                      240 

Genotipo 1  (177) VEGMAAVCKGFLGDGSDFNKLVVTFDDFARGRHYGLAENYVEPNPDLTLPEGLIAEVEKE 

Genotipo 2  (177) VEGMAAVCKGFLGDGSDFNKLVVTFDDFARGRHYGLAENYVEPNPDLTLPEGLIAEVEKE 

Genotipo 3  (177) VEGMAAVCKGFLGDGSDFNKLVVTFDDFARGRHYGLAENYVEPNPDLTLPEGLIAEVEKE 

Genotipo 4  (177) VEGMAAVCKGFLGDGSDFNKLVVTFDDFARGRHYGLAENYVEPNPDLTLPEGLIAEVEKE 

Genotipo 9  (177) VEGMAAVCKGFLGDGSDFNKLVVTFDDFARGRHYGLAENYVEPDPDLTLPEGLIAEVEKE 

Genotipo 5  (181) VDNMATVCKGFLSDVSYFYKLAVYFDDFWKAKHEAGMGNFITPEETIVPPQELITAVESQ 

Genotipo 6  (181) VDNMATVCKGFLSDVSYFYKLAVYFDDFWKAKHEAGMGNFITPEETIVPPQELITAVESQ 

Genotipo 7  (177) VNGMAGVCKEFLSPVSDFYKLVESFDAFAHAKVHAQEGNFVKPGTDIAPPKDVTDALEKE 

Genotipo 8  (177) VNGMAGVCKEFLSPASDFYKLVESFDAFAHAKVHAQVGNFVKPGTDIAPPKDVTDALEKE 

       Mo7  (177) VNGMAGVCKEFLSPASDFYKLVESFDAFAHAKVHAQVGNFVKPGTDIAPPKDVTDALEKE 

                  241                                                      300 

Genotipo 1  (237) VATVKPVERENNRSPGTGAVPQPPVDGQAQQEISTPPSSPSSPESQSPQTQGAENPS--- 

Genotipo 2  (237) VATVKPVERENNRSPGTGAVPQPPVDGQAQQEISTPPSSPSSPESQSPQTQGAENPS--- 

Genotipo 3  (237) VATVKPVERENNRSPGTGAVPQPPVDGQAQQEIPTPSSSPSSPESQSPQTQGAENPS--- 

Genotipo 4  (237) VATVKPVERENNRSPGTGAVPQPPVDGQAQQEIPTPSSSPSSPESQSPQTQGAENPS--- 

Genotipo 9  (237) VATVKPVERENNGSPGPGAVPQPPVDGQAQQEISTPPSSPSSPESQSPQTQGAENPS--- 

Genotipo 5  (241) E---EPGRTENGDSRPQGEAGSG--SGDGVSVVPQTPGKDQPPATSPTVQPAVPNPSQAD 

Genotipo 6  (241) E---EPGRTENGDSRPQGEAGSG--SGDGVSVVPQTPGKDQPPATSPTVQPAVPNPSQAD 

Genotipo 7  (237) LQEQKPARSESTEVPAPGDASG----------VQQPPASGTSPQGPAPTTP---SPS--- 

Genotipo 8  (237) LQEQKPARSESTEVPAPGDASG----------VQQPPASGTSPQGPAPTTP---SPS--- 

       Mo7  (237) LQEQKPARSESTEVPAPGDASG----------VQQPPASGTSPQGPAPTTP---SPS--- 
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                  301                                    342 

Genotipo 1  (294) -PDSSQGNLNGQR---EPAKSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 2  (294) -PDSSQGNLNGQR---EPAKSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 3  (294) -PDSSQGNLNGQR---EPAKSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 4  (294) -PDSSQGNLNGQR---EPAKSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 9  (294) -PDSSQGNLNGQR---EPAKSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 5  (296) QPSLKVTSMDNRVH--PSLPLSPLAD-LWLLSATSFSLHF-- 

Genotipo 6  (296) QPTKPEGNLNGQQG--SPKPASFTFGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 7  (281) -PESS-GNLQGQQGTTKPAGSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

Genotipo 8  (281) -PESS-GNLQGQQGTTKPAGSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

       Mo7  (281) -PESS-GNLQGQQGTTKPAGSSFTYGGLTVATLCYFVLSAF- 

 

 

 

Figura 9. Alineamiento múltiple de proteínas 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%. 

 

Análisis filogenético 

 

 Para el establecimiento de las relaciones filogenéticos entre los 2 aislados 

mexicanos en estudio, se realizó la construcción de árboles filogenéticos para el 

gen msa-1 de Babesia bovis. Al realizar el análisis con el programa Mega 4, no se 

observaron diferencias significativas entre los diferentes métodos empleados 

(Máxima parsimonia, Mínima evolución, Neighbor Joining, y UPGMA). El valor de 

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

figura 8 muestra el análisis filogenético realizado a partir de las secuencias 

nucleotíticas de los genotipos encontrados. Se fijó 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 sólo un grupo se deriva de la segunda rama. Los resultados son 

estadísticamente consistentes, sólo con una variación del 36% de la replicación del 

árbol en una de las ramas.  
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 El Grupo I se encuentra formado por los genotipos 1 y 2, Grupo II formado 

por los genotipos 3 y 4, Grupo III integrado por el genotipo 9, Grupo IV, genotipos 7 

y 8 y por último el Grupo V constituído por los genotipos 5 y 6.  

 

 

 Genotipo 1

 Genotipo 2

 Genotipo 3

 Genotipo 4

 Genotipo 9

 Genotipo 7

 Genotipo 8

 Genotipo 5

 Genotipo 6

 Gp45

73

100

36

88

100

100

100

 

 

 

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

construido con el método de Máxima parsimonia. Se fijó la raíz con el gen Gp45 de 

B. bigemina . Los números 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 análisis se realizó con el programa Mega 4, no se 

observaron diferencias significativas entre los diferentes métodos empleados 

(Máxima parsimonia, Mínima evolución, Neighbor Joining, y UPGMA). El valor de 

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

 

 El análisis muestra 5 grandes ramas que se desprenden de la raíz, en la 

mayoría de los grupos, la delimitación 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 está 

constituído por aislados australianos y el tercero comprende únicamente a aislados 

americanos y a los genotipos 7 y 8. La segunda rama contiene únicamente al 

aislado mexicano Chiapas 1 separándolo del resto de las agrupaciones. La tercera 

rama agrupa por segunda ocasión a aislados mexicanos como lo son los genotipos 

5 y 6 junto al aislado australiano G36, también se desprende de ésta misma rama 

el aislado mexicano Veracruz 1. La cuarta rama se encuentra compuesta 

únicamente a aislados australianos y por último la quinta rama muestra 3 clados, el 

primero conformado por los aislados argentinos y el segundo y tercero por aislados 

australianos. Básicamente los aislados americanos, australianos, y argentinos 

muestran una relación filogenético muy estrecha, sin embargo los aislados 

australianos podrían sugerirse como grupo orígen debido a su cercanía al grupo 

externo. 
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 Genotipo 1

 Guerrero

 Tamaulipas 2

 Veracruz 2

 Genotipo 3

 F64

 Genotipo 4

 Genotipo 2

 G52

 Genotipo 9

 F40

 K

 T2B

 Mexico

 Tabasco

 Tamaulipas

 Nayarit

 Mo7

 RAD

 Quintana Roo

 Genotipo 8

 Jalisco

 Chiapas 2

 Genotipo 7

 Chiapas 1

 Genotipo 5

 G36

 Genotipo 6

 Veracruz 1

 F28

 G51

 G45

 G06

 G56

 R1A Argentina

 S2P Argentina

 F35

 G19

 E86

 T

 Gp45

97

71

98

92

96

97

60

54

85

52

96

76

68

82

89
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Figura 11. Análisis filogenético del gen msa-1 con aislados mexicanos, australianos 

y argentinos . Filograma construido con el método de Neighbor Joining. Se fijó la 

raíz con el gen Gp45 de B. bigemina. Los números 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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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

 

 El parásito intraeritrocítico Babesia bovis es responsable de la enfermedad 

hemolítica 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 recuperación, cuentan con una respuesta inmune protectora después de 

la exposición a los antígenos del parásito. En la actualidad la identificación y 

caracterización de estos antígenos es de suma importancia para el desarrollo de 

vacunas que contengan únicamente los inmunógenos necesarios para la inducción 

de una inmunidad protectora contra nuevas exposiciones de Babesia bovis 

(Callow, 1977).  

 

 Las proteínas de superficie del merozoito son fundamentales en la 

patogenia de la babesiosis ya que guardan una relación estrecha en el 

reconocimiento, unión y penetración del parásito a las células rojas de hospedero 

bovino (Jack y Ward, 1981). Estos antígenos de superficie son blancos potenciales 

del sistema inmune debido a que se expresan en la etapa inicial de la infección, 

razón por la cual son considerados como candidatos vacunales, sin embargo cabe 

mencionar, que los parásitos pueden alterar sistemáticamente sus antígenos de 

superficie para generar nuevas variantes antigénicas y así lograr evadir al sistema 

inmune (Dzikowski y Deitsch, 2006). La habilidad de inducir una respuesta inmune 

protectora por las proteínas de superficie  ha sido comprobada en Plasmodium 

falciparum (Hines, 1989). Las especies de Babesia y Plasmodium utilizan los 

antígenos de superficie para poder unirse a las células blanco y poder penetrarlas 

(Mosqueda et al., 2002). En Babesia bovis se han identificado 5 proteínas 

pertenecientes a la familia de los antígenos variables de superficie del merozoito 

(VMSA) MSA-1, MSA-2a1, MSA-2a2, MSA-2b y MSA-2c,  respectivamente (Florin-

Christensen et al., 2002). 
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 En este trabajo se evaluó si existe diversidad de genotipos de msa-1 de 

Babesia bovis dentro de un misma población de bovinos, y si existe la generación 

de variantes alélicas de msa-1 dentro de un mismo bovino. 

 

 Como objetivo número uno del trabajo se realizó la selección de animales 

infectados naturalmente con Babesia bovis por medio de la prueba de 

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) de acuerdo al protocolo utilizado en el 

laboratorio de parasitología del CENID PAVET en Jiutepec, Morelos, México. En el 

análisis de las reacciones antígeno-anticuerpo se encontró señal 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 morfología y tamaño de 

los merozoitos de Babesia bovis ya reportados (Mehlhorn y Schein, 1984). 

 

 Como siguiente objetivo se purificó el DNA genómico por medio de un 

protocolo desarrollado comercialmente (Gentra Systems ®) y se amplificó 

mediante PCR el gen msa-1 de B. bovis de eritrocitos infectados de los bovinos 

seleccionados; Anteriormente se ha demostrado la eficacia de la amplificación 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 

oligonucleótidos diseñados específicamente, comprobando los resultados previos. 

Al análisis de PCR se visualizaron amplicones de tamaño esperado de 1498 pb, 

1381 bp, y de 1216 pb, como se esperaba de acuerdo al diseño de los 

oligonucleótidos. Como control positivo se analizó el DNA extraído de la clona 

biológica de Mo7 Babesia bovis mostrando resultados similares a los ya reportados 

(Rodríguez et al., 1986; Hines et al., 1989). De manera preventiva para confirmar 

que no existiera ninguna clase de contaminación, las muestras se analizaron 

siempre en presencia de un control negativo, verificando que la reacción fuera 

específica y por lo tanto se puede afirmar que los amplicones obtenidos son 

específicos de msa-1. 
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 La amplificación del gen msa-1 para algunas muestras se obtuvo fácilmente, 

sin embargo en la mayoría de ellas no fue así y por lo tanto, se debieron realizar 

ensayos de PCR anidados consecutivos. Una explicación 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 límite de 

detección de la técnica de PCR, según 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 reacción de PCR, 

se utilizaron muestras no infectadas a las cuales se les adicionó 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 amplificación en estas muestras, se 

comprobó que no era un problema de presencia de inhibidores lo que ocasionaba 

la falta de amplificación. Las amplificaciones de msa-1 fueron realizadas en fechas 

posteriores a la fecha inicial de la toma de las mismas, cuestión por la cual se 

sospechó que no se lograran amplificaciones de este gen debido a que la molécula 

se había degradado en el DNA ya purificado. Es importante recordar que el 

diagnóstico por serología no detecta la presencia del parásito, por lo que el animal 

muestreado puede haber eliminado el patógeno y seguir siendo un animal 

seropositivo, asociado a ésta problemática también encontramos que el nivel de 

parasitemia fluctúa a lo largo del año en los animales portadores, lo que ha sido 

descrito anteriormente para Babesia bovis y Babesia divergens (Calder et al., 

1996; Gubbels et al., 1999). 

 

 En los ensayos  de digestión con la enzima Eco RI, se observaron insertos 

del tamaño esperado, sin embargo entre muestras que fueron amplificadas con los 

mismos oligonucleótidos se pudo apreciar un pequeña diferencia entre el tamaño 

del inserto.  
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 Esto pudo verificarse al momento del análisis 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 comprobó la existencia de la gran variabilidad 

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

 
 Para la realización de los siguientes objetivos de determinación y 

comparación de genotipos dentro de un mismo hato y dentro de un mismo animal, 

se realizó la secuenciación de dos clonas de cada una de las muestras positivas a 

Babesia bovis de ambos aislados; Nayarit y Jalisco. En el análisis se observó una 

variación muy alta, donde las secuencias que se obtuvieron variaron en longitud 

teniendo tamaños que corresponden a 960pb, 993pb, 1001pb y 1005pb, debido a 

las inserciones y/o deleciones que se observaron. Se  analizó 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 

clasificación de los aislados de Babesia bovis mediante la utilización de genotipos 

específicos para poder establecer un orígen del ganado y/o los movimientos de 

exportación-importación dentro del país, como se ha realizado previamente en 

Anaplasma marginale con los genotipos de las proteínas de superficie msp-α (De 

la Fuente et al., 2003). 

 

 Los análisis de los alineamientos múltiples indican que dentro del hato 

proveniente del rancho del Estado de Nayarit se encuentran establecidos ocho de 

los nueve genotipos sugeridos aquí (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 más 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 transmisión de genotipos múltiples del gen msp1α dentro de hatos 

endémicos de la enfermedad (Palmer et al., 2004).  

 

Con relación a la variación génica de un genotipo establecido en un bovino 

a lo largo del tiempo, los análisis de los alineamientos nucleotídicos 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 análisis de las secuencias 

nucleotídicas de un tercer bovino proveniente de Nayarit pudo observarse una 

diferencia en identidad del 32.7% con respecto a la primera molécula de msa-1; un 

cambio notable percibido fue la variación 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, cuestión que pudo ser originado muy probablemente por la 

introducción de un nuevo genotipo o bien por la variación antigénica. Según 

reportes previos, ciertos organismos han adoptado estrategias como el cambio de 

sus proteínas expuestas, para poder evadir la respuesta inmune del hospedero y 

sobrevivir (Brown y Palmer, 1999; Deitsch, et al., 2001). Antígenos 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 población heterogénea de parásitos dentro de un mismo 

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

  

 Mecanismos de evasión inmune se han reportado en organismos como 

Plasmodium knowlesi y Tripanosoma brucei, donde poblaciones de parásitos 

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 parásito (Biggs et al., 1991; Calderwood et al., 2003). 
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 Las bases del polimorfismo de antígenos localizados en la superficie de 

eritrocitos infectados de Babesia bovis han sido mayormente estudiados en los 

antígenos de superficie variables del eritrocito VESA donde sus proteínas son 

codificadas por familias multigénicas que permiten la expresión proteica con 

epítopes de células “B”  únicos en cada ocasión (O’Connor et al., 1997).  

 

 En este caso la diversidad antigénica resulta del amplio polimorfismo de 

aminoácidos en la proteína que se genera a partir del uso del mecanismo de 

conversión génica segmental de grandes familias multigenes compuestas al menos 

por 300 copias polimórficas como es el caso de Babesia bovis (Allred y Al-Khedery, 

2004). La habilidad de B. bovis de variar la expresión de sus proteínas 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 duración debido a la persistencia del parásito 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, además es un sistema que provee a los parásitos 

excelentes medios para la evasión inmune. Los ligandos de las células rojas 

infectadas implicados en la citoadherencia aún no han sido identificados 

plenamente, sin embargo estudios preliminares señalan a las familias multigénicas 

como la familia VESA de B. bovis, las responsables de este mecanismo (O’Connor, 

1999; O’Connor y Allred, 2000;  Allred et al., 2000). 

 

 Por lo que se puede deslindar que las variaciones presentes en los 

alineamientos nucleotídicos (deleciones y/o inserciones) fueron originadas a partir 

del proceso integral del parásito para su supervivencia y evasión del sistema 

inmune (Smith et al., 1995).  



 72 

 De igual manera la variación observada en msa-1 puede deberse a la 

presencia de diferentes genotipos de parásitos que se recombinan sexualmente 

entre sí generando nuevas variantes como ya ha sido reportado anteriormente 

(Chae et al., 1998; Proudfoot y McCulloch, 2005).  

 

 La evaluación de los árboles filogenéticos permite concluir que la 

generación de los árboles generados a partir de cada uno de los métodos 

utilizados tiene una alta similitud. El método de Neighbor Joining se caracteriza por 

tener la ventaja de construir grandes árboles a partir de cientos de secuencias a 

gran velocidad a diferencia de los demás métodos (Kuhner y Felsenstein, 1994). 

Por lo cual la aplicación del método de Neighbor Joining se destinó para la 

construcción del árbol filogenético donde el número de secuencias a analizar era 

demasiado alto  y se requería obtener un árbol de forma rápida (figura 9); 

conjuntamente se eligió por la característica que tienen los métodos basados en 

distancias de estimar el número de sustituciones ocurridas a lo largo de su 

evolución (Yves Van de Peer, 2003). 

 

 Para los análisis más profundos y con un número menor de secuencias a 

evaluar se utilizó el método de Máxima Parsimonia para la construcción del árbol 

filogenético mostrado en la figura 8.  Es un método basado en caracteres y trata de 

utilizar cada una de las posiciones del alineamiento múltiple para la búsqueda del 

árbol más probable (más parsimonioso), que será el que tiene un número 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 división 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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importación de ganado australiano a México e infectado con el parásito. Otra 

posibilidad del porque secuencias americanas son tan similares a las australianas, 

podemos encontrar la variación antigénica donde los parásitos adoptan estrategias 

para cambiar sus proteínas expuestas en la superficie de eritrocitos infectados y 

así escapar al reconocimiento del sistema inmune (Calderwood et al., 2002). 

 

 Los parásitos que muestran variantes de antígenos de superficie como msa-

1 de Babesia bovis, son resistentes a la presión selectiva; por lo cual las variantes 

surgen de manera rápida en un bovino inmunológicamente competente (Good et 

al., 1993; Jacobson et al., 1993; Allred et al., 1994), por lo que se sugiere que las 

secuencias podrían 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 relación evolutiva muy estrecha, sugiriendo a los aislados 

australianos como grupo raíz 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 ó variar con el tiempo en animales crónicamente infectados, por lo 

que es esencial la determinación de epítopes conservados en los diferentes 

aislados mexicanos y sus genotipos. 

 

 Se requiere el estudio  a detalle de epítopes blanco conservados entre 

aislados que estimulen IFN-γ para la subsecuente activación de células T CD4+ 

efectoras que produzcan anticuerpos protectores. 

 

 De igual manera es importante el estudio de epítopes de MSA-1 

compartidos entre los diferentes genotipos, y sean cruciales en el proceso de 

invasión eritrocítica de diferentes aislados. 

 

 A consecuencia de la evasión inmune, los organismos expresan diferentes 

formas antigénicas de sus moléculas de superficie, por lo que es importante la 

determinación de clonas capaces de cambiar  con el tiempo su fenotipo antigénico 

y generar  variación antigénica en una población de parásitos establecida. 

 

 A pesar de la gran variabilidad que presenta MSA-1 de Babesia bovis, la 

caracterización de los ligandos responsables de la citoadherencia y el secuestro 

permitirá entender la relación entre el parásito y hospedero para un mejor diseño 

de vacunas. 

 

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

población de parásitos de un mismo hato aún se desconoce, por lo que se propone 

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