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RESUMEN

Babesia bigemina es un agente causal de la babesiosis bovina. Se han identificado
proteinas involucradas en el proceso de invasion a los eritrocitos y son consideradas
candidatas vacunales. Sin embargo su uso en una vacuna es limitado debido a la
variacion de los epitopos inmunodominantes de los antigenos en diferentes cepas
del protozoario. Por tal motivo es necesario identificar epitopos B en las proteinas
involucradas en los mecanismos de invasion que sean conservados en distintos
aislados. El objetivo de este trabajo fue identificar epitopos B conservados y
expuestos en las proteinas AMA-1, SBP-4, GP45, RAP-1al y MIC1 de B. bigemina.
Se obtuvo la secuencia predicha de las proteinas mediante aplificacion por PCR,
clonacion y secuenciacién utilizando DNA de B. bigemina de aislados de diferentes
zonas geograficas del mundo. También se obtuvieron secuencias de la base de
datos Protein. Posteriormente se realizO un alineamiento mdultiple para cada
proteina con las secuencias de los diferentes aislados para identificar los péptidos
conservados. Adicionalmente se realizé un andlisis bioinformatico para predecir: la
estructura secundaria de las proteinas, la presencia de péptido sefial y las regiones
transmembranales con los programas Protscale, TMpred, TMHMM 2.0 y SignallP
4.1, respectivamente. Finalmente se realizO un analisis bioinformatico de
antigenicidad y prediccion de epitopos B en la region extracelular de las proteinas
utilizando los programas ABCpred, BCpred, Antigenic e IEDB. Se seleccionaron de
3 a 6 péptidos conteniendo epitopos B conservados por cada proteina y se
sintetizaron quimicamente en forma de MAP’s 8 (Multiple Antigen Peptide 8).
Posteriormente, cada péptido se inmunizé en dos conejos utilizando dosis de 100
ug de péptido mas adyuvante. El suero de cada conejo fue obtenido y utilizado para
evaluar la especificidad de los anticuerpos mediante dos técnicas de
inmunodeteccion. Los anticuerpos contra cada péptido reconocieron los merozoitos
intraeritrociticos mediante Inmunofluorescencia asi como a la proteina especifica
obtenida de merozoitos mediante Inmunoelectrotransferencia. Se generaron
anticuerpos contra péptidos conservados y expuestos que identificaron las
proteinas AMA-1, SBP-4, GP45, RAP-1al y MIC1. Se concluye que las proteinas
utilizadas en este trabajo tienen epitopos B conservados y expuestos, capaces de
inducir una respuesta inmune humoral especifica.

Palabras clave: Babesia bigemina, vacuna, bioinformatica, epitopos,
inmunofluorescencia, inmunoelectrotransferencia



ABSTRACT

Babesia bigemina is an etiological agent of bovine babesiosis. Several proteins
involved in the invasion process to erythrocytes have been identified and they are
considered vaccine candidates. However, their inclusion in a vaccine is limited due
to the variation of the immunodominant epitopes of those antigens in different
isolates of the protozoa. Therefore, it is necessary to identify B-cell epitopes in those
proteins involved in the invasion mechanism, which must be conserved in different
isolates. The aim of this study was to identify conserved and exposed B-cell epitopes
in the proteins AMA-1, SBP-4, GP45, RAP-1al y MIC1 of B. bigemina. The predicted
sequence of the proteins was obtained through PCR amplification, cloning and
sequencing using DNA of B. bigemina from different world regions. Some sequences
were also obtained from the Protein database. Subsequently a multiple alignment
for each protein was performed with the sequences of the different isolates to identify
conserved peptides. Additionally, a bioinformatics analysis was performed to predict:
the secondary structure for each protein, the presence of signal peptide and the
presence of transmembrane regions by using the programs Protscale, TMpred,
TMHMM 2.0 and SignallP 4.1, respectively. Finally a bioinformatics analysis of
antigenicity and B-cell epitope prediction in the extracellular region of each protein
was carried out by using ABCpred, BCpred, Antigenic and IEDB. 3 to 6 peptides per
protein containing conserved B-cell epitopes were selected and they were
chemically synthesized as MAP's 8 (Multiple Antigen Peptide 8). Each peptide was
immunized in two rabbits using a dose of 100 ug of peptide in addition of adjuvant.
The serum of each rabbit was obtained and used to evaluate the specificity of the
antibodies by two inmunodetection techniques. The antibodies against each peptide
recognized intraerythrocytic merozoites by Indirect immunofluorescence, and the
specific protein from merozoites was detected by western blotting. Antibodies
against conserved and exposed peptides were generated and they identified the
AMA-1, SBP-4, GP45, RAP-1a1 and MIC1 proteins. We conclude that the proteins
used in this work have conserved and exposed B-cell epitopes, which are able to
induce a specific humoral immune response.

Palabras clave: Babesia bigemina, vaccine, bioinformatics, epitopes, indirect
immunofluoresce, western blot.
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INTRODUCCION

l. Marco tedrico

1.1 Babesiosis bovina

La babesiosis se define como una enfermedad causada por protozoarios del género

Babesia y que es trasmitida por garrapatas (Schnittger et al., 2012).

La enfermedad se caracteriza por infectar eritrocitos, afectando a animales
domésticos, asi como también a humanos, aves y algunas especies no
convencionales. Babesia es considerado el segundo patégeno mas comun que se
encuentra en la sangre de los mamiferos después de los Tripanosomas. (United
States Animal Health Association, 2008; Pérez de Leon et al., 2010; Schnittger et
al., 2012; Gohil et al., 2012).

Victor Babes en 1888 en Rumania fue el primero en descubrir en eritrocitos de
bovinos enfermos que presentaban hemoglobinuria a microorganismos a los que
llamé Haematococcus bovis, observando después organismos similares en sangre
de ovinos en 1892. Posteriormente en 1893 Smith y Kilborne describen que la
presencia de un parasito dentro de los eritrocitos era el causante de la “Fiebre de
Texas” en el ganado. A este parasito lo nombraron como Pyrosoma bigeminum,
esta fue la primera descripcion de un patégeno transmitido por artropodos en
vertebrados. Ellos también identificaron a la garrapata Boophilus annulatus como el
vector. Estos protozoarios fueron renombrados posteriormente como Babesia bovis
y Babesia bigemina (Starcovici, 1893; Mihalca et al., 2010). La garrapata Boophilus
microplus y annulatus fueron reclasificadas al género Rhipicephalus (Barker y
Murrell, 2003). Posteriormente en 1906 se implementé un programa para la
erradicacion del vector de la babesiosis en el sur de EUA, el cual duré cuatro
décadas y dej6 un costo de varios millones de ddlares (Ristic y Kreier, 1981).

Después de estas primeras descripciones, la babesiosis bovina fue descrita en

varias partes del mundo. En Australia se identificé a Babesia bigemina como agente



etiologico de la enfermedad y en Argentina se describieron dos formas de
babesiosis bovina, siendo Babesia bigemina y Babesia argentina (ahora llamado B.
bovis) los agentes causales de la diferente semiologia de la enfermedad. En Europa,
Africa y Asia los agentes etioldgicos identificados fueron Babesia divergens y
Babesia major (Ristic y Kreier, 1981; Bock et al., 2004).

En el afio de 1971 se tenian reportadas 71 especies de Babesia, de las cuales 18
infectan a mamiferos domeésticos (Ristic y Kreier, 1981). En la actualidad se han
descubierto més de 100 diferentes especies de Babesia en el mundo, afectando a
diferentes especies animales y a humanos (Uilenberg, 2006; Schnittger et al., 2012).
En los bovinos la enfermedad también es conocida como Fiebre de Texas,
Piroplasmosis, Fiebre de la garrapata, Aguas rojas, Ranilla y Tristeza (Ristic y
Kreier, 1981). De las especies que afectan al ganado bovino, Babesia bovis y B.
bigemina se encuentran ampliamente distribuidas y provocan pérdidas en la
ganaderia (OIE, 2004).

La enfermedad puede presentarse en forma aguda, subaguda y cronica. Los
bovinos con enfermedad aguda y subaguda presentan fiebre, depresion, anorexia,
palidez de membranas mucosas, hemoglobinuria, hemoglobinemia y por ende una
marcada anemia hemolitica de tipo hipocromica y macrocitica (Quiroz, 2005). En la
forma crénica se presenta emaciacion, baja en la produccién de leche y abortos
(United States Animal Health Association, 2008).

En animales infectados con B. bovis algunos signos clinicos que también se
presentan son signos neuroldgicos caracterizados por la incoordinacion,
convulsiones, temblores musculares, hiperexcitabilidad, agresividad, ceguera,
movimientos de remo de las extremidades, posicion en decubito lateral y coma. Esta
signologia clinica severa es el resultado del secuestro de eritrocitos infectados en
los capilares cerebrales (OIE, 2004; United States Animal Health Association, 2008).
Los signos clinicos que muestran bovinos infectados con B. bovis pueden

confundirse con la rabia paralitica bovina (Romero et al., 2011).



1.2 Morfologia de Babesia bigemina

La morfologia de Babesia bigemina varia segun el estadio evolutivo dentro del

eritrocito y de la garrapata.

En el eritrocito existe una forma tipica a la observacion microscopica: es un
corpusculo Unico o en pares, con forma redondeada u ovalada. B. bigemina es
clasificada como una especia grande ya que puede llegar a ocupar hasta % partes
del eritrocito, sus dimensiones son 4-5 x 2 ym aproximadamente, generalmente se
visualiza en sus formas pareadas con una apariencia piriforme y unidas formando

un angulo agudo (Mosqueda et al., 2004).

En la garrapata, el protozoario tiene morfologia diferente. Durante la fase sexual de
su ciclo bioldgico, en el lumen intestinal de la garrapata los gametocitos adquieren
una forma esférica o polimérfica que se caracteriza por tener protuberancias en
forma de flagelos, conocidos como Strahlenkorper o cuerpos radiados que tienen
un didmetro de aproximadamente 4-7 um. Posteriormente se forma el cigoto, que
es el resultado de la union de los gametocitos, el cual tiene una forma esférica con
un tamafo inicial aproximado de 3 uym de diametro que posee ademas en su
morfologia algo que asemeja a una punta de una flecha o de espina (Mackenstedt
et al., 1995, Hodgson, 1992, Young y Morzaria, 1986). El quineto, una fase mavil
que migra por la hemolinfa la forma es alargada en forma de bastén, tiene una
medida inicial aproximada de 7-8 um, pero al en su estado maduro mide 12-15 x 3
pm. Finalmente el esporozoito que es la ultima fase en la garrapata se encuentra
en las glandulas salivales y tiene una morfologia piriforme con extremo apical amplio
y un polo posterior estrecho (Mackenstedt et al., 1995Hodgson, 1992, Young y
Morzaria, 1986).



1.3 Clasificacion taxonémica

Segun Levine et al, (1980) su clasificacion taxondmica es:
Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Apicomplexa

Clase: Sporozoa

Subclase: Piroplasmia

Orden: Piroplasmida

Familia: Babesiidae

Género: Babesia

Especie: bigemina

1.4 Ciclo bioldgico de B. bigemina

El ciclo biologico de Babesia bigemina es indirecto, con fases de desarrollo en la
garrapata y en el hospedero bovino, caracterizado por tener fases sexuales en el

artrépodo y asexuales en el mamifero (Mosqueda et al., 2004c).

Cuando un esporozoito es inyectado en la sangre invade al eritrocito con la ayuda
de su complejo apical especializado, ya en el interior del eritrocito se transforma en
trofozoito que tiene una forma de anillo, posteriormente por un mecanismo de fision
binaria (merogonia) se generan dos merozoitos que se encuentran unidos,
formando un angulo agudo y cada uno con forma de pera. Los merozoitos maduros
escapan rompiendo el eritrocito para infectar otros eritrocitos y ser transformados
nuevamente a trofozoitos para dar origen a nuevos merozoitos y asi continuar con
la fase asexual del ciclo (Bock et al., 2004; Mosqueda et al., 2012). En la fase sexual
del ciclo: los merozoitos son ingeridos por garrapatas durante su alimentacion en el
hospedero infectado, la garrapata hembra repleta adquiere la infeccion durante las
altimas 16-24 hrs antes de desprenderse del hospedero. Una vez que los eritrocitos

infectados llegan al intestino de la garrapata, los merozoitos sufren cambios y se
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convierten en células de cuerpo radiado, que se multiplican para formar agregados
de células de cuerpos radiados multinucleados y posteriormente se transformaran
en células de nucleo simple haploide dando origen a los gametocitos masculinos y
femeninos. Cuando estas células se transforman en gametos machos y gametos
hembras, enseguida se fusionan en pares (singamia) para formar el cigoto, una
célula esférica y diploide. Este cigoto infecta a células digestivas y células que
sintetizan vitelogenina que favorecera la formacion de quinetos. A esta etapa se le
conoce como esquizogonia (Bock et al., 2004; Rojas et al., 2009, Mosqueda et al.,
2012). Los quinetos posteriormente escapan de las células intestinales, pasan a la
hemolinfa e infectan diferentes células y tejidos de la garrapata, incluyendo a los
ovarios, dando lugar a la infeccion de los huevos que tienen los embriones, antes
de que estos sean recubiertos por quitina, constituyendo asi la transmision
transovarica. Los quinetos invaden las células del intestino de embrion cuando
ocurre la oviposicion de las garrapatas y permanecen en los tejidos del embrién
hasta la eclosién de la larva. Cuando la larva se adhiere al bovino, la temperatura
corporal del hospedador induce a la multiplicacidén de los quinetos que migran a las
glandulas salivales de la larva donde se transformaran a esporoblastos que son los
precursores de miles de esporozoitos. Finalmente los esporozoitos infectantes son

liberados con la saliva a la sangre del hospedero cuando la garrapata se alimenta.

En B. bigemina las formas infectivas de los esporozoitos se desarrollan en 9 dias
aproximadamente, por ello la transmision ocurre en los estadios ninfal y adulto de
la garrapata, pudiendo ser tanto la hembra como el macho los transmisores (Bock
et al., 2004; Mosqueda et al., 2004a; Mosqueda et al., 2004b; Mosqueda et al.,
2004c; Rojas et al., 2009; Mosqueda et al., 2012).

1.5 Epidemiologia

La biologia de la babesiosis bovina estd enfocada a tres componentes

epidemiologicos principales: el vector, el agente causal y el hospedero (Solorio-



Rivera y Rodriguez-Vivas, 1997) por lo tanto la distribucion de la babesiosis bovina

esta determinada por la presencia del vector.

Babesia bovis, B. bigemina y B divergens son las especies mas importantes
causantes de la babesiosis bovina y provocan grandes pérdidas econémicas. B.
bigemina y B. bovis se encuentran en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo siendo su vector principal la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) spp.
(microplus, annulatus, decoloratus). Por su parte B. divergens se encuentra
distribuida en Europa y su vector principal es la garrapata Ixodes ricinus.
Aproximadamente 1-2 mil millones de bovinos en el mundo estan expuestos a la
babesiosis (Bock et al., 2004; Schnittger et al., 2012).

Babesia bigemina y Babesia bovis se distribuyen entre los paralelos 40 Norte y 32
Sur abarcando Africa, Asia, Australia, Centro y Sur de América y algunas partes del
sur de Europa, presentdndose aun en algunas ocasiones también en el sur de EUA
(Bock et al., 2004).

En México, el 70% de la poblaciébn ganadera se encuentra expuesta a infectarse
con B. bovis y B. bigemina y a nivel mundial existe una prevalencia de un 50 hasta

un 90% de la enfermedad (Solorio-Rivera y Rodriguez-Vivas, 1997).

1.6 Impacto econdmico de la babesiosis bovina

La babesiosis bovina es la enfermedad transmitida por artropodos econémicamente
mas importante en la ganaderia. Las pérdidas econdmicas que se generan son
debidas a las mortalidades altas de bovinos enfermos, abortos, disminucion en
produccion de carne y leche, gastos por tratamientos contra el vector, tratamientos
terapéuticos y la restriccibn para comercializar ganado, ya sea nacional e
internacionalmente. Ademas es también un obstaculo para el mejoramiento

genético del ganado bovino presente en zonas endémicas de la enfermedad, ya que



limita la introduccién de ganado genéticamente superior que es susceptible a la
enfermedad (Ristic y Kreier, 1981; Bock et al., 2004; Schnittger et al., 2012). Se ha
estimado por ejemplo que en EUA, las pérdidas en la ganaderia por la Babesiosis
son de 500 millones de ddlares anuales, siendo 21.3 dolares/cabeza/afio por
garrapatas y enfermedades que transmite y de esto 1.9 dodlares/cabeza/afio por
Babesiosis; en Australia las pérdidas tan solo en dos estados son de 7.8
dolares/cabezalafio, siendo de babesiosis 4 centavos/cabeza/afo y se ha estimado
que el costo del control y las pérdidas por Babesiosis y Anaplasmosis en todo el
pais son de 16.9 millones de ddlares al afio, afiadiendo las pérdidas por 6.4 millones
de dolares anuales. En México las pérdidas en la ganaderia son de 3,587 millones
de pesos aproximadamente al afio, en el Reino Unido son de 800,000 dolares
anuales y finalmente en otros paises como Kenya, Zimbabwe,Tanzania, Sudafrica,
China, India, Indonesia y Filipinas los costos y perdidas estanen 5.1, 5.4, 6.8, 21.6,
19.4, 57.2, 3.1 y 0.6 millones de dodlares al afio respetivamente. (Ristic y Kreier,
1981; Bock et al., 2004; Lew y Jorgensen, 2005; Figueroa y Alvarez, 2007).

En EUA después de la erradicacion del vector de la babesiosis, se calcula que cada
afo existe un ahorro para el sector ganadero de aproximadamente 3 billones de
dolares (Schnittger et al., 2012).

1.7 Diagnéstico

Aunado a la historia clinica, el diagnéstico de animales con enfermedad aguda se
basa principalmente en la observacion microscopica de frotis sanguineos tefiidos
con colorante de Giemsa, donde se observan los merozoitos de Babesia bigemina.
Existen también métodos inmunoldgicos como las técnicas de Inmunofluorescencia
indirecta (IFl), el Ensayo Inmunoenziméatico (ELISA) y la Inmunocromatografia que
detectan anticuerpos del suero sanguineo de los bovinos contra antigenos de
Babesia spp, siendo el ultimo el mas facil de utilizar. Estos métodos no pueden ser

usados en enfermedades agudas. Sin embargo existen también métodos



moleculares que son mas sensibles y especificos para identificar los animales que
estan infectados con Babesia spp., como la hibridacion molecular, Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real o Cuantitativa (RT-PCR) (El-Ghaysh et al., 1996; Madruga et al., 2001; OIE,
2004; Buling et al., 2007; Ravindran et al., 2007; Mosqueda et al., 2012).

1.8 Control de la babesiosis

Se realiza principalmente por métodos y estrategias como tratamientos quimicos
contra el vector, control de la movilizacibn del ganado, quimioterapia Yy
quimioprofilaxis, uso de ganado resistente y la inmunizacién, considerandose esta
altima como el procedimiento que ofrece la mejor perspectiva para el control de la
enfermedad (Vega, 1991; Figueroa y Alvarez, 2007; Gohil et al., 2012).

Actualmente la quimioterapia se basa en el uso parenteral de Imidocarb y
Diaceturato de diminazeno, aunque sSu uso suele estar combinado con otros
compuestos como antiinflamatorios, hierro, dextrosa, vitamina B y terapia de fluidos
(Vial y Gorenflot, 2006; Mosqueda et al., 2012).

Para el control de la enfermedad se ha utilizado también la premunicion, que
consiste en inocular sangre infectada con Babesia a bovinos que seran introducidos
a zonas enzodticas, este método no es recomendable y es riesgoso ya que genera

la enfermedad como tal y los animales pueden morir (Morilla, 1981).

Ademas se han desarrollado otros métodos como el uso de vacunas con cepas
atenuadas a través de pases en becerros esplenectomizados 6 mediante
irradiaciones, vacunas producidas con el cultivo in vitro de Babesia y vacunas de
exoantigenos del parasito (Smith et al., 1981; Canto el at., 1982; Rodriguez et al.,
1993; Callow et al., 1997; Ramirez-Cruz et al., 1997; Rojas et al., 2006).



Las vacunas con cepas atenuadas de B. bovis y B. bigemina han sido usadas y han
mostrado capacidad protectora contra la enfermedad (Callow et al., 1997; Figueroa
et al., 1998; Benavides et al.,; Alvarez et al., 2004).

Las vacunas atenuadas han funcionado y ofrecen proteccion duradera, pero pueden
ocurrir infecciones posteriores debida a la diversidad genética de Babesia en la
misma poblacion (Pipano, 1995; Callow et al., 1997). Su uso tiene algunas
desventajas ya que puede provocar reacciones severas en los bovinos
inmunizados, requiere del monitoreo post-inmunizacion, existe riesgo en hembras
gestantes, puede causar anemias hemoliticas en becerros que consumen calostro
de madres que han sido vacunadas varias veces, la posible transmision de otros
agentes infecciosos y la pérdida de infectividad de los parasitos usados como
inmunogénos en la infeccién de garrapatas, teniendo efecto en el desequilibrio de
la estabilidad enzodtica de la enfermedad (Pipano, 1995; Callow et al., 1997; De
Vos y Bock, 2000; Waal y Combrink, 2006; Rojas et al., 2011).

Los inmunogénos de exoantigenos, que son antigenos parasitarios obtenidos a
partir de extractos de eritrocitos infectados, conocidos como antigenos parasitarios
solubles (APS) presentes en el sobrenadante de cultivos de Babesia spp., son
obtenidos de la lisis artificial del eritrocito infectado, excretados-secretados por el
pardsito en el medio de cultivo durante la invasién o al salir del eritrocito. Se han
probado experimentalmente y se ha observado que inducen una respuesta inmune
y ofrecen una proteccion contra la enfermedad, sin embargo es variada 6 limitada.
Actualmente existe una vacuna en forma comercial con este tipo de antigenos, pero
es contra la babesiosis canina (Smith et al., 1981; Echaide et al., 1993; Schetters y
Montenegro James, 1995; Patarroyo et al., 1995; Schetters, 2005).

Aunque existen métodos de control contra la enfermedad, como los mencionados
anteriormente, es necesario tener métodos que sean mas eficaces y seguros y que
induzcan respuestas inmunoldgicas protectoras en los animales inmunizados. Una

alternativa para ello es el uso de vacunas basadas en herramientas biotecnolégicas.



1.9 Genoma de B. bigemina

El genoma nuclear de B. bigemina esta distribuido en 4 cromosomas y tiene un
tamafo total aproximado de 10Mb aproximadamente. En una cepa Mexicana se
demostré que los cromosomas tienen un tamafio de 0.7, 1.2, 3.5 y 4.6 Mb
respectivamente, sin embargo el tamafio de los cromosomas puede variar segun el
origen geogréfico de la cepay el tiempo de atenuacion (Ray et al., 1992). El genoma
de B. bigemina no se encuentra anotado aun, solo esta capturado en contigs y
puede consultarse en la base de datos de la pagina del Instituto Sanger

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/babesia-bigemina.html).

1.10 Variacion antigénica

Este mecanismo se refiere a la capacidad que tienen los parésitos de alterar sus
moléculas de superficie expuestas que son blancos de la respuesta inmune,
favoreciendo asi la evasion inmune (Allred, 2001). Esto lo logran mediante
mecanismos complejos y parte de su genoma lo utilizan para ello, generando

nuevos epitopos y variando su expresion (Dzikowski y Deitsch, 2006).

Se ha demostrado que B. bovis puede generar diferentes copias de los antigenos
variables de superficie (VESA) mediante conversion génica, proceso similar que
utiliza Tripanosoma brucei para generar diferentes epitopos (Dzikowski y Deitsch,
2006). Existe también en otros parasitos apicomplexos como Plasmodium
falciparum un mecanismo mediante el cual pueden activar o desactivar los
promotores para la expresion de diferentes proteinas, esto realizandolo mediante
mecanismos epigenéticos que se relacionan con la modificacion de la cromatina
(Dzikowski y Deitsch, 2006).

El uso de vacunas vivas se ha visto comprometido debido a la variacién antigénica.

Por ejemplo, en Australia donde por afios se usé una vacuna viva contra B. bovis,
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la cual tuvo cambios en la proteccion contra la enfermedad, ya que en el ganado
vacunado se generaban brotes de la enfermedad, sugiriendo como causa la
diversidad antigénica de poblaciones o la generacién de cambios genotipicos en la
misma poblacion (Bock et al., 1992). Asi mismo anteriormente ya se habia
demostrado que la aglutinacion de anticuerpos contra eritrocitos infectados por B.
bovis varia segun el curso de la infeccion, dependiendo del momento en el que se
toma la muestra de sangre del mismo bovino, disminuyendo la aglutinacion en el
tiempo de infeccidn, lo que sugiere una rapida variacion antigénica en una misma
poblaciéon (Curnow, 1968). La variacion antigénica también ha sido demostrada en
bovinos infectados con aislados de B. bigemina (Thompson et al., 1977; Thompson
et al., 1978).

1.11 Uso de vacunas recombinantes contra la Babesiosis

Con la secuenciacion del genoma de Babesia bovis y Babesia bigemina se ha
logrado obtener informacion valiosa sobre genes que codifican para proteinas que
son vitales en algunos procesos de estos protozoarios, que mediante su analisis
bioinformatico se han considerado candidatos vacunales contra la enfermedad, esto
segun su antigenicidad y homologia entre diferentes especies (Mosqueda et al.,
2012; Pérez de la Rosa et al., 2012). Sin embargo, el uso de vacunas recombinantes
que induzcan respuestas inmunolégicas humorales protectoras contra estos
protozoarios se ha visto limitada, debido a la variacion de los antigenos inmuno-
dominantes en las distintas cepas de los protozoarios distribuidas en el campo
(Palmer et al., 1991; Dalrymple, 1993; Mosqueda et al., 2007; Mosqueda et al.,
2012).

El uso de vacunas recombinantes contra la babesiosis bovina ha sido probado. Por
ejemplo, en el caso de B. bovis, bovinos que recibieron 3 inoculaciones de 100 ug
y una 42 de 200 ug del antigeno de la superficie del merozoito 1 recombinante

(rMSA-1) mas adyuvante respectivamente, produjeron titulos de anticuerpos altos
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gue reconocen a la proteina nativa mediante Inmunoelectrotransferencia y ademas
neutralizan in vitro la infeccion, sin embargo no protegieron a los bovinos al desafio

con una cepa virulenta de B. bovis (Hines et al., 1995).

Asi mismo, al usar la proteina asociada a las roptrias 1 recombinante (rRAP-1) de
B. bovis se demostr6 que genera una respuesta inmunolégica en terneros,
produciendo titulos altos de anticuerpos contra la proteina, sin embargo no genera
proteccion contra la enfermedad y los anticuerpos no neutralizan la invasion in vitro
(Norimine et al., 2003).

Por lo tanto, se sugiere que para proteger contra la enfermedad usando vacunas
recombinantes es necesario que el inmundogeno incluya diferentes antigenos y/o

combinaciones de epitopos de distintas proteinas (Hines et al., 1995).

Ante este obstéculo en el desarrollo de vacunas recombinantes contra la Babesiosis
bovina se ha planteado una estrategia que consiste en: a) la identificacion de genes
gue codifiquen para proteinas involucradas en el proceso de invasion y escape del
parasito a la célula hospedera, b) el andlisis de las regiones de estos antigenos que
estén expuestos al sistema inmunitario y c) la identificacion de epitopos expuestos
gue sean conservados en cepas de distintas regiones del mundo. Estos epitopos
conservados y expuestos seran evaluados por su capacidad de generar una
respuesta inmune de tipo humoral especifica contra el parasito (Mosqueda et al.,
2012). Finalmente, a todos los epitopos que cumplan con las caracteristicas
anteriores, se les podra evaluar su capacidad protectora en desafios contra la

enfermedad.

Las proteinas candidatas vacunales que se han considerado en el control de la
babesiosis bovina son las que se encuentran en la superficie de membrana de los
merozoitos y proteinas de organelos del complejo apical del protozoario que
participan en el contacto, invasion, internalizacion y escape del parasito (Palmer y
McElwain, 1995; Brown et al., 2006; Suarez y Noh, 2011).
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1.12 Proteinas candidatas vacunales contra Babesia bigemina

1.12.1 Glicoproteina 45 (GP45)

Esta proteina fue identificada mediante anticuerpos monoclonales, tiene un peso de
45kDa y se encuentra expuesta en la membrana de merozoitos de B. bigemina.
GP45 es una proteina glicosilada lo que le da mayor inmunogenicidad y asi es
reconocida mas facilmente por el sistema inmune del bovino (McElwain, 1991). Se
sugiere que la funcion de esta proteina esta relacionada con el contacto de la
membrana del parésito y la membrana de la célula huésped durante el proceso de
invasion, ya que proteinas homoélogas de Babesia bovis neutralizan la invasién de
merozoitos in vitro (Carcy et al., 2006). La secuenciacion de este gen en una cepa
Mexicana demostré que contiene 1058 pb que se traducen en 351 aminoacidos
(Fisher et al, 2001).

Suero de bovinos inmunizados con GP45 de una cepa mexicana y anticuerpos
monoclonales anti-GP45 se unen a merozoitos de cepas homoélogas mexicanas, sin
embargo esta unién o reconocimiento no existe con cepas de otros paises, lo que
confirma su polimorfismo antigénico e indica una variacion de epitopos B entre
cepas (Fisher et al., 2001).

Para evaluar su efecto en la proteccion, se realizé un ensayo de inmunizacion
utilizando esta proteina purificada y se observé que induce una proteccién relativa
ya que reduce el porcentaje de parasitemia en bovinos que son desafiados con el
parasito (McElwain, 1991).

1.12.2 Proteina asociada a las roptrias 1 (RAP-1)

Las roptrias son los organelos mas grandes del complejo apical de Babesia, su

namero, tamafio y forma varia segun la especie. Babesia caballi por ejemplo, suele
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tener 3 roptrias y son consideradas el segundo organelo secretorio principal
después de las micronemas (Blackman y Bannister 2001). Secretan principalmente
dos tipos de proteinas, unas denominadas RON que tienen funcién en el contacto y
union estrecha del parasito con la membrana de la célula huésped y otras
denominadas RAP que tienen la funcién de modificar la membrana de la célula
huésped para la penetracion del parasito. Las proteinas de las roptrias se secretan
durante la invasion de los eritrocitos y la formacién de la vacuola parasitofora,
después de las proteinas de las micronemas (Sam-Yellowe, 1996; Gubbles y
Duraisingh et al., 2012).

En Babesia bovis se encontrd una proteina homologa a Pf60 que es codificada por
una familia de multigenes y secretada por las roptrias en Plasmodium falciparum
denominada Proteina asociada Babesia a roptrias 1 (RAP-1) que pesa 60 kDa. En
B. bovis RAP-1 es codificada por dos genes dispuestos en tandem separados por
una region intergénica de 1kb, se expresa en merozoitos y esporozoitos, es
conservada entre distintas cepas y entre diferentes especies de (Sam-Yellowe,
1996; Mosqueda et al., 2002; Yokoyama et al., 2006).

Mediante anticuerpos monoclonales se identific6 en B. bigemina una proteina de
58kDa que contenia epitopos expuestos y que generaba proteccion en desafios
(McElwain et al., 1991). Posteriormente se obtuvo la secuencia del gen que codifica
para esta proteina el cual consta de 1440pb que se traducen en 480 aminoacidos
(Mishra et al., 1991). Asi mismo se demostré que anticuerpos contra la proteina P58
recombinante se unen a la superficie de merozoitos de aislados de distintas zonas
geograficas de Latinoamérica (Mishra et al., 1991). En otro estudio se demostré la
existencia de 4 copias del gen P58 en B. bigemina, cada una con un marco de
lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) diferente, al mismo tiempo
demostrando la expresion diferencial en los estadios del parasito en la sangre,
identificando solo dos proteinas, una de 53kDa y otra de 58kDa que correspondia a
la proteina P58 (Mishra et al., 1992). Debido a la homologia con RAP-1 de B. bovis,
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a esta proteina se le denominé con el mismo nombre (Machado et al., 1993, Suarez
et al., 1991).

Posteriormente en una cepa mexicana de Babesia bigemina se comprobo lo
anterior, demostrando que existen 5 genes RAP-1a y se encuentran dispuestos en
tandem separados por regiones intergénicas mayores a 3kb agrupandose en 4
clases polimérficas que se denominaron RAP-1aa1, RAP-1aB1, RAP-1aB2 y RAP-
1ap3 distinguiéndose por las secuencias que codifican sus extremos amino y
carboxilo (Suarez et al., 2003). Asi mismo, en el locus de RAP-1 se encuentran
genes adicionales denominados RAP-1b y RAP-1c que estdn muy relacionados a
RAP-1ay son conservados en diferentes aislados. La transcripcion de los tres genes
RAPla, RAP1b y RAP1c fue reportada en merozoitos in vitro e in vivo, pero la
expresion de las proteinas RAP1b y RAP1c no se presenta en merozoitos libres lo
gue sugiere una regulacién en su expresion por parte del parasito (Suarez et al.,
2003). Se ha demostrado también que RAP-1a se trascribe y expresa en estadios

sexuales en la garrapata y quinetos (Vichido et al., 2008).

En un experimento de inmunizacion en bovinos utilizando roptrias purificadas se
indujo proteccion contra Babesia bigemina, ya que solo uno de los bovinos
inmunizados mostré parasitemia después del desafio mientras que los demas
bovinos no presentaron la enfermedad. Debido a que se identific6 a RAP-1 como
una proteina inmunodominante de los componentes de las roptrias, se sugiere este
resultado a la participacion de RAP-1, aunque probablemente estuvieron
involucradas otras proteinas (Machado et al., 1993; Machado et al., 1999). En un
trabajo realizado por Figueroa et al., (1991) utilizando anticuerpos monoclonales
contra esta proteina demostraron que neutralizan la invasion in vitro de los

eritrocitos hasta en un 65%.
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1.12.3 Antigeno de membrana apical 1 (AMA-1)

El antigeno de la membrana apical uno (AMA-1) es una proteina que inicialmente
fue caracterizada en el protozoario apicomplexa Plasmodium kwnolesi. Participa
durante el contacto o union estrecha y reorientacion del complejo apical del
merozoito a la membrana de la célula hospedera, este es el primer paso en el
proceso de invasion del parasito. Sin embargo para completar el movimiento de
uniodn del parasito es necesario que AMA-1 se una a otras proteinas secretadas por
las roptrias que se fijan en la membrana de la célula hospedera, formando un
complejo entre estas y asi iniciar el proceso de invasion (Tyler et al., 2011;
Giovannini et al., 2011). Es una proteina transmembranal tipo | que es almacenada
por organelos apicales conocidos como micronemas, consta de una region
extracelular que tiene 3 dominios (I, II, Ill) que estan relacionados con la funcion de
adhesién proteina-proteina, por lo tanto ha sido clave como un antigeno vacunal
contra el paludismo en humanos, ya que anticuerpos contra AMA-1 bloquean la
invasion de los eritrocitos. AMA-1 se ha encontrado en protozoarios apicomplexa

como Plasmodium spp., Toxoplasma gondii y Babesia spp. (Tyler et al., 2011).

En un aislado de Babesia bovis se encontr6 una proteina homéloga a AMA-1 de
Plasmodium falciparum. Péptidos localizados en los dominios Il y Ill de AMA-1
generan anticuerpos que reconocen AMA-1 en merozoitos mediante
inmunofluorescencia indirecta y en un ensayo in vitro se redujo la invasion de
eritrocitos en un 65%, lo que sugiere que es un candidato vacunal contra Babesia
bovis (Gaffar et al., 2004).

Esta proteina recientemente fue caracterizada en una cepa Italiana de Babesia

bigemina y asi mismo se logré identificar que se encuentra conservada en algunas

cepas italianas y una mexicana (Torina et al., 2010).
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1.12.4 Proteina de los cuerpos esféricos 4 (SBP4)

Las proteinas de los cuerpos esféricos (Spherical Body Proteins o SBPS) son
proteinas secretadas por los cuerpos esféricos, organelos presentes en el complejo
apical de Babesia spp. Las SBPs estan relacionadas con el proceso posterior a la
invasion o penetracion del pardsito, son necesarias para la asociacion,
internalizacion (formacion y disolucion de la vacuola parasitéfora) y viabilidad del
parasito cuando ha ingresado a la célula hospedera. A la fecha se han identificado
4 proteinas de los cuerpos esféricos en Babesia bovis: SBP-1, SBP-2, SBP-3y SBP-
4 (Yokoyama et al., 2006; Gohil et al., 2010).

SBP-4 es proteina recientemente caracterizada en Babesia bovis que posee un
marco abierto de lectura de 1119 pb, que consiste en 372 aminoacidos, con un peso
de 41 kDa. No tiene homologia con proteinas de otros parasitos apicomplexa,
aunqgue existe poca homologia con una proteina identificada en Babesia bigemina.
Esta proteina es conservada entre distintos aislados de varias partes del mundo y
experimentalmente se ha usado para diagndstico de Babesia bovis. En
experimentos in vitro usando IgG anti SBP-4 no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la neutralizacién de la invasion, lo que sugiere
gue esta proteina no esta involucrada en la invasion, sin embargo su liberaciéon
continua en los eritrocitos infectados y su alta antigenicidad mostrada en
comparacién con otras proteinas de otros organelos del parasito hacen que sea

considerada un candidato vacunal (Terkawi et al., 2011; Terkawi et al., 2011).

En B. bigemina, esta proteina consta de 277 amino&cidos y un peso de 31.3 KDa.
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1.12.5 Proteina de las micronemas 1 (MIC-1)

La proteina de las micronemas uno (MIC-1) es una proteina inicialmente identificada
en Toxoplasma gondii (Formaux et al., 1996), que al igual que los parasitos del
género Babesia pertenece al Phylum Apicomplexa. Es una proteina de las
micronemas y su funcion esta involucrada en el proceso de cito-adherencia e
invasion a las células. La union de MIC-1 a la membrana de la célula hospedera es
mediante la unién al acido sialico, por lo tanto, esta proteina contiene dominios de
unién a carbohidratos. Proteinas homodlogas a MIC-1 se encuentran en las

micronemas de los parasitos apicomplexa (Silva et al., 2010).

Mediante una busqueda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en el genoma
de Babesia bovis teniendo la secuencia de la proteina de T. gondii, se identifico un
gen homologo y se denomind Bbo-micl el cual codifica para 181 aminoéacidos y
tiene un peso de 21 kDa y que ademas es conservada entre diferentes cepas (Silva
et al., 2010). La proteina se obtuvo en forma recombinante y sintética (péptidos) y
se usO para generar anticuerpos inmunizando ratones y conejos respectivamente.
Posteriormente mediante inmunofluorescencia indirecta se identificé su expresion
en eritrocitos infectados por Babesia bovis, asi mismo se realiz6 un ensayo de
neutralizacion in vitro y se obtuvo una porcentaje de inhibicién de la invasion de
hasta un 95%, lo que confirma la presencia de la proteina en los merozoitos y su

importancia en el proceso de la invasion parasitaria (Silva et al., 2010).

En Babesia bigemina no se ha caracterizado esta proteina, sin embargo en este

trabajo se identificé una secuencia de aminoacidos homdéloga a esta proteina.
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Il. Justificacion

En México el control de la Babesiosis bovina est4 basado principalmente en el
control del vector y el tratamiento de los animales infectados. No existen
actualmente vacunas comerciales contra esta enfermedad, por lo tanto se necesitan

nuevas alternativas de control.

Actualmente las herramientas basadas en la tecnologia recombinante son una
alternativa para la identificacion de candidatos vacunales contra la babesiosis
bovina. Para esto se utilizan técnicas de gendémica, proteémica y de bioinforméatica.
Con estas técnicas se puede estudiar la funcion de los genes de Babesia spp. e
identificar aquellos que estén involucrados en procesos vitales del parasito y
también se puede evaluar la variabilidad o conservacidon de estos genes en distintas
cepas del parasito mediante programas bioinformaticos, y asi poder determinar las
regiones, péptidos o epitopos conservados que puedan ser usados como
marcadores para diagnostico de la enfermedad o como inmundgenos que generen

anticuerpos especificos que confieran proteccion contra la babesiosis bovina.

La especie Babesia bovis ha sido ampliamente estudiada, en contraste B. bigemina
no ha sido tan estudiada. Se han identificado hasta la fecha genes presentes en
organelos y membrana de Babesia bigemina que son de importancia en el proceso
de invasién de los eritrocitos y son considerados candidatos vacunales contra la
enfermedad, tales como la proteina asociada a roptrias (RAP-1), las proteina de los
cuerpos esféricos 4 (SBP-4), el antigeno de la membrana apical 1 (AMA-1), la
proteina GP45 y la proteina MIC-1, sin embargo no se conoce el grado de

conservacion de estos genes en diferentes cepas de distintas zonas geograficas.
La inmunizacion con proteinas recombinantes ha sido evaluada contra B. bovis, sin

embargo los resultados no han tenido éxito debido a la variacion de los epitopos

inmunodominantes.
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Estos resultados indican que es necesario identificar epitopos en las proteinas
candidatas vacunales de B. bigemina que sean conservados entre aislados de
diferente zona geogréfica y asi después poder evaluar la capacidad inmunogénica
y neutralizante de la invasion del parasito. Para posteriormente poder ser incluidos
en algun inmunogeno que permita controlar la enfermedad que afecta y genera

pérdidas econdmicas en la ganaderia bovina.
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[I. Hipotesis

Las proteinas RAP-1a, SBP-4, AMA-1, GP45 y MIC-1 de Babesia bigemina tienen

epitopos B conservados.

V. Objetivos
4.1 Objetivo general
Identificar epitopos B conservados en las proteinas RAP-1al, SBP-4, AMA-1, GP45
y MIC-1 de Babesia bigemina.

4.2 Objetivos especificos
1. Obtener la secuencia predicha de las proteinas RAP-1al, SPB-4, AMA-1,
GP45 y MIC-1 de Babesia bigemina
2. ldentificar in silico epitopos B conservados en las proteinas.

3. Comprobar la capacidad inmunogénica de los epitopos.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo el trabajo de investigacion se realizd la siguiente estrategia

experimental:

5.1 Objetivo 1.

Obtener la secuencia predicha de las proteinas RAP-1a, SPB-4, AMA-1, GP45 y

MIC-1 de Babesia bigemina de por lo menos 6 aislados de distintas zonas

geograficas.
Secuencias de RAP-1, GP45,
AMA-1, MIC-1y SBP-4 se
obtuvieron por tres diferentes
estrategias.
Obtenidas de DNA de Obtenidas de un banco

B. bigemina extraido
de distintos aislados.

de DNA.

Amplificacion de los genes en
los distintos aislados.

Clonacion.

Secuenciacion.
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Obtenidas a partir
de la base de
datos Protein.

Disefio de iniciadores para los
genes.

ORF de cada secuencia nucleotidica.




5.2 Objetivo 2.

Identificar in silico epitopos B conservados en las proteinas.

Secuencia predicha de
aminoécidos.

Analisis in silico de la
conservacion de las proteinas
en los distintos aislados.

Andlisis in silico de la
estructura secundaria de las
proteinas.

Prediccién de epitopos B en
las proteinas con un minimo
de 4 algoritmos diferentes.

Seleccion de péptidos que
contengan epitopos B
conservados.

Disefio de péptidos sintéticos
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5.3 Objetivo 3.

Comprobar la capacidad inmunogénica de los epitopos.

Generacion de anticuerpos
contra los péptidos sintéticos.

Evaluacién de la especificidad
de los anticuerpos.

Localizacion sub celular por Inmunodeteccion del peso

inmunofluorescencia indirecta. molecular por
Inmunoelectrotransferencia.
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VI. Material y métodos

6.1 Material Biologico utilizado.

El DNA utilizado en este trabajo proviene de la cepa Cintalapa, Chiapas
caracterizada en el laboratorio de Investigaciébn Inmunoldgica y Vacunas de la
Universidad Autbnoma de Querétaro. Asi mismo también se utilizaron aislados
provenientes de Martinez de la Torre Veracruz, Tamasopo San Luis Potosi, Soto la
Marina Tamaulipas, Rio Grande y Rondonia, Brasil. En los dos primeros el DNA se
obtuvo mediante su extraccidn a partir de garrapatas infectadas y en los tres ultimos

aislados el DNA fue proporcionado al laboratorio.

Para obtener eritrocitos infectados con B. bigemina de la cepa Cintalapa, Chiapas
se utilizé un bovino macho de 6 meses de edad de raza Europea, proveniente de
una zona libre de garrapatas R. microplus y R. annulatus y Babesia spp.

Para la generacion de anticuerpos contra los péptidos se utilizaron conejos machos
de dos meses de edad de raza Nueva Zelanda, los cuales se mantuvieron en
instalaciones adecuadas y manejados de acuerdo a lo aprobado por el comité del
SICUAE.

6.2 Obtencion de las secuencias de las proteinas AMA-1, SBP-4,
RAP1a1 y GP45 de |la base de datos

En la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI) se
realizé una busqueda en la base de datos Protein
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) para obtener las secuencias de aminoacidos
de las diferentes proteinas AMA-1, SBP-4, RAP1a1 y GP45 ya depositadas en esta

base de datos.

6.3 Extraccion de DNA
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Se realiz6 la extraccion de DNA a partir de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus)
microplus infectadas y de sangre infectada con B. bigemina, utilizando para ello el
método fenol-cloroformo alcohol isoamilico y un método que se estandarizo para
sangre completa respectivamente en los aislados: Cintalapa, Chiapas; Martinez de
la Torre, Veracruz; Soto la Marina, Tamaulipas; Tamasopo, San Luis Potosi; Rio

Grande, Brasil y Rondonia, Brasil.

El método fenol-cloformo-alcohol isoamilico se desarroll6 segun el protocolo
descrito por Mosqueda (2010). Brevemente, de forma inicial, en un mortero se
maceraron garrapatas repletas previamente congeladas (-70°C). Antes de colocar
las garrapatas en el mortero se agregaron 10 volumenes de bufer de extraccion y
posteriormente se colocaron los parasitos sobre el bufer. Se pulverizaron los
parasitos con un pistilo mediante movimientos circulares hasta que quedara un

polvo fino y homogéneo.

Posteriormente se colectd la mezcla en tubos de 1.5 ml, no agregando méas de 700
Ml por tubo. Se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir
su homogenizacion, se agregé a cada tubo Proteinasa K (100 ug/ml) y se incubaron
toda la noche a 45°C en bafio maria. Al dia siguiente se agreg6 1 volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico y se agitaron suavemente durante 10 minutos.
Posteriormente se centrifugaron los tubos a 800 gravedades por 15 minutos a 15°C.
Se observd la separacion de las fases (la fase acuosa clara superior, la fase
intermedia y la fase inferior turbia). La primera fase fue transferida a tubos estériles,
esta fase que contenia el DNA se precipité agregando 2 volimenes de etanol
absoluto frio, después se centrifugaron los tubos a maxima velocidad por 30 minutos
a 4°C para formar la pastilla de DNA que se encontraba al fondo del tubo después
de la centrifugacion, inmediatamente se decanta el sobrenadante teniendo cuidado
de no perder la pastilla, se agregaron 500 ul de etanol al 70% para lavar el DNA
mezclando la muestra con un agitador tipo vortex y centrifugando a maxima
velocidad por 10 minutos a 4°C. Finalmente se dej6 secar la pastilla en una
campana de flujo laminar durante 15/20 minutos y se disolvié en 50ul de agua libre

de nucleasas para poder ser cuantificado.
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El método de extraccion de DNA a partir de sangre infectada se realizé siguiendo
un protocolo publicado en Bartlett M. S. John and Stirling D., (2003) y se realiz6 de

la siguiente forma:

Se colocaron 3 ml de sangre en un tubo de 15 ml de polipropileno, se adicionaron
12 ml de Reagent A (0.01M Tris-HCl ph. 7.4, 320mM sucrosa, 5mM MgClz, 1% Triton
X 100) esta mezcla se combina en agitacion suave durante 4 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugd la mezcla a 3000 x g por 5 minutos a
temperatura ambiente, se descargod el sobrenadante sin tocar el pelet de células.
Después se agregé 1ml de Reagent B (0.4M Tris HCI, 150mM NaCl, 0.06M EDTA,
1% SDS, ph. 8.0) y se mezcld la muestra con un agitador tipo vortex brevemente
para resuspender la pastilla de células, se agregaron 250 ul de 5M de perclorato de
sodio y se combind mediante inversion del tubo varias veces. El tubo fue colocado
en bafio maria por 15-20 minutos a 65°C. Después de esto, se dejo enfriar el tubo
a temperatura ambiente y se agregaron 2 ml de cloroformo frio (4°C) y se combiné
mediante agitacion suave por 30 a 60 minutos, después de este tiempo se centrifugo
a 2400 x g por 2 minutos y se transfirio la fase superior acuosa que se forma a un
tubo falcon limpio (estéril o nuevo) y se agregaron 2-3 ml de etanol frio (4°C) y se

mezclé suavemente para permitir que el DNA se precipitara.

Finalmente se tomé el DNA (que se observa con una apariencia de algodén dentro
del tubo) y se transfirié a un tubo de 1.5ml para dejar secar en la campana de flujo
laminar durante 15/20 minutos y después se resuspendié en 50 ul de bufer TE (1M
Tris HCI, 0.5M EDTA, ph. 7.6) para poder ser cuantificado.

6.4 Disefio de iniciadores

Se disenaron iniciadores para los genes mic-1, gp45 y rap-71a1 utilizando el
programa en linea Oligo Analyzer de la compafia IDT

(www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).
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Estos iniciadores se disefiaron de acuerdo a las caracteristicas y requerimientos del
vector de clonacién que se utilizaria para la obtencién de las secuencias completas
de los genes rap-71a1, gp45, ama-1y sbp4 y la secuencia parcial del gen mic-1 de
los distintos aislados. Para rap-7af y mic-1 fue necesario agregar 4 bases en el
iniciador forward en el extremo 5 esto para permitir la ligacion de los productos de
PCR en el vector pENTR™, tal y como lo indica el manual (Invitrogen). Los

iniciadores empleados se muestran en el cuadro 1.

Para el disefio se tom6 en cuenta el tamafio del iniciador (nUmero de bases),
contenido de entre 40 y 60% de C/Gs, asi como también que formaran horquillas,
homodimeros y heterodimeros por complementariedad, respetando los valores
predeterminados que existen para evitar estos fendomenos cuando fueran utilizados

en las reacciones de PCR.

6.5 Amplificacion de los genes

Utilizando el DNA extraido se realizd la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) convencional para cada gen con los diferentes aislados, para ello
se diseflaron protocolos de termociclado distinto para cada gen segun las

caracteristicas de los iniciadores y el tamafio de amplicén esperado.

Cuadro 1. Lista de iniciadores utilizados para los diferentes genes.

Gen Secuencia de iniciadores Tamano
de
amplicon

Forward 5'- CAC CGC TTC GAC GGA AAT GTG TC -3' | 361 pares

_ de bases
mic-1 Reverse 5- ATG CCT TCA CCA CAG ATCCTATCC -3 (pb)
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Forward 5- GCAAAGCAATGTAGCACCATC -3 1229 pb.

gp45 Reverse 5- CTGTCAAAGAAGCACTATCCGCC -3'

Forward 5'- CACC GCT GTC ACT ATC GTA ATA CAC | 1634 pb.

-3
rap-1a
Reverse 5- TGG CAA ATATGA ACACCT GACCAAC
-3
AMA-1Fa CCG TCC ATA CGT ACG ATG TTATGA
ama-1 | AMA-1Ra TCT GAC AGG AAT GAA CGT GTA GGT 1930 pb.

AMA1l Int R CGT TGA TGA TGA GGC AGG TAG

AMAl IntF GTG CTC TTA CAA ACG CAG GC

A continuacién se muestran los diferentes protocolos de termociclado:

e ama-l1
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Figura 1. Programa de PCR para amplificar el gen ama-1.
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Figura 3. Programa de PCR para amplificar el gen mic-1.
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Figura 4. Programa de PCR para amplificar el gen rap-7a7.
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Para el caso de los genes ama-1y gp45 se realiz6 PCR con DNA de B. bigemina

de la cepa Chiapas y para el caso de mic-1y rap-7a17 se realiz6 con DNA de aislados

de Chiapas, Tamaulipas, Veracruz, San Luis Potosi, Rio Grande y Rondonia, estos

ultimos de Brasil.

La preparacion de la mezcla de PCR para cada reaccion consistio de la siguiente

forma:

Cuadro 2. Componentes de la reaccion de PCR.

Componente Volumen Concentracion
Master mix (Promega) 12.5 pl
Agua libre de nucleasas 5.5 pl
Iniciador forward 1 ul 20 uM
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Iniciador reverse 1l 20 uM

DNA 5l 100 ng

Volumen final 25 pl

Posteriormente con el producto de PCR se realiz6 electroforesis en geles de
agarosa con una concentracion de 1-2%, esto segun el tamafio de amplificado de
cada gen. Después utilizando un fotodocumentador se observo el resultado de la
reaccion de PCR mediante el corrimiento en la electroforesis, utilizando un marcador
de tamafio molecular para verificar el tamafio correspondiente de los amplicones

esperados.

Cuando se observaban amplificaciones de acuerdo al tamafio molecular de los
genes en los productos de PCR (PPCR) que contenian los DNAs de los diferentes
aislados utilizados, se continué con la purificacion de los productos de PCR
correspondientes utilizando el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) siguiendo las instrucciones del kit para poder realizarlo y asi
finalmente cuantificar la cantidad del PPCR para poder ser usado en el siguiente

paso.

6.6 Clonacion y transformacion de células competentes

Para el proceso de ligacion del producto de PCR se utilizaron los kits comerciales
pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kity TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing,
segun las caracteristicas de los iniciadores utilizados para amplificar los genes en
los distintos DNASs.

Se preparo la mezcla de ligacién en un tubo de PCR agregando una proporcion de
2:1 de Producto de PCR-vector de clonacion en nanogramos, también se afiadio 1
pl de solucion de sales y la cantidad de H20 para completar un volumen final de 5
pul segun las especificaciones del protocolo. Esta se mezclé y se incubd a

temperatura ambiente durante 5 minutos y se coloc6 en hielo para continuar con la
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transformaciéon quimica de las células competentes. Cabe mencionar que los dos
vectores de clonacion tienen las mismas instrucciones de uso para llevar a cabo la

clonacion.

Se utilizaron células competentes One Shot TOP10 Chemically Competent E. coliy
la transformacion fue mediante shock térmico, utilizando los pasos que indica el
manual de este kit comercial. Se afiadieron 2 ul del producto de clonacién en un vial
que contenia 50 pl de estas células competentes y se incubd en hielo durante 30
minutos, después se realizd el shock térmico (en bafio maria o termoblock) a 42°C
por 30 segundos e inmediatamente se coloco el vial en hielo nuevamente por 2
minutos. A temperatura ambiente se agregaron 250 pl de medio S.0.C (2% Tryptona
,0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI , 10 mM MgClz, 10 mM
MgSO4, 20 mM de glucosa) y se incubé a 37°C por 60 minutos con agitacién a 200
rpom. Finalmente se colocaron 100 ul de este cultivo de células competentes en cajas
de Petri que contenian medio LB/kanamicina o ampicilina 50 ug/ml segun el vector

de clonacién utilizado y se dej6 incubar toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente se seleccionaron colonias crecidas en las cajas de Petri para la
evaluacion de la presencia de inserto (gen de nuestro interés) mediante PCR
convencional de las colonias seleccionadas, utilizando iniciadores M13 que son
especificos del vector e iniciadores de los genes de B. bigemina. Las colonias con
el inserto se seleccionaron y se crecieron a una temperatura de 37°C durante toda

la noche en tubos Falcon con 5 ml de medio LB/Kanamicina 50 pg/ml.

Al siguiente dia se realiz6 la extraccion y purificacion del plasmido utilizando el kit

comercial Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).

Para ello se centrifugd el cultivo incubado a 10, 000 gravedades por 5 minutos para
decantar el sobrenadante y obtener el pellet. Se agregaron 250 ul de solucién de
resuspencién celular y se mezclé en un agitador tipo vortex, se agregaron después
250 pl de solucidn de lisis celular, se mezclé mediante inversion y se dejo incubar a

por 5 minutos a temperatura ambiente, se agregaron después 10 pl de solucion de
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proteasa alcalina y se mezcléo por inmersion. Para neutralizar la enzima se
agregaron 350 pl de solucidn de neutralizacion y se centrifugd esta mezcla de lisado

celular a 14, 000 gravedades por 10 minutos a temperatura ambiente.

Después por decantacion se transfirio la parte clara del lisado celular a la columna
de unién ensamblada en un tubo de recoleccién y se centrifugd a 14, 000
gravedades por 1 minuto. Se desechd el contenido del tubo de recolecciéon y se
agregaron 250 ul de solucién de lavado a la columna y se centrifugd de la misma
forma, se repitidé este lavado con 250 pl de esta solucion y se centrifugd por dos
minutos a la misma velocidad. Finalmente se colocé la columna a un tubo nuevo y
estéril de 1.5 ml, se afadieron 50ul de agua libre de nucleasas y se centrifugd a 14,
000 gravedades por 1 minuto para recuperar el DNA plasmidico unido en la

membrana de la columna.

6.7 Secuenciaciéon

Para secuenciar los amplicones que se encontraban en los plasmidos purificados
fue necesario cuantificar la concentracion de DNA plasmidico en el nanodrop. La
cantidad que se utilizé para secuenciar fue de 300-500 ng utilizando para ello

iniciadores M13 que son especificos para los plasmidos.

Los plasmidos purificados de 2 a 4 clonas fueron enviados a secuenciar en ambas
direcciones al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (IPICYT)
ubicado en San Luis Potosi o al Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM en
Cuernavaca, Morelos. El método usado para la secuenciacion fue el automatizado

de Sanger.

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados y ensamblados utilizando el
software CLC Main Workbench 6.8 para finalmente obtener las secuencias de los

genes.
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6.8 Obtencion de la secuencia predicha de aminoacidos

A las secuencias nucleotidicas obtenidas del analisis y ensamblaje del resultado de
la secuenciacion se les realiz6 un analisis de busqueda de marco de lectura abierto
u ORF (Open Reading Frame) mediante el algoritmo bioinforméatico ORF finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) que busca en la secuencia de

nucleotidos la presencia de codones de inicio y de paro necesarios para su
traduccion a amino&cidos. De esta forma se obtuvo la secuencia de aminoécidos

correspondiente a cada gen de los diferentes aislados.

6.9 Analisis de la conservacion de las proteinas

Para analizar el grado de conservacion de las proteinas en los diferentes aislados
se realizaron alineamientos mdultiples de los distintos aislados de cada proteina

utilizando para ello el programa Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

disponible en internet.

6.10 Analisis in silico de la estructura secundaria de las proteinas
A cada proteina se le realizé un analisis de estructura secundaria para predecir:

Regiones hidrofobicas utilizando la herramienta Postscale
(web.expasy.org/protscale/) (Gasteiger et al., 2005).

Regiones transmembranales utilizando la herramienta TMHMM
(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0) (Krogh et al., 2001).

Presencia de péptido sefal utilizando la herramienta SignalP 4.1

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011).

Dominio funcional utilizando las herrramientas Pfam (pfam.xfam.org/), SMART
(smart.embl-heidelberg.de/) (Finn et al., 2014; Schultz et al., 1998).
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De esta forma se identifico la posicion de los aminoacidos que constituyen la region
extracelular de las proteinas y en qué posicion de esta region se encuentra el
dominio funcional de cada proteina.

6.11 Prediccion y selecciéon de epitopos B conservados

La prediccion de epitopos B en las proteinas se realizé con diferentes algoritmos
bionformaticos, la prediccion se realiz6 buscando dentro de la secuencia de

aminodacidos extracelular de cada proteina caracteristicas de un epitopo B como:

Hidrofilicidad: usando el algoritmo del programa BCEpred

(www.imtech.res.in/raghava/bcepred/bcepred submission.html).

Antigenicidad: usando el algoritmo de los programas BCEpred

(www.imtech.res.in/raghava/bcepred/bcepred submission.html) y Antigenic

(emboss.bioinformatics.nl/cqgi-bin/emboss/antigenic).

Epitopo B lineal: wusando el algoritmo de los programas ABCpred

(www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC submission.html) e IEDB

(tools.immuneepitope.org/tools/beell/iedb input).

Los criterios para la seleccion de los epitopos fueron:

e La prediccion simultdnea del epitopo por los diferentes algoritmos.
e Valores altos de prediccion de hidrofilicidad, antigenicidad y de epitopo B, los
valores que se consideraron fueron los siguientes:
ABCpred: >0.80.
Bcpred:
Antigenicidad >1.
Hidrofilicidad > 1.
Antigenic: >1.100.
IEDB: >1
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e Andlisis del grado de conservacion de aminoacidos de los epitopos en los distintos aislados.

Finalmente se realiz6 un andlisis BLAST en la pagina del NCBI (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) y el Instituto Sanger

(www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/b_bigemina) para confirmar que la secuencia de aminoacidos de los péptidos

gue contenian los epitopos B conservados tenian 100% de identidad solo con la proteina a la que correspondian.

Los péptidos se sintetizaron en la empresa GL Biochem (Shanghai) Ltd. La sintesis quimica fue realizada en un sistema de
MAPS’8 (Multiple Antigenic Peptide System), este sistema consiste en generar los péptidos en forma de octdmeros

ramificados para darle mayor inmunogenicidad.
El nUmero de péptidos que fueron enviados a sintetizar fueron:

Cuadro 3. Namero de péptidos que contienen epitopos B seleccionados.

Proteina No. de Nombre Orden de Secuencia de aminoacidos
péptidos asighado prediccién
AMA-1 5 AMA-1A 1 GSPLESDAINYPCHIDTLG
AMA-1B 2 CDEDGSAKEGPSSLLCMKPY
AMA-1C 3 NIVPGSDQRTKYRYPFVYD
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AMA-1D 4 GAGEATERTGGRTAGSKLIP
AMA-1E 5 TGVCRILNATPTCLIINAG
SBP4-A 1 MIHRQTDGCAPRTPVVYTPV
SBP4 SBP4-B 2 KLVALIYHDVDGMKEALYHG
SBP4-C 3 KTIVVDINDVNDNKYLSYE
SBP4-D 4 RPNKLRHLVWSDTVIHGVG
GP45-1 1 ERAVSGATTHGGDARGVNP
GP45 GP45-CH 2 MHIVSNLLDVEPIVGMYG
GP45-CS 3 MHIVSKLLDVQPIVGMYG
GP45-4 4 GFLSTATDVPESDLAKK
GP45-5 5 NLQMFLKVFYNKNSPLF
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RAP-T1 1 VNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADD
RAP-T2 2 FVVSLLKKNVVRDPESNDVENFASQYFYM
RAP-B1 3 VPSGDSAETEFEVPE
RAP-1a1 RAP-B2 4 SSHGDYHHFVVSLLKKNVVRD

RAPB3 5 VRDPESNDVENF
RAP-4 6 SAETEFEVPEEQYVDAVTT
MIC1-A 1 MIMIDYSSDTNQCLNN

MIC-1 MIC1-B 2 CSSPTKCAGTAEILKTY
MIC1-C 3 KNVDQTVIKRLHHKYCGK
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6.12 Generacion de anticuerpos contralos péptidos

Cada uno de los péptidos conteniendo los epitopos seleccionados fue generado en
forma de péptido sintético mediante el sistema de Péptidos Antigénicos Mdltiples
(MAP) de 8 ramificaciones en la empresa GL Biochem Ltd (Shangai, China).

La inmunizacién se llevd a cabo en el modulo de cunicultura ubicado en las
instalaciones de la Posta Zootécnica de la Licenciatura en Medicina Veterinaria y
zootecnia de la Universidad Autonoma de Querétaro. Se utilizaron conejos de raza
nueva Zelanda de dos meses de edad. Los conejos se mantuvieron en jaulas (2

conejos por jaula) con alimento y agua ad libitum.
La dosis que se inmuniz6 por cada péptido fue administrada en 1ml y contenia:

100 ug de péptido/ 500 ul de PBS1X (13.6 mM NaCl, 2.6 mM KCI, 8.33 mM
NaH2PO4, 1.4 mM KH2POa).

500 pl de adyuvante Montanide ISA 71VG (Seppic ®, Francia).

Se inmunizaron dos conejos con cada uno de los péptidos y la inoculacién se realizé
via subcutanea depositando la dosis en dos sitios cercanos a ganglio linfatico,

utilizando una jeringa de 3 ml con aguja de calibre 22.

Previo a la inmunizacion se emulsificé el péptido contenido en PBS 1X con el

adyuvante mezclandolo perfectamente.

La inmunizacién se llevé a cabo en 2 fases. En la primera, se inocularon los péptidos
gue corresponden a las proteinas AMA-1 y SBP-4 y en la segunda, se inocularon

los que corresponden a las proteinas de GP45, RAP-1y MICL1.

Cuadro 4. Calendario de inoculacién de los péptidos de las proteinas AMA-1 y SBP-4.

Dia No. de Actividad Fecha
inmunizacién

0 1 Toma de suero pre- 20-Dic-2013
inmunizacion.
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14 2 3-Ene-2014
28 3 17-Ene-2014
42 4 31-Ene-2014
Sangrado final* 10 Feb-2014
56 5* 14-Feb-2014
60 6* 28-Feb-2014
Sangrado final 9-Mar-2014.

*Solo algunos conejos.

Cuadro 5. Calendario de inoculacion de los péptidos de las proteinas GP45, RAP-1a1 y
MIC-1.

Dia No. de Actividad Fecha
inmunizacion

0 1 Toma de suero pre- 13-Mar-2014
inmunizacion.

14 2 27-Mar-2014

28 3 10-Abr-2014

42 4 24-Abr-2014

56 5 8-May-2014

60 6 22-May-2014
Sangrado final* 2-Jun-2014
Sangrado final* 4-Jun-2014

74 7* 5-Jun-2014
Sangrado final 13-Jun- 2014.

*Solo algunos conejos
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La evaluacion de la presencia de anticuerpos especificos generados en los conejos
para decidir el momento de sangrado final se realiz6 mediante la técnica de

Inmunofluorescencia indirecta.

Para ello, a partir de la tercera inmunizacion en los primeros conejos inmunizados
con SBP-4 y AMA-1 se tomO una muestra de sangre de la vena auricular
(aproximadamente 1 ml). El suero fue separado mediante centrifugacion a 1, 400 x
g por 15 minutos y posteriormente envasado en tubos de 0.6 ml en cantidades de
100 y 200 pl para ser almacenados a -20 °C hasta su uso.

En los conejos inmunizados con los péptidos AMA-1A, AMA-1D, AMA-1E y SBP4-
B la obtencién del suero (sangrado final) se realiz6 10 dias después de la cuarta

inmunizacion.

Los demas sueros que correspondian a los péptidos restantes de AMA-1y SBP4 se

obtuvieron 10 dias despues de la sexta inmunizacion.

Los sueros fueron separados mediante centrifugacion a 1400 x g por 15 minutos y

posteriormente fueron envasados en tubos de 600 pl y almacenados a -20°C.

En los conejos inmunizados con los péptidos de GP45, RAP-1y MIC-1 Se realizo el
sangrado final en casi la totalidad de los conejos a los dias 11 y 13 después de la

sexta inmunizacion.

Solo en 3 conejos que correspondian a péptidos MIC1-B, RAP-B1 y RAP-B3 se

realizo el sangrado final 8 dias después de la séptima inmunizacion.

Los sueros de estos conejos fueron procesados de la misma forma que los del

primer lote de conejos inmunizados.
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6.13 Evaluacion de la especificidad de los anticuerpos

Una vez que se tuvo la totalidad de los sueros de los conejos inmunizados con los
diferentes péptidos se evalud la especificidad de los anticuerpos generados contra

las proteinas, utilizando para ello antigeno nativo de B. bigemina.

6.13.1 Obtencién y procesamiento de eritrocitos infectados

Para obtener el antigeno necesario para los experimentos de Inmunofluorescencia
indirecta e Inmunoelectrotransferencia fue necesario infectar un bovino con B.

bigemina.

Para esto se esplenectomizé un bovino y se le inoculé sangre infectada con B.
bigemina cepa Chiapas con una dosis de inoculaciéon de 1 x 102 eritrocitos
infectados. Para el procedimiento se utilizé un vial con 5 ml de sangre infectada que
se encontraba a -196°C. El vial se dejo descongelar y se pasaron los 5 ml de sangre
infectada a una jeringa de 20 ml. La inoculacién se realiz6 via venosa en la yugular
utilizando una aguja de calibre 21. Se mezclaron los 5 ml de sangre infectada con
15 ml de sangre que se retiraron al momento de puncionar la yugular del bovino
para tener un volumen final de 20 ml y asi aplicar 15 ml de este volumen via

intravenosa y los 5 ml restantes via intramuscular.

Posteriormente se monitore6 al bovino a partir del tercer dia post-inoculacion. El
monitoreo consistio en la toma de la temperatura rectal y de una muestra de sangre
con anticoagulante para realizar frotis sanguineo y poder determinar el porcentaje
de eritrocitos infectos (PEI). Cuando ésta fue superior al 2% se obtuvo sangre
infectada del bovino mediante la puncion de la vena yugular utilizando para ello un
matraz estéril con perlas de vidrio, estas se utilizaron para poder desfibrinar la
sangre al momento de retirarla mediante la agitacién del matraz para permitir el

movimiento de las perlas y el aglutinamiento y separacion de la fibrina.
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La sangre infectada obtenida se coloco en tubos polipropileno de 50 ml estériles y
se centrifugé a 2740 x g durante 20 minutos a 4°C, después se retird el suero
separado durante la centrifugacion, asi como también se retirg la capa leucocitaria
gue contenia las células blancas observadas en la separacion por la centrifugacion.
Posteriormente el paquete de células rojas infectadas con B. bigemina concentrado
en el fondo del tubo se lavé con solucidon VYM (Vega et al., 1985) tres veces,

centrifugando a 2740 x g durante 20 minutos a 4°C.

Después del tercer lavado, se resuspendieron los eritrocitos infectados en solucion
VYM para realizar los frotis en portaobjetos de vidrio y para almacenar en
congelacion a -20°C para procesar el antigeno posteriormente y obtener las

proteinas del parasito.

6.13.2 Inmunofluorescencia indirecta

Mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta se evalué la capacidad de

localizar las proteinas especificas en el tejido nativo.
La realizacion de la técnica fue la siguiente:

Como antigeno se utilizaron un frotis de eritrocitos infectados con B. bigemina, que

se encontraban almacenados a -20°C.

e Se descongelaron e inmediatamente se secaron las laminillas conteniendo el
antigeno en una campana de flujo laminar durante 30 minutos.

e Posteriormente se permeabilizo las membranas de los eritrocitos
sumergiendo las laminillas en acetona a 4°C durante 30 minutos.

e Después de ese tiempo se dejaron secar nuevamente y se realizo el
enmarcado circular con esmalte de ufias de los pozos donde se depositarian
los sueros.

e Se realiz6 un bloqueo inicial agregando a cada pozo 30ul de suero de burro
al 5% diluido en PBS 1X (18.8mM KH2PO4, 67.1mM NAHPO4, 150 mM
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NaCl. Ph 7.2) segudio de una incubacién en una camara humeda a 37°C
durante 10 minutos.

Posteriormente, las laminillas fueron sumergidas brevemente en PBS 1X
Tween 0.01% y se dejaron secar.

El anticuerpo primario (sueros post-inmunizacion de los conejos) fue diluido
en solucidén de bloqueo, tanto los sueros pre-inmunizacion como los post-
inmunizacion se diluyeron 1:20. El anticuerpo secundario IgG de burro anti-
IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 488 ® (Jackson ImmunoResearch,
USA) fue utilizado a una dilucién de 1:100 en solucion de bloqueo.

Se utilizé tambien un suero como control positivo el cual era un suero de
conejo hiperinmune especifico contra una proteina de las roptrias de B.
bigemina, asi como tambien un control negativo, los cuales fueron diluidos
igualmente que el suero de los conejos a probar.

Se agregaron 30ul de la dilucién 1:20 a cada pozo de los sueros.

Se incubaron las laminillas en una cdmara humeda a 37°C por 30 min.
Después se realizaron tres lavados con PBS 1X Tween 0.01% (18.8mM
KH2PO4, 67.1mM NAHPO4, 150 mM NaCl, Tween20 0.01%) por 5 minutos
cada uno en un agitador a 240 rpm (IKA ® KS 130 Basic).

Se secaron nuevamente las laminillas y se agregaron 30ul de anticuerpo
secundario diluido 1:100 y se incubaron nuevamente en la camara humeda
a 37°C por 30 minutos.

Se realizaron tres lavados con PBS 1X Tween 0.01% y uno con agua
destilada estéril de 5 minutos cada uno en un agitador a 240 rpm.
Finalmente se dejaron secar las laminillas.

Para la lectura se agregé glicerina fosfatada (1: 9 Glicerina:PBS 1X) en cada
uno de los pozos.

Se observo en un microscopio de fluorescencia de la marca Leica modelo
DM2500 con objetivo de 100x, utilizando un filtro luz para 480nm de longitud

de onda.
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6.12.2 Inmunoelectrotransferencia

Para realizar la inmunodeteccion por el peso molecular de las proteinas con los
diferentes anticuerpos generados por la imunizacion con los péptidos se utilizaron
las técnicas de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

(SDS-PAGE) e Inmunolectrotransferencia.

Para llevar a cabo esta técnica se utilizaron eritrocitos infectados con B. bigemina
de la cepa Chiapas con un PEI del 3%. Se utilizé un volumen de 5 ml de eritrocitos
infectados que se coloco en un tubo polipropileno de 50 ml. El paquete celular fue
concentrado inicialmente mediante centrifugacién de 1, 400 gravedades por 15
minutos a 4°C. Posteriormente se elimind el sobrenadante dejando solo el paquete
de celulas infectadas en el fondo del tubo. Se agregaron 15 ml de PBS 1X y se
homogenizo la muestra para realizar la lisis y el lavado de los eritrocitos infectados.
Se realizé una primera centrifugacion de 1, 400 gravedades por 15 minutos a 4°C y
se elimind el sobrenadante, posteriormente se agrego la misma cantidad de PBS
1X y se realiz6 otra centrifugacion. Después de eliminar el sobrenadante, el pellet
celular concentrado en el fondo del tubo se dejé a -20°C durante 12 horas para
favorecer la lisis de los eritrocitos. Posteriormente se continud realizando tres
lavados con PBS 1X a la misma velocidad de centrifugacion hasta que finalmente,
después del tercer lavado, el pellet celular se resuspendié en 5 ml de PBS1X. Se
agregd un inhibidor de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets-
ROCHE) para evitar la degradacion proteica de los parasitos y se alicuot6é en tubos

de 600 ul y finalmente se almacend a -20°C hasta su uso.

Las proteinas del pellet celular fueron separadas en geles de poliacrilamida del
sistema Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels de 4-20% y del 10% para las
proteinas RAP-1a1, GP45, AMA-1, SBP-4 y MIC1 y también se prepararon geles
gue contenian un gel concentrador con el 5% de poliacrilamida y un gel separador
qgue contenia el 10% de poliacrilamida, cada uno con las siguientes cantidades de

reactivos necesarios:

Cuadro 6. Reactivos utilizados en la preparacion de geles de poliacrilamida.
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Reactivo

Gel separador 10%

(ki)

Gel concentrador 5%

(ul)

Agua destilada

1, 900

680 |l

Acrilamida 30%
((acrilamida 29,2 % y
N,N’-metil bisacrilamida
0,8 %, BioRad)

1, 700 l

170 pl

Bufér Tris-HCI 1.5M Ph
8.8

1, 300

Bufér Tris-HCI .5M Ph
6.8

130 pl

SDS 10%
(Dodecilsulfato sédico)

50 ul

10 pl

APS 10% (Persulfato de
amonio, Bio Rad)

50 ul

10 pl

TEMED (N,N,N",N'-
tetrametiletilenodiamina,
Bio Rad)

Total

5, 0002 W

1, 0001 pl
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Para separar la muestra de proteinas en los geles de poliacrilamida, ésta se preparo
utilizando B-mercapetanol y bufer de carga Laemmli 2X, (Bio Rad, California-USA)
(65.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2.1% SDS, 26.3% (w/v) glicerol, 0.01% azul de
bromofenol). Se utilizaron 200 pl de eritrocitos infectados y se mezclaron con 200 pl
de bufer de carga que contenia 10 pl de B-mercaptoetanol y 190 ul de bufer Laemmli
2X. Esta muestra preparada en tubos de 600 pl se coloco en agua hirviendo durante

10 minutos.

A los geles de poliacrilamida se les retiraron los pozos donde se coloca muestra a

separar, dejando solamente un pozo para el marcador de peso molecular.

El gel fue montado en la camara de electroforesis y se depositaron los 400 pul de la
muestra, preparada y previamente hervida en el area donde se retiraron los pozos
y en el pozo que quedd se depositd 5 ul del marcador de peso molecular y
posteriormente se agrego el bufer de corrida (25mM Tris Base, 200mM Glicina,
3.5mM SDS, Ph 8.3) al nivel correspondiente en la camara para iniciar la separacion
proteica. Las muestras se corrieron durante 90 minutos a 110 V y 125 minutos a
110 V, la primera velocidad para los geles precast y la segunda para los geles al

15% de poliacrilamida.

Se uso marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

y el Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ de Bio Rad (California, USA).

Después de la separacion electroforética de las proteinas se realizé la transferencia
de las mismas a una membrana de nitrocelulosa. Para esto, antes de armar el
casete de transferencia, se retir6 el gel de los cristales y se lavé con agua destilada
durante 5 minutos en agitacion, posteriormente se equilibr6 en bufer de
transferencia (25 mM Tris base, Glicina 200mM, Metanol 20%, pH 8.3) el gel de
poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa (Bio Rad, California-USA) junto con
el papel filtro cortado al mismo tamafo que el gel de poliacrilamida durante 15

minutos.

Después de lo anterior se procedio a armar el casete de transferencia, realizandose

esto sobre un recipiente que contenia bufer de transferencia. Primero se coloco
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sobre la parte blanca del casete la esponja, en seguida el papel filtro y sobre el papel
filtro la membrana de nitrocelulosa. A continuacion se colocé sobre la membrana, el
gel de poliacrilamida que contenia las proteinas separadas procurando evitar la
formacion de burbujas entre estos dos componentes, después se coloco el papel
filtro encima del gel y finalmente otra esponja que coincidiria con la parte negra del
casete y asi poder cerrar el casete de transferencia. Después se colocé en la
camara de transferencia y se agrego bufer al nivel correspondiente. La transferencia

se realizé a 4°C a 100 V durante 1 hora.

Terminado el tiempo de la transferencia y con objeto de observar las proteinas
separadas transferidas a la membrana, el resultado se verifico utilizando una tincién
reversible de la membrana de nitrocelulosa con solucién Rojo de Ponceau (Rojo

ponceau 0.01%, Acido acético 5%).

Después se lavo la membrana de nitrocelulosa con TBS 1X (10mM Tris Base,
150mM NacCl) dos veces durante 10 minutos en agitacion para eliminar la tincion del
Rojo de Ponceau, para finalmente dejar bloqueando la membrana en solucién de
bloqueo al 5% (TBS 1X, leche descremada 5%) durante toda la noche a 4°C en

agitacion a 240 rpm.

Para la Inmunoelectrotransfenrencia se utilzaron diluciones 1:800 y 1:400 del
anticuerpo primario (sueros pre y post- inmunizacion). Como anticuerpo secundario
se utilizé un anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Santa
Cruz Biotechnology, USA) a una dilucién 1:1000. Las diluciones fueron preparadas
utilizando TTBS 1X (TBS 1X, Tween20 0.05%).

Después de la incubacion en solucion de bloqueo, la membrana se lavo dos veces
en agitaciéon con TTBS 1X durante 20 minutos a 400 rpm y un lavado adicional con
TBS1X ala misma velocidad durante 10 minutos. La membrana de nitrocelulosa fue
cortada verticalmente en tiras para utilizar cada una para diferente muestra de suero

(pre y post-inmunizacion).

Se utilizé un volimen final de 7 ml de anticuerpo primario diluido contenido en tubos

falcon de 15 ml y en cada uno se coloc6 cada una de las tiras de la membrana.
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La incubacion de las membranas con el anticuerpo primario contenido en tubos de
pilipropileno se realizé durante una hora a temperatura ambiente en agitacion a una
velocidad de 240 rpm (IKA ® KS 130 Basic).. Despues de esta incubacién se
realizaron tres lavados a las tiras de membrana contenidas en los tubos falcon, dos
se realizaron con TTBS 1X durante 20 minutos y uno con TBS 1X durante 10
minutos en agitacion a una velocidad de 400 rpm. Posteriormente se juntaron las
tiras de la membrana en un solo tubo de polipropileno de 50 ml que contenia 7 ml
de anticuerpo secundario y se realizé la segunda incubacién durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion a 240 rpm. Después de la incubacion se
realizaron los mismos lavados a las tiras de la membrana con el mismo tiempo y

velocidad que los anteriores.

Se prepard el bufer para el sustrato revelador a emplear para la inmunodeteccion
(Tris HCI 100 mM, Na CI 150 mM, Mg Cl2 1 mM, pH 9.0).

A este bufer se le agrego el sustrato 5-bromo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP) en
combinacion con nitro blue tetrazolium (NBT) (Madison, Wisconsin. USA). Se
prepararon 10 ml de bufer para revelar las tiras de membrana de nitrocelulosa
utilizadas en los Western blots, agregando 66 pl de 50 mg/ml NBT y 33 ul de 50
mg/ml BCIP.

La inmundeteccion se realizé colocando las membranas que correspondian al suero
pre y post de cada conejo en el sustrato revelador al mismo tiempo. Las membranas
se incubaron hasta observar una banda coloreada purpura que perteneciera a la
proteina correspondiente, producto de la reacciébn de la enzima conjugada al
anticuerpo secundario con el sustrato e inmediatamente se detenia la reaccion

lavando la membrana con agua destilada.
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6.13 Identificacion de una proteina homologa a MIC-1 de Babesia bovis en el

genoma de B. bigemina.

Con base en la secuencia de la proteina reportada en la base de datos de MIC-1 de
B. bovis, se realizé un BLAST en el genoma de B. bigemina que se encuentra

anotado en la pagina web del Instituto Sanger (http://www.sanger.ac.uk/cqi-

bin/blast/submitblast/b _bigemina). Se identificé un contig que contenia una similitud

elevada a la secuencia de B. bovis y se le realizé una busqueda de ORF (Marco de
lectura abierto) con el algoritmo ORF finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/orfig.cagi).

Posteriormente, se confirmé la presencia de intrones en la secuencia mediante el
algoritmo GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) y entonces se localizé

una secuencia de nucleétidos con un codon de inicio y codon final que codifica para
una proteina de 445 aminoacidos y que al hacerle un analisis de su estructura
secundaria revelo la presencia de un péptido sefial y un dominio de unién al &cido
sialico, resultado que coincide con las caracteristicas de la proteina MIC-1 en

Toxoplasma gondii.

Sin embargo, las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos obtenidas de MIC-1
de B. bigemina en este trabajo solamente comprenden el dominio funcional de la

proteina y no en su totalidad.
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VIl.  RESULTADOS

7.10btencion de la secuencia predicha de las proteinas.

7.1.1 Obtencién de las secuencias en la base de datos.

En el cuadro 7 se muestran los nidmeros de acceso de las secuencias de

aminoacidos obtenidas de la base de datos Protein.

Proteina NUmeros de acceso

BAH22706- B. bigemina Argentina.

AET36930- B. bigemina Corrientes,
Argentina.

ACT46060- B. bigemina ITAL, Italia.
ACT46061- B. bigemina ITA2, Italia.
ACT46062- B. bigemina ITA2, Italia.
ADP02973- B. bigemina ITA4PG, ltalia.
ADP02974- B. bigemina ITASRG, ltalia.
ADP02975- B. bigemina ITAGPA, ltalia.
AMA-1
ADP02976- B. bigemina ITA7PA, Italia.

ADP02977- B. bigemina ITA8CT, Italia.

AET36928- B. bigemina MI1A,

Argentina.

AET36927- B. bigemina MI1P,

Argentina.
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AET36929- B. bigemina México.

AET36931- B. bigemina Rio Grande da

Sur, Brasil.

AET36926-  B. bigemina  S3P,
Argentina.

AET36932- B. bigemina Turquia.

GP45

AGUG67944- B. bigemina Sudafrica.

AEJ89909- B. bigemina Guerrero,

México.

AEJ89910- B. bigemina Jalisco,
México.

AGUG67947- B. bigemina Sudafrica.
AGUG67946- B. bigemina Sudafrica.
AGUG67945- B. bigemina Sudafrica.
AEJ89912- B. bigemina Seed.

AEJ89907- B. bigemina Veracruz,

México.
AAG28759- B. bigemina México.
AEJ89911- B. bigemina México.

AAG28757- B. bigemina México.
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AEJ89908- B. bigemina Argentina.

AEJ89906- B. bigemina Nayarit, México

RAP-1 a1

AAAG5583

1906304A

M85187- B. bigemina México.
M85186- B. bigemina México.
M85185- B. bigemina México.
M85184- B. bigemina México.
AAG14909- B. bigemina Puerto Rico.
AAG14908- B. bigemina Puerto Rico.

AAG14906- B. bigemina  Texcoco,
México.

AAG14907- B. bigemina UYA.

AAG14905- B. bigemina  S2P,
Argentina.

AAG14904- B. bigemina  S1A,

Argentina.
AAG14903- B. bigemina CGP.

AAG14902- B. bigemina CGA.
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SBP-4

AGC12840- B. bigemina S3P Salta,
Argentina.

AGC12832- B. bigemina MI1A
Corrientes, Argentina.

AGC12833- B. bigemina M1P

Corrientes, Argentina.

AGC12834- B. bigemina M2P

Corrientes, Argentina.

AGC12835- B. bigemina  M30

Corrientes, Argentina.
AGC12836- B. bigemina México.

AGC12838- B. bigemina S2A Salta,

Argentina.

AGC12839- B. bigemina S2P Salta,

Argentina.

AGC12829- B. bhigemina B38 Salta,
Argentina.

AGC12837- B. bigemina S1A Salta,
Argentina.

AGC12830 - B. bigemina Brasil.

AGC12831- B. bigemina Colombia.

55




7.1.2 Amplificacion de los genes en el DNA de los distintos

aislados de B. bigemina.

Se obtuvo un amplicon de cada uno de los genes con los iniciadores disefiados para
cada uno de ellos y utilizando como molde el DNA gendmico de B. bigemina de los
distintos aislados, extraido de sangre infectada o garrapatas R. microplus

infectadas.

Para el caso del gen rapl-a1 se obtuvo un amplicon de 1634pb que corresponde al

tamafo que se espera para este gen (Figura 5).

Figura 5. Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen rapl-al. Carril 1: Marcador de
tamafio molecular, Carril 2: control negativo. Carril 3: DNA del aislado de Martinez de la
Torre, Veracruz. Carril 4: DNA del aislado de Rio Grande, Brasil. Carril 5: DNA del aislado
de Rondonia, Brasil.

En la electroforesis en gel de agarosa del producto de la reaccion de PCR con los
iniciadores para mic-1 utilizando DNA de distintos aislados, se obtuvo un amplicon
de 361pb que corresponde al tamafio esperado de amplificacion con los iniciadores

especificos (Figura 6).
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Figura 6. Electroforesis de gel de agarosa al 2% para el gen mic-1. Carril 1: Marcador de
tamafio molecular, Carril 2: control negativo. Carriles 3: DNA de la cepa Cintalapa, Chiapas.
Carril 5: DNA del aislado de Rio Grande, Brasil. Carril 6: DNA del aislado de Rondonia,
Brasil.

Para la reaccion de PCR con iniciadores para gp45 utilizando DNA de B. bigemina
de la cepa Chiapas se obtuvo un amplicén de 1229pb que corresponde al tamafio

esperado para este gen (Figura 7).

Figura 7. Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen gp45. Carril 1: Marcador de
tamafio molecular. Carril 2: DNA de la cepa Cintalapa, Chiapas.

57



7.1.3 Clonacion, transformacion de ceélulas competentes vy

escrutinio de colonias.

Los productos de PCR de los genes rap-7a7y micl se clonaron en el vector pENTR
y los de los genes ama-1 y gp45 en el vector TOPO TA, con los vectores
recombinantes se realizo la transformacion de las células One Shot TOP10 E. coli

competentes.

Las colonias que crecieron en las placas LB/Kanamicina- ampicilina que contenian
el plasmido con el gen rap-7af se evaluaron mediante PCR de colonia utilizando
iniciadores M13 especificos para el pldsmido e iniciadores para el gen (figura 8).

Utilizando los iniciadores para ese gen se obtuvo un amplicén de 1634pb.

1234567 89101112 13

1500pb " - - e

Figura 8. Electroforesis de gel de agarosa al 1% del producto de PCR a partir de las
colonias transformadas con el plasmido conteniendo el gen rapl-al. Carril 1: Marcador de
tamafo molecular. Carriles 2-5: Aislado de Veracruz. Carriles 6-9: Aislado de Rio Grande.
Carriles 10-13: Aislado de Rondonia.

En la PCR de los plasmidos purificados de las colonias que contenian el inserto de
gp45, se obtuvo un amplicon de 1229 pb utilizando iniciadores especificos para el

gen en dos de las colonias analizadas (Figura 9).
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Figura 9. Electroforesis de gel de agarosa al 1% del producto de PCR a partir de las
colonias transformadas con el plasmido conteniendo el gen gp45. Carril 1: Marcador de
tamafio molecular, Carril 2: control negativo. Carriles 3-15: Producto de PCR de distintas

colonias.

1 234567

g8 9 10 TI2T3 1415

7.1.4 Secuencias nucleotidicas obtenidas.

Se obtuvieron trece secuencias en total para cuatro de los genes de B. bigemina

utilizados en este trabajo, como se muestra en el cuadro 8.

Las secuencias en formato FASTA se muestran en el anexo 1.

Cuadro 8. Nombre de los aislados de los que se obtuvieron las secuencias nucleotidicas

para cada uno de los genes mediante PCR y secuenciacion.

Gen

Aislado

ama-1

Cintalapa, Chiapas.
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gp4s Cintalapa, Chiapas.

rap-1 at Cintalapa, Chiapas.

Martinez de la Torre, Veracruz.
Tamasopo, San Luis Potosi.
Rio Grande, Brasil.

Rondonia, Brasil.

mic-1 Cintalapa, Chiapas.

Martinez de la Torre, Veracruz.
Tamasopo, San Luis Potosi.
Soto La Marina, Tamaulipas.
Rio Grande, Brasil.

Rondonia, Brasil.

Se obtuvo la prediccion de la secuencia de aminoacidos para cada una de las
secuencias generadas. En el cuadro 9 se muestra el nimero predicho de

aminoécidos para cada una de las proteinas.

Cuadro 9. Numero de aminoécidos predicho para cada una de las proteinas.

Gen Nucle6tidos Aminoéacidos

ama-1 1788 595
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gp45 1058 351

rap-1 a1 1440 480

mic-1 261 88

7.2 Analisis de la conservacion de las proteinas.

El resultado del andlisis del grado de conservacion de las secuencias de
aminoacidos se muestra en el cuadro 10, asi como también se muestra el nimero

total de secuencias utilizadas en este trabajo para cada una de las proteinas.
Los alineamientos a nivel de nucleétidos y aminoacidos se muestran en el anexo 2.

Cuadro 10. Porcentaje general de conservacion de las secuencias de aminoacidos de los
diferentes aislados para cada una de las proteinas.

Proteina No. de aislados % de
conservacion

AMA-1 18 >97 %
GP45 15 >93 %
RAP-1 a1 19 >91 %
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MIC-1 7 >97 %

SBP-4 16 >98 %

7.3 Andlisis de la estructura secundaria de las proteinas.

7.3.1 Proteina AMA-1

El analisis de hidrofobicidad con la herramienta bioinformética Protscale mostro
dos regiones con valores superiores a 1.6 que predicen regiones hidrofébicas en
la proteina AMA-1, y que estan localizadas en los extremos amino y carboxilo

terminal de la proteina (Figura 10).

ProtScale output for user seguence
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Figura 10. Andlisis de prediccion de regiones hidrofobicas en la proteina AMA-1 con el
programa Protscale.
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Mediante el algoritmo TMHMM se identificé una regién transmembranal en la
secuencia de aminoacidos de AMA-1 marcada en color rojo en la figura 11 y
localizada entre los aminoacidos 513-531. Los aminoéacidos 532-595
corresponden a la region intracelular marcados en color azul. El color rosa indica

la regidn extracelular de la proteina.

TMHMM posterior probabilities for Chiapas

0gr

06 f

probakility

04 ¢

o2

o] —

100 200 300 400 500

(]

outside

inside

transmembrane

Figura 11. Andlisis bionformético de prediccion de dominios transmembranales en la
proteina AMA-1 con el programa TMHMM 2.0.

Utilizando el algoritmo SignalP 4.1 se identificé un péptido sefial en la proteina. El
resultado mostrado en la figura 12 indica un sitio de corte de péptido sefial (linea
verde) dentro de los primeros 30 aminoacidos con un valor de prediccion cercano a

1, que es el mas alto posible.
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SignalP-4.1 prediction (euk networks): Chiapas
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. Figura 12. Andlisis de prediccién de péptido sefial en la proteina AMA-1 con el programa
SignalP 4.1.

7.3.2 Proteina SBP-4

El analisis de hidrofobicidad para la proteina SBP-4 se hizo mediante el programa
Protscale y se muestra en la figura 13. Se indica la presencia de una region de
aminoacidos hidrofobicos, posicionados en el extremo amino terminal de la

proteina.
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Figura 13. Analisis de prediccion de regiones hidrofobicas de la proteina SBP-4 con el
programa Protscale.

El resultado de andlisis de dominios, indicé que no existen dominios de este tipo en

esta proteina (Figura 14).
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Figura 14. Analisis bionformético de prediccién de dominios transmembranales en la
proteina SBP-4 con el programa TMHMM 2.0.
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Los resultados del analisis de la presencia de péptido sefial mediante el algoritmo
SignalP 4.1 indicaron la prediccion de un sitio de corte de péptido sefial para esta

proteina entre los aminoacidos 20 y 21 (Figura 15).
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Figura 15. Andlisis de prediccién de péptido sefal en la proteina SBP-4 con el programa
SignalP 4.1.

7.3.3 Proteina GP45

El analisis de hidrofobicidad de la secuencia de aminoacidos de GP45 mostro6 la
presencia de dos regiones hidrofébicas, una posicionada en el extremo amino

terminal y la segunda en el extremo carboxilo terminal (Figura 16).
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Figura 16. Andlisis de prediccion de regiones hidrofobicas de la proteina GP45 con el
programa Protscale.

El analisis de prediccidon de regiones transmembranales no indicé la presencia de

ninguna regiéon de este tipo (Figura 17).
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Figura 17. Analisis bionforméatico de prediccién de dominios transmembranales en la
proteina GP45 con el programa TMHMM 2.0.

67



El andlisis de prediccion de péptido sefial indico la presencia de un péptido sefial
para GP45, localizando un sitio de corte de péptido sefial entre los aminoacidos 20
y 21 (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de prediccion de péptido sefal en la proteina GP45 con el programa
SignalP 4.1.

7.3.3 Proteina RAP-1a1.
El analisis de hidrofobicidad mediante el programa Protscale mostré la presencia de

una region hidrofobica en la proteina ubicada en el extremo amino terminal (Figura
19).
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Figura 19. Analisis de prediccion de regiones hidrofébicas de proteina RAP-1a1 con el
programa Protscale.

En el analisis de prediccion de dominios transmembranales no se logré identificar

una estructura de este tipo en la proteina RAP-1al (Figura 20).
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Figura 20. Analisis bionformatico de prediccion de presencia de dominios
transmembranales en la proteina RAP-1a1 con el programa TMHMM 2.0.
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Mediante SignalP 4.1 se identifico un sitio de corte de péptido sefial, ubicado entre

los aminoé&cidos 20 y 21 de la proteina (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis de prediccion de péptido sefial en la proteina RAP-1a1 con el programa
SignalP 4.1.

7.3.4 Proteina MIC-1

El analisis de hidrofobicidad para la secuencia de la proteina MIC-1 realizado con el
programa Protscale indic6 la presencia de dos regiones hidrofébicas, una
posicionada en el extremo amino terminal y la segunda en el extremo carboxilo

terminal de la proteina (Figura 22).

70



ProtScale output for user seguence
2.5 T T T T

T T T
Hphob, » Kyte & Doolittle

Score
=
T
I

—2.5 1 I 1 I I I I I
1] 1@@ 158 zaE 23 2@a 3368 4@8

Position

Figura 22. Andlisis de prediccion de regiones hidrofobicas de la proteina MIC1 con el
programa Protscale.

El analisis de prediccion de dominios transmembranales indico que esta proteina no

posee regiones de este tipo (Figura 23).
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Figura 23. Andlisis bionformético de prediccion de dominios transmembranales en la
proteina MIC1 con el programa TMHMM 2.0.
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El analisis de prediccion de péptido sefial para MIC-1 indico la presencia de un

péptido sefial, con un punto de corte entre los aminoacidos 23 y 24 (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis de prediccion de péptido sefial en la proteina MIC-1 con el programa
SignalP 4.1.

7.4. Seleccién de péptidos predichos

Con los resultados del analisis bioinformatico de la estructura secundaria de las
proteinas, se identificd la region extracelular predicha para cada una de las
proteinas. Utilizando esta secuencia de aminoacidos predicha extracelular se

realizé la prediccion de los epitopos B.

A continuacion, en el cuadro numero 11 se muestra el nimero de péptidos
seleccionados predichos como epitopos B por los diferentes algoritmos, asi como

también su posicidon en la estructura primaria de aminoacidos en las proteinas.

Cuadro 11. Lista de péptidos seleccionados y su posicién en la estructura primaria de las
proteinas.
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Proteina Nombre del Orden de Posicion en la
péptido prediccion estructura primaria
AMA-1 AMA-1A 1 64-84 aa.
AMA-1B 2 423-442 aa.
AMA-1C 3 249-269 aa.
AMA-1D 4 209-228 aa.
AMA-1E 5 397-416 aa.
RAP-1 a1 RAP-T1 1 435-465 aa.
RAP-T2 2 158-187 aa.
RAP-B1 3 424-439 aa.
RAP-B2 4 150-171 aa.
RAP-B3 5 168-180 aa.
RAP-B4 6 409-427 aa.
GP45 GP45-1 1 282-301 aa.
GP45-CH 2 52-70 aa.
GP45-CS 3 52-70 aa.
GP45-4 4 142-159 aa.
GP45-5 5 178-195 aa.
MIC-1 MIC1-A 1 125-141aa.
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MIC1-B 142-158 aa.
MIC1-C 159-176 aa.
SBP4 SBP4-A 50-70 aa.
SBP4-B 214-234 aa.
SBP4-C 144-163 aa.
SBP4-D 70-99 aa.

7.5 Evaluacién de los anticuerpos generados contra cada péptido en

tejido nativo mediante Inmunofluorescencia indirecta.

Se identificaron las proteinas en merozoitos de B. bigemina mediante los
anticuerpos generados contra cada una de ellas en conejos y utilizando un

anticuerpo secundario unido a un fluorocromo.

Esto se detalla a continuacion:

Los analisis de microscopia de fluorescencia con los sueros de los conejos
inmunizados con los péptidos de AMA-1 mostraron un patron de tincion definido,
intenso y homogéneo en forma de uno o dos puntos ubicados en el extremo apical

de los merozoitos. También se observo la tincidn de la membrana en algunos

parasitos (Figuras 25-29).

7.5.1 Péptidos de la proteina AMA-1
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Figura 25. Los anticuerpos contra el péptido AMA-1A reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

Figura 26. Los anticuerpos contra el péptido AMA-1B reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 27. Los anticuerpos contra el péptido AMA-1C reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacion del conejo 2. Objetivo 100X.

Figura 28. Los anticuerpos contra el péptido AMA-1D reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
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inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacién del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

.

Figura 29. Los anticuerpos contra el péptido AMA-1E reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

7.5.2 Péptidos de la proteina SBP-4

Los sueros de los conejos inmunizados con péptidos de la proteina SBP-4
mostraron sefiales positivas al andlisis de inmunofluorescencia indirecta. Se
observé un patron de tincion consistente en una o dos esferas definidas e intensas
ubicadas en el extremo apical de los merozoitos. Ademas se observo en algunos
sueros una sefial intensay homogénea en forma de puntilleo ubicada en las células

abandonadas por el parasito (fantasmas) (Figuras 30-33).
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Figura 30. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-A reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 31. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-B reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
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inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacién del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

Figura 32. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-C reconocen
abandonados por los merozoitos de B. bigemina mediante inmunofluorescencia indirecta.
A) Suero post- inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero
post- inmunizacién del conejo 1. D) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. Objetivo 100X.
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Figura 33. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-D reconocen los eritrocitos
abandonados por los merozoitos de B. bigemina mediante inmunofluorescencia indirecta.
A) Suero post- inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero
post- inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacion del conejo 2. Objetivo 100X.

7.5.3 Péptidos de la proteina GP45

Se realiz6 el andlisis de los sueros de los conejos inmunizados con péptidos de
GP45. Los resultados mostraron la tinciobn en la membrana de los merozoitos
intraeritrociticos, asi como también se observd una sefal intensa en el extremo

apical de los paréasitos como se observa en las figuras 34 a la 38.

Para el caso del péptido GP45-1 solo se cont6 con el suero de un conejo y para el
péptido GP45-CS un conejo de los dos inmunizados no mostré sefial positiva.

Figura 34. Los anticuerpos contra el péptido GP45-1 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacién del conejo 1. Objetivo 100X.
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Figura 35. Los anticuerpos contra el péptido GP45-CH reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacion del conejo 2. Objetivo 100X.

A B

Figura 36. Los anticuerpos contra el péptido GP45-CS reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. D) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. Objetivo 100X.
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Figura 37. Los anticuerpos contra el péptido GP45-3 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-

inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

A
me 2|Jm
C D
2 um 2 um

Figura 38. Los anticuerpos contra el péptido GP45-4 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
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inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacién del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

7.5.4 Péptidos de la proteina RAP-1a1

Los resultados del analisis de los sueros de los conejos inmunizados con los
péptidos de RAP-lal mostraron sefales positivas y se observd mediante
microscopia de fluorescencia un patrén de tincion intenso y definido que
corresponde a uno o0 dos puntos posicionados en el extremo apical de los

merozoitos intraeritrociticos (Figuras 39-44).
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Figura 39. Los anticuerpos contra el péptido RAP-T1 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 40. Los anticuerpos contra el péptido RAP-T2 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

Figura 41. Los anticuerpos contra péptido RAP-B1 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
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inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacién del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

Figura 42. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B2 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 43. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B3 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 44. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B4 reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.

7.5.5 Péptidos de la proteina MIC-1

El andlisis de los sueros de los conejos inmunizados con los péptidos de la proteina
MIC-1 mostro un patron de tincion definido e intenso localizado en el extremo apical
de los merozoitos intraeritrociticos, asi como también de su membrana en algunos

casos (Figuras 45-47).
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Figura 45. Los anticuerpos contra el péptido MIC-A reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 46. Los anticuerpos contra el péptido MIC-B reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
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inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacién del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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Figura 47. Los anticuerpos contra el péptido MIC-C reconocen los merozoitos de B.
bigemina intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta. A) Suero post-
inmunizacién del conejo 1. B) Suero pre- inmunizacion del conejo 1. C) Suero post-
inmunizacién del conejo 2. D) Suero pre- inmunizacién del conejo 2. Objetivo 100X.
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7.6 Evaluacién de los anticuerpos generados contra cada péptido en

merozoitos intraeritrociticos mediante Inmunoelectrotransferencia.

Se analizé la capacidad de los sueros de los conejos inmunizados con cada péptido
para identificar la  proteina  nativa utilizando la  técnica de
Inmunoelectrotransferencia. Las proteinas identificadas se muestran como una
banda tefiida de color purpura en la membrana de nitrocelulosa correspondiente al

peso molecular esperado como se detalla a continuacion.



7.6.1 Anticuerpos contra péptidos de la proteina AMA-1

Los sueros que corresponden a estos péptidos inmunodetectaron una proteina
ubicada entre los 50-75 kDa, que coincide con el peso esperado de la proteina
madura que es de 68 kDa (Figuras 48 a 52).
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Figura 48. Los anticuerpos contra el péptido AMAL-A identifican la proteina AMA-1
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 49. Los anticuerpos contra el péptido AMA1-B identifican la proteina AMA-1
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 50. Los anticuerpos contra el péptido AMA1-C identifican la proteina AMA-1
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 51. Los anticuerpos contra el péptido AMA1-D identifican la proteina AMA-1
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 52. Los anticuerpos contra el péptido AMAL-E identifican la proteina AMA-1
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.

7.6.2 Anticuerpos contra péptidos de la proteina SBP-4

Los sueros de conejos post-inmunizacion contra los péptidos SBP4-A, By D de esta
proteina detectaron una banda ubicada en el rango de 37-50 kDa (Figuras 53-55).
El suero de conejos inmunizados con el péptido SBP4-C no mostré deteccion de
ninguna proteina a las diluciones de anticuerpo utilizadas en el ensayo (Imagenes

no mostradas).
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Figura 53. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-A identifican la proteina SBP4 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 54. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-B identifican la proteina SBP4 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 55. Los anticuerpos contra el péptido SBP4-D identifican la proteina SBP4 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.

7.6.3 Anticuerpos contra péptidos de la proteina GP45

Los sueros de los conejos post-inmunizacion que corresponden a los péptidos
GP45-1, GP45-CH y GP45-4 detectaron una proteina de peso aproximado a los 50
kDa, que coincide con el peso esperado de la proteina madura (Figuras 56, 57 y
59). En los sueros de los péptidos GP45-CH y GP45-3 se identificaron unas bandas

de menor peso molecular (Figuras 57 y 58). Solamente en los sueros que
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correspondian al péptido GP45-CS no se observo la inmunodeteccion de la proteina

a las diluciones de anticuerpo utilizadas en el ensayo (Imdgenes no mostradas).
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Figura 56. Los anticuerpos contra el péptido GP45-1 identifican la proteina GP45 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 57. Los anticuerpos contra el péptido GP45-CH identifican la proteina GP45
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 58. Los anticuerpos contra el péptido GP45-3 identifican la proteina GP45 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 59. Los anticuerpos contra el péptido GP45-4 identifican la proteina GP45 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.

7.6.4 Anticuerpos contra péptidos de la proteina RAP-1a1

El analisis de la inmunodeteccion de RAP-1al con los sueros contra los péptidos

contra esta proteina identifico dos bandas con pesos entre los 50 y 75 kDa, que
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coincide con el peso esperado de la proteina madura que es de 60.2 kDa

(Figuras 60 a 65), como se detalla a continuacion.
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Figura 60 Los anticuerpos contra el péptido RAP-T1 identifican la proteina RAP-lal
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 61. Los anticuerpos contra el péptido RAP-T2 identifican la proteina RAP-1lal
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 62. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B1 identifican la proteina RAP-lal
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 63. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B2 identifican la proteina RAP-lal
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 64. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B3 identifican la proteina RAP-lal
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 65. Los anticuerpos contra el péptido RAP-B4 identifican la proteina RAP-lal
mediante Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del
conejo post inmunizacion. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.

7.5.1 Anticuerpos contra péptidos de la proteina MIC-1

En el andlisis de la inmunodeteccion de MIC-1 solo los sueros contra los péptidos
MIC-A y MIC-B identificaron bandas con un peso entre 75y 37 kDa, que coincide
con el peso esperado de la proteina madura que es de 55 kDa (Figuras 66 y 67),

como se detalla a continuacion.
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Figura 66. Los anticuerpos contra el péptido MIC-A identifican la proteina MIC-1 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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Figura 66. Los anticuerpos contra el péptido MIC-C identifican la proteina MIC-1 mediante
Inmunoelectrotransferencia. A) Suero del conejo pre inmunizacion. B) Suero del conejo post
inmunizacién. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda.
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VIII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La Babesiosis es una enfermedad transmitida por garrapatas y en el continente
Americano es causada por Babesia bovis y B. bigemina con presentaciones clinicas

severas en los bovinos infectados (Alvarez et al., 2004; Mosqueda et al., 2007).

Actualmente se han identificado proteinas estructurales y funcionales que pueden

ser blancos para el desarrollo de métodos de control contra esta enfermedad.

A diferencia de B. bovis, B. bigemina no ha sido tan estudiada y a la fecha se han
identificado en este protozoario genes que codifican para proteinas presentes en la
membrana de los merozoitos o secretadas de organelos del complejo apical. Estas
proteinas son consideradas candidatas vacunales contra este pardasito por tener la
capacidad de generar anticuerpos neutralizantes (Figueroa y Buening, 1991). Sin
embargo, el uso de estas proteinas como inmunogenos es limitado debido a la
variabilidad de los epitopos inmunodominantes que contienen (Hines et al., 1995;
Hope et al., 2005).

Por tal motivo, en este trabajo se planted como objetivo identificar epitopos B en las
proteinas AMA-1, GP45, SBP-4, RAP-1al y MIC-1 de B. bigemina que ademas,
fueran conservados en distintos aislados de México y el mundo. Por tal motivo, fue
necesario obtener las secuencias de los diferentes genes depositadas en las bases
de datos y ademas, clonar y secuenciar algunos genes utilizando DNA de B.

bigemina de distintos aislados.

Las secuencias nucleotidicas que se obtuvieron en este trabajo corresponden con
las secuencias reportadas y depositadas previamente en las bases de datos. Asi
mismo, las secuencias de aminoacidos predichas corresponden con las reportadas

en las bases de datos.

El resultado del alineamiento multiple permitié identificar las regiones de las

proteinas que fueran conservadas y predichas como epitopos B.
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En el andlisis de prediccion de péptido sefal, en todas las proteinas se indicé la
presencia de un sitio de corte en la secuencia que concuerda con la estructura
secundaria de cada una de las proteinas (Fisher et al., 2001; Suarez et al., 2003,
Torina et al., 2010).

En el analisis de hidrofobicidad se lograron identificar las regiones expuestas de las
proteinas y esto permitié reconocer las secuencias de aminoacidos hidrofilicas
(Gasteiger et al., 2005).

Con todos estos resultados se logré conocer: a) las regiones conservadas de las
proteinas; b) la presencia de péptido sefial y por lo tanto, la secuencia de
aminoacidos de la proteina madura y c) las regiones hidrofilicas de las proteinas.
Finalmente, para conocer la region extracelular de las proteinas, fue necesario

realizar la prediccién de dominios transmembranales.

Tal y como se ha reportado previamente, se identificé un dominio transmembranal

Gnicamente en la proteina AMA-1 (Krogh et al., 2001; Torina et al., 2010).

A partir de la secuencia de aminoacidos hidrofilica de las proteinas se logré la
prediccion de los péptidos que contienen epitopos B lineales conservados entre los
distintos aislados. Gaffar et al., en el 2004 identificaron regiones antigénicas en la
proteina AMA-1 de B. bovis utilizando algunas de las herramientas bioinformaticas,
aunque no todos ellos correspondian a una secuencia conservada. Por su parte
Dominguez et al., en el 2010 identifico epitopos B lineales en la familia de proteinas
MSA-2 de B. bovis utilizando algunas de las herramientas bioinformaticas, pero al
igual que Gaffar et al., (2004) no correspondian a una secuencia de aminoacidos
conservada. En este trabajo se utiliz6 un mayor numero de herrramientas
bionformaticas que permitieron identificar péptidos hidrofilicos, antigénicos y
predichos como epitopos B en la region extracelular de las proteinas y conservados

en las secuencias obtenidas y existentes actualmente en las bases de datos.

El nUmero de inmunizaciones que se realizaron dependié de la presencia de
anticuerpos. Por ejemplo, para las proteinas AMA-1 (3 péptidos) y SBP-4 (1 péptido)

fueron necesarias 4 inmunizaciones, mientras que para las proteinas MIC-1 (1
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péptido) y RAP-lalfal (2 péptidos) fueron necesarias 7 inmunizaciones. Para el
resto de los péptidos se realizaron 6 inmunizaciones. Esta variacion en el nimero
de inmunizaciones puede deberse a la inmunogenicidad individual de cada uno de
los péptidos y/o a la capacidad del sistema inmune de los conejos de generar una

respuesta humoral contra un epitopo en particular (Abbas et al., 2012).

Los anticuerpos generados contra cada uno de los péptidos de la proteina AMA-1
identificaron un patron de expresion en la membrana y complejo apical de
merozoitos intraeritrociticos mediante inmunofluorescencia indirecta que
corresponde al observado anteriormente para AMA-1 de B. bovis y B. divergens
donde se ha reportado que esta proteina se expresa en las micronemas y
membrana de los merozoitos (Gaffar et al., 2004; Montero et al., 2009; Salama et
al., 2013). Hasta el momento solo Vallejo E., en el 2011 utilizando anticuerpos contra
AMA-1, reportdé en inmunofluorescencia indirecta, el patron de expresion de esta

proteina para B. bigemina, que es el mismo que se obtuvo en este trabajo.

Adicionalmente, anticuerpos generados con estos péptidos identificaron bandas en
extractos de eritrocitos infectados, mediante Inmunoelectrotransferencia, que
muestran un peso molecular aproximado entre 50 y 75 kDa y que corresponde al
peso predicho de AMA-1 en B. bigemina (Torina et al., 2010). Mientras algunos
sueros de los conejos identificaron una sola banda, otros identificaron dos o tres
bandas de un peso igual o menor al peso esperado de la proteina madura. Esto,
concuerda con resultados obtenidos al identificar AMA-1 mediante
inmunoelectrotransferencia en B. bovis, B. divergens, Toxoplasma gondii y
Plasmodium spp., donde se ha observado que AMA-1 sufre procesamiento
catalitico durante el proceso de invasion a la célula blanco (Dowse y Soldati, 2004;
Gaffar et al., 2004; Montero et al., 2009; Narum y Thomas, 1994; Salama et al.,
2013).

Los anticuerpos generados contra cada uno de los péptidos de la proteina SBP-4
identificaron mediante inmunofluorescencia indirecta estructuras redondas tefiidas
en el extremo apical de los merozoitos intraeritrociticos con estructura similar a la

de los cuerpos esféricos y ademas se observé una tincion intensa y homogénea en
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los eritrocitos abandonados (fantasmas). A la fecha, no existen reportes que
describan el patrén de expresion de esta proteina en B. bigemina, sin embargo, éste
corresponde a lo reportado para SBP-4 de B. bovis, donde las proteinas de los
cuerpos esféricos se han identificado en los cuerpos esféricos y en el citoplasma de
los eritrocitos infectados y abandonados ( Dowling et al., 1996; Narum y Thomas,
1994; Terkawi et al., 2011).

El andlisis de los anticuerpos generados con estos péptidos identificé una sola
banda en extractos de eritrocitos infectados, mediante inmunoelectrotransferencia,
gque mostré un peso molecular aproximado entre 37 y 50 kDa, el cual no
corresponde al peso predicho de SBP-4 (33 kDa) en B. bigemina. La diferencia entre
el peso predicho y el identificado podria deberse a modificaciones
postraduccionales. Esto coincide con lo reportado para las proteinas de los granulos
densos en T. gondii que son homoélogas a las proteinas de los cuerpos esféricos de
las especies de Babesia y que sufren procesamientos postraduccionales que

incrementan su peso predicho (Achbarou et al., 1991; Zinecker et al., 1998).

Los sueros de los conejos inmunizados contra cada uno de los péptidos de la
proteina GP45 identificaron mediante inmunofluorescencia indirecta un patrén de
expresion que corresponde a la membrana y el complejo apical en merozoitos
intraeritrociticos. Hasta el momento no existe un reporte del patron de expresion de
esta proteina en B. bigemina. Sin embargo se sabe que GP45 es una proteina de
membrana y esto coincide con el hecho de que proteinas con sitios de anclaje a la
membrana mediante GPI se expresan en la membrana y complejo apical de los
merozoitos (Carcy et al., 1994; Carcy et al., 1995; Fisher et al., 2001; Pachebat et
al., 2007).

Los sueros de los conejos inmunizados con péptidos de la proteina GP45
identificaron dos bandas entre un peso de 37 y 50 kDa en extractos de eritrocitos
infectados mediante Inmunoelectrotransferencia. Estos resultados difieren de lo
observado en distintos trabajos realizados con GP45 en B. bigemina, donde se
identifico una sola banda cercana a los 50 kDa (Fisher et al., 2001; McElwain et al.,
1987; McElwain et al., 1991). Sin embargo nuestros resultados concuerdan con
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reportes donde, mediante Inmunoelectrotransferencia, se han identificado varias
bandas al analizar proteinas ancladas a la membrana debido a que estas son
procesadas (Carcy et al., 1995; Pachebat et al., 2007). A la fecha no existen
estudios donde demuestren que GP45 es una proteina que es procesada, sin
embargo los resultados observados en este trabajo sugieren esta proteina se
procesa Yy las diferencias entre este trabajo y los publicados sobre el nimero de
bandas encontradas en GP45 de B. bigemina pueden deberse al procesamiento de
la muestra utilizada, a la sensibilidad de los métodos de deteccion utilizados o a

ambas.

Soélo en el caso de los sueros de los conejos inmunizados con el péptido GP45-CS
no se logro identificar la proteina mediante Western blot a pesar de haber utilizado
una dilucién de 1:400 para el anticuerpo primario. Sin embargo, si se identificé un
patron de expresion mediante inmunofluorescencia indirecta. Estos resultados
pueden deberse a que en las dos técnicas se utiliza antigeno que se procesa de
forma distinta y por lo tanto es posible que si la secuencia de aminoacidos que
corresponde a este epitopo se procesa a un fragmento muy pequefio, no se logre
detectar su separacidon mediante Western blot pero si en IFl. Esto podria

comprobarse mediante inmunoprecipitacion.

RAP-1al es una proteina que se almacena y es secretada por las roptrias (Suarez
et al., 2003). El patrén de expresién identificado para la proteina RAP-1al con los
anticuerpos generados contra los seis péptidos corresponde con la tincién de las
roptrias en los merozoitos que son organelos del complejo apical que se localizan
en el extremo apical del parasito como se ha descrito anteriormente en B. bigemina
(Friedhoff y Scholtyseck, 1969). Este resultado concuerda con lo reportado para
RAP-1 de B. bovis, una proteina homoéloga a RAP-1 de B. bigemina (Suarez et al.,
1991). Por lo tanto los resultados en este trabajo sugieren que los anticuerpos
generados reconocen un patron de tincion consistente con RAP-1al mediante

inmunofluorescencia indirecta.

La especificidad de los anticuerpos generados contra RAP-lal fue evaluada
mediante Inmunoelectrotransferencia. Los resultados obtenidos mostraron bandas

103



Gnicas en extractos de eritrocitos infectados, que muestran un peso molecular
aproximado entre 50 y 75 kDa y que corresponde al peso predicho de RAP-1al en
B. bigemina que es de 60 kDa (Hotzel et al., 1996). Se ha demostrado en
protozoarios apicomplexos que la proteina RAP-1 sufre un procesamiento
enzimatico y por lo tanto se puede inmunodetectar en sus formas madura y
procesada en ensayos de inmunotransferencia (Howard et al., 1998). Todo lo
anterior indica que los anticuerpos generados en este trabajo identifican a la

proteina RAP-1al de B. bigemina.

Los anticuerpos generados contra los péptidos de la proteina MIC-1 de B. bigemina
mostraron un patron de expresion correspondiente a una proteina secretada de las
micronemas. MIC-1 es una proteina que se expresa en la membrana y en las
micronemas (Reiss et al., 2001; Silva et al., 2010). En B. bovis se encontrdé una
proteina homdloga sin péptido sefial. En contraste a ese reporte, en este trabajo se
identificé una proteina de 55 kDa con péptido sefial. Este resultado coincide con lo
descrito para la proteina MIC-1 en T. Gondii (Fourmaux et al., 1996). El hecho de
que en B. bovis no se halla identificado un péptido sefial sugiere que quizéas el
analisis in silico de prediccién de péptido sefial realizado en ese estudio no fue el
adecuado. Esto puede deberse a que MIC-1 tiene muchos intrones que dificultan su
andlisis bionformético (Brayton et al., 2007).

En los analisis de los anticuerpos especificos mediante Inmunoelectrotransferencia
para MIC-1 se identificaron bandas entre 25 y 75 kDa en extractos de eritrocitos
infectados. Este resultado concuerda con lo reportado para B. bovis, donde
identificaron dos o tres bandas en sueros que contenian anticuerpos para la proteina
MIC-1 (Silva et al., 2010). Lo anterior sugiere que esta proteina es procesada en las
dos especies de Babesia, logrando inmunodetectarse dos o mas bandas de un peso
menor en extractos de eritrocitos infectados. Actualmente se sabe que las proteinas
que se secretan de las micronemas son procesadas durante su biosintesis y

exportacion al exterior de la célula (Reiss et al., 2001; Dowse y Soldati, 2004).

En afios anteriores ya se habia reportado la presencia de epitopos B conservados
en B. bigemina mediante anticuerpos monoclonales (McElwain et al., 1987;
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Shompole et al., 1995; Madruga et al., 1996). En B. bovis se ha demostrado que
anticuerpos contra regiones conservadas de proteinas de membrana de los
merozoitos pueden generar anticuerpos que neutralicen la invasion de merozoitos

al eritrocito (Dominguez et al., 2010; Salama et al., 2013).

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron la presencia de epitopos B
en proteinas de B. bigemina. Los epitopos B identificados son conservados y
localizados en la porcion expuesta al sistema inmune de proteinas involucradas en
el proceso de invasion a la célula blanco y son inmunogénicos. Todo esto
consistente con caracteristicas ideales de candidatos vacunales contra la

enfermedad (Mosqueda et al., 2012).

Se demostré mediante técnicas bioinformaticas la existencia de epitopos B lineales
conservados entre distintos aislados en las proteinas candidatas vacunales de B.

bigemina.

Se comprobd que al inmunizar conejos con péptidos que contienen epitopos B

lineales conservados se genera una respuesta inmune humoral.

Los anticuerpos generados contra los diferentes péptidos son especificos para cada
una de las proteinas de B. bigemina evaluadas en este trabajo.

Los resultados obtenidos demuestran la hipotesis planteada.

Sin embargo, para considerar el uso de estos epitopos B como candidatos
vacunales, es necesario evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpos

generados contra estos epitopos, mediante ensayos in vitro.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Secuencias nucleotidicas obtenidas.

1. ama-1 Cintalapa, Chiapas.

>readseq-120141013-211548-0742-55260753-pg_sequence_1 1788 bp
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGLTCC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
TACAGGTACCCCTTCGTCTATGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
GACAATATCGAGCCAGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACGAAGCTCAACTGA

2. gp45 Cintalapa, Chiapas.

>readseq-I120141013-212530-0489-24966918-pg _sequence 1 1059 bp
ATGATGCTCGCTAAGTTTTCTATCGCAGCGCTGTGCTGCTTAATCGCACAAACTGTTCGT
GCTTCAACAGAACCTGTTATCGTTCCTGGTAGTAGTCGCACAAGTGATCCTTTTGGAATG
GCGGTTGCAGAACAGCCACGCACGTTGCGTGAAGAAATGCATATTGTTAGCAATTTGCTA
GATGTAGAACCTATAGTAGGGATGTATGGTAAGAACAAACCGGTGTTGCCCGAAGATGTG
CCCCAAAGGGAGAAAGTAGCAGATATAAATGCGAAGCTAGCGACACTGAAGGCATTAATT
GACGGGGAGAAGTGGATTTTCCACGATTCACTTGTGGTGGAACTCCCTAATTACCAGGGA
GTTAATCGCTATGTGTTTTTCAAGGGTCTTTTGAAGTCTATGGCACTGAAATTGGAGACT
TTATATGGATTTTTGTCGACTGCTACTGACGTGCCAGAAAGTGATTTGGCGAAAAAAGCG
ATCGAATTGAATTTGGTTAAGGAGAATGAAATAGTTGAAGGATTGAATTTGGAAAACCTC
CAGATGTTCTTGAAGGTATTTTATAACAAAAACAGCCCTCTTTTCTCCTTACTAAATCTT
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TTCGATGAGTACGAGGCTAATTTATCACCGAGAGATATATGGTCGGCGAGCACACATCCT
TTTGATAAGTTTTATAAAGATACGGATGGGGAATCGGAGGGGTTGAGTACTCTTGACGAA
AGCAATTCCAGAATGGAAATCCACGTTCCGGACACTGTTAAACTGCCGAATTTGTCGGTG
GATGTAGAGGAACCTGGAGTGGTTGTTAGAGAAGATGCGGAAGCGGAGGCTGTACAGGTT
AATGGGGAGAGGGCTCTTTCGGGTGCCACCACACATGGCGGCGACGCGAGGGGCGTGAAC
CCAACTCCAGGCGCAACTTCTTCTTCTTCTACTACTACTACATCGGAGTCCACGTCTTTA
AGGTCTGGAGCTGCCGAGGCATCACCGAAGAAGGCATCTTCTGCATTCGAGCCGTTTGTA
ATGCTGCTTATTGTTATGAGTGCTGCTTTTACATTTTAA

3. rapl-al Cintalapa, Chiapas.

>readseq-120141013-213157-0578-93407979-0y sequence 1 1443 bp
ATGAGGAGCTTCTTGGGTGTGTGTTTTGGAGCTCTCTTGCTCGTAGCAAGGAGCGGTTCT
GCTATTCGCTATACTCACCGTTCGGGTGTTATGTCAGCAGAGGTGGTTGGAGATGTGTCC
AAGACCTTGCTGGCAGCCAACGAGGTTGTCAATGCTGAAATGGAAGCAGCTCAGATTAAC
GAAGATATGAAGATTCAGTTGGCGAACGTCAAGGAGACCATCGTTGATGAGGTCTGCAGA
AAAGATGCTGGAAGCCCTACGTGCCGCAAGAGCGTAATTGCCTATGTTGACCGTTGTGAT
GAGGGCGATTGTCTGACGCTTGACAGCATGAAGTACAAGCCGTTGAGTCTGCCGAATCCT
TACCAGTTGGACGCTGCCTTCATGCTTTTCAGGGAAAGTGATTCTAACCCTGCGAAGAAT
GAGGTGAAGTGCTTCTGGATGCGTTCGAGGAGCAGCCACGGCGACTACCATCACTTTGTT
GTTAGCTTGTTGAAGAAGAATGTTGTACGCGACCCTGAATCCAATGATGTTGAGAACTTC
GCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCTGACCGTTGACTTT
ACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATC
CAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCGCCCT
GAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCT
GCGATGACCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACC
GTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGGAGTTC
ATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTA
AAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCCGAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGAATGTCGTC
GGTCAAAGCACCAAGCATATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAG
CCTAGCCAACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGAGCC
GTTGAGCACGTTGTTAAGAAGGTTAAATCCGTTGTGCCGATAAAGCAAAAGGGCGACCAA
CCATCCGAAGCAGCTGTAGAGGAAACCGTTCCGTCTGGCGATTCCGCGGAAACTGAATTT
GAGGTCCCTGAAGAACAATACGTCGATGCTGTTACTACTCAGCAGGTTAACAGCGAGAAG
GTTGATGCCGACGATGCGGGTAATGCCGAAACCCAGCAGCTTCCAGATGCAGAAAATGAA
GTGCGCGCTGATGACCCCAAAAATGAAGATTCTTCAAGTTCTTCAAGTTCTTCAGATGAT
TCA

4. rapl-al Martinez de la Torre, Veracruz.

>readseq-120141013-213322-0425-84589602-es_sequence_1 1443 bp
ATGAGGAGCTTCTTGGGTGTGTGTTTTGGAGCTCTCTTGCTCGTAGCAAGGAGCGGTTCT
GCTATTCGCTATACTCACCGTTCGGGTGTTATGTCAGCAGAGGTGGTTGGAGATGTGTCC
AAGACCTTGCTGGAAGCCAATGAGGTTGTCAATGCTGAAATGGAAGCAACTCAGGTCAAC
AAAGATATGCAAAGTCAATTGTCTAATGTTAAGGAGACCATTGTTGGTGAGGTCTGCGAG
AAAGTTGCTGGAAACTCTACCTGCGGTGAGAGCGTAATTGCCTATGTTAACCGTTGTGAT
GAGGGCGATTGTCTGACGCTTGACAGCATGAAGTACAAGCCGTTGAGTCTGCCAAATCCT
TACCAGTTGGACGCTGCCTTCATGCTTTTCAGGGAAAGTGATTCTAACCCTGCGAAGAAT
GAGGTGAAGCGCTTCTGGATGCGTTCGAGGAGCAGCCACGGCGACTACCATCACTTTGTT
GTTAGCTTGTTGAAGAAGAATGTTGTACGCGACCCTGAATCCAATGATGTTGAGAACTTC
GCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCTGACCGTTGACTTT
ACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATC
CAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCACCCT
GAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCT
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GCGATGACCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACC
GTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGGAGTTC
ATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTA
AAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCCGAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGAATGTCGTC
GGTCAAAGCACCAAGCATATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAG
CCTAGCCAACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGAGCC
GTTGAGCACGTTGTTGACAAGGTTAAATCCGTTGTGCCGATAAAGCAAAAGGGCGACCAA
CCATCCGAAGCAGCTGTAGAGGAAACCGTTCCGTCTGGCGATTCCGCGGAAACTGAATTT
GAGGTCCCTGAAGAACAATACGTCGATGCTGTTACTACTCAGGAGGTTAACAGCGAGAAG
GTTGATGCCGACGATGCGGGTAATGCCGAAACCCAGCAGCTTCCAGATGCAGAAAATGAA
GTGCGCGCTGATGACCCCAAAAATGAAGATTCTTCAAGTTCTTCAAATGATTCAGATGAG
TAA

5. rapl-al Tamasopo, San Luis Potosi.

>readseq-120141013-213434-0740-92784519-pg_sequence_1 1443 bp
ATGAGGAGCTTCTTGGGTGTGTGTTTTGGAGCTCTCTTGCTCGTAGCAAGGAGCGGTTCT
GCTATTCGCTATACTCACCGTTCGGGTGTTATGTCAGCAGAGGTGGTTGGAGATGTGTCC
AAGACCTTGCTGGAAGCCAATGAGGTTGTCAATGCTGAAATGGAAGCAACTCAGGTCAAC
AAAGATATGCAAAGTCAATTGTCTAATGTTAAGGAGACCATTGTTGGTGAGGTCTGCGAG
AAAGTTGCTGGAAACTCTACCTGCGGTGAGAGCGTAATTGCCTATGTTAACCGTTGTGAT
GAGGGCGATTGTCTGACGCTTGACAGCATGAAGTACAAGCCGTTGAGTCTGCCAAATCCT
TACCAGTTGGACGCTGCCTTCATGCTTTTCAGGGAAAGTGATTCTAACCCTGCGAAGAAT
GAGGTGAAGCGCTTCTGGATGCGTTCGAGGAGCAGCCACGGCGACTACCATCACTTTGTT
GTTAGCTTGTTGAAGAAGAATGTTGTACGCGACCCTGAATCCAATGATGTTGAGAACTTC
GCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCTGACCGTTGACTTT
ACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATC
CAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCACCCT
GAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCT
GCGATGACCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACC
GTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGGAGTTC
ATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTA
AAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCCGAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGAATGTCGTC
GGTCAAAGCACCAAGCATATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAG
CCTAGCCAACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGAGCC
GTTGAGCACGTTGTTAAGAAGGTTAAATCCGTTGTGCCGATAAAGCAAAAGGGCGACCAA
CCATCCGAAGCAGCTGTAGAGGAAACCGTTCCGTCTGGCGATTCCGCGGAAACTGAATTT
GAGGTCCCTGAAGAACAATACGTCGATGCTGTTACTACTCAGGAGGTTAACAGCGAGAAG
GTTGATGCCGACGATGCGGGTAATGCCGAAACCCAGCAGCTTCCAGATGCAGAAAATGAA
GTGCGCGCTGATGACCCCAAAAATGAAGATTCTTCAAGTTCTTCAAGTTCTTCAGATGAT
TCA

6. rapl-al Rio Grande, Brasil.

>readseq-I120141013-213554-0193-79059476-pg_sequence_1 1443 bp
ATGAGGAGCTTCTTGGGTGTGTGTTTTGGAGCTCTCTTGCTCGTAGCAAGGAGCGGTTCT
GCTATTCGCTATACTCACCGTTCGGGTGTTATGTCAGCAGAGGTGGTTGGAGATGTGTCC
AAGACCTTGCTGGCAGCCAACGAGGTTGTCAATGCTGAAATGGAAGCAGCTCAGATTAAC
GAAGATATGAAGATTCAGTTGGCGAACGTCAAGGAGACCATCGTTGATGAGGTCTGCAGA
AAAGATGCTGGAAGCCCTACGTGCCGCAAGAGCGTAATTGCCTATGTTGACCGTTGTGAT
GAGGGCGATTGTCTGACGCTTGACAGCATGAAGTACAAGCCGTTGAGTCTGCCAAATCCT
TACCAGTTGGACGCTGCCTTCATGCTTTTCAGGGAAAGTGATTCTAACCCTGCGAAGAAT
GAGGTGAAGTGCTTCTGGATGCGTTCGAAGAGCAGCCACGGCGACTACCATCACTTTGTT
GTTAGCTTGTTGAAGAAGAATGTTGTACGCGACCCTGAATCCAATGATGTTGAGAACTTC
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GCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCTGACCGTTGACTTT
ACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATC
CAGAAAGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGTTGACCTTGGAACCCACCCT
GAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCT
GCGATGACCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACC
GTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGGAGTTC
ATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTA
AAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCCGAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCGTC
GGTCAAAGCACCAAGCATATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAG
CCTAGCCAACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGAGCC
GTTGAGCACGTTGTTAAGAAGGTTAAATCCGTTGTGCCGATAAAGCAAAAGGGCGACCAA
CCATCCGAAGCAGCTGTAGAGGAAACCGTTCCGTCTGGCGATTCCGCGGAAACTGAATTT
GAGGTCCCTGAAGAACAATACGTCGATGCTGTTACTACTCAGCAGGTTAACAGCGAGAAG
GTTGATGCCGACGATGCGGGTAATGCCGAAACCCAGCAGCTTCCAGATGCAGAAAATGAA
GTGCGCGCTGATGACCCCAAAAATGAAGATTCTTCAAGTTCTTCAAGTTCTTCAGATGAT
TCA

7. rapl-al Rondonia, Brasil.

>readseq-I120141013-213706-0204-53115738-pg_sequence 1 1443 bp
ATGAGGAGCTTCTTGGGTGTGTGTTTTGGAGCTCTCTTGCTCGTAGCAAGGAGCGGTTCT
GCTATTCGCTATACTCACCGTTCGGGTGTTATGTCAGCAGAGGTGGTTGGAGATGTGTCC
AAGACCTTGCTGGAAGCCAATGAGGTTGTCAATGCTGAAATGGAAGCAACTCAGGTCAAC
AAAGATATGCAAAGTCAATTGTCTAATGTTAAGGAGACCATTGTTGGTGAGGTCTGCGAG
AAAGTTGCTGGAAACTCTACCTGCGGTGAGAGCGTAATTGCCTATGTTAACCGTTGTGAT
GAGGGCGATTGTCTGACGCTTGACAGCATGAAGTACAAGCCGTTGAGTCTGCCAAATCCT
TACCAGTTGGACGCTGCCTTCATGCTTTTCAGGGAAAGTGATTCTAACCCTGCGAAGAAT
GAGGTGAAGCGCTTCTGGATGCGTTCGAGGAGCAGCCACGGCGACTACCATCACTTTGTT
GTTAGCTTGTTGAAGAAGAATGTTGTACGCGACCCTGAATCCAATGATGTTGAGAACTTC
GCATCGCAGTACTTCTACATGACTACGTTGTACTACAAGACTTACCTGACCGTTGACTTT
ACGGCGGCTAAGTTCTTCAACAAGCTTGCTTTCACAACTCGCCTGTTCGGTTTCGGTATC
CAGAAGGCGTTGAAGCGTTTGGTTAGGAGCAACCTTCCCGCTGACCTTGGAACCCACCCT
GAGGCCACCATCCGCGAAATAGCTAGCGGCTACGGCGAGTACATGATGACCCAGGTGCCT
GCGATGACCTCGTTCGCTGAGCGTTTCTCCAAGATGGCTACTAAGACTCTGTTGGTTACC
GTCAGCGACTACGTCCATTTGCCCGCGTACAAGAGGTGGTACAGGAAGTTCAAGGAGTTC
ATTGTGAACTTCTTTACTGACCCTGCCAAGTTGATTATGAAGCACGTCTCTCAGCCTGTA
AAGACTGCCTACACAAAGCTGGTCCCCGAAGAGCACAGGCAGGCTATCAGGGATGTCGTC
GGTCAAAGCACCAAGCATATTGCCAACGGTGTACGTGATTTGGCAAGGATGATTAAGGAG
CCTAGCCAACAAATAATTCGTGAGAAGCTGCCTCACTACCTTTCTAAGGCAAAGGGAGCC
GTTGAGCACGTTGTTAAGAAGGTTAAATCCGTTGTGCCGATAAAGCAAAAGGGCGACCAA
CCATCCGAAGCAGCTGTAGAGGAAACCGTTCCGTCTGGCGATTCCGCGGAAACTGAATTT
GAGGTCCCTGAAGAACAATACGTCGATGCTGTTACTACTCAGCAGGTTAACAGCGAGAAG
GTTGATGCCGACGATGCGGGTAATGCCGAAACCCAGCAGCTTCCAGATGCAGAAAATGAA
GTGCGCGCTGATGACCCCAAAAATGAAGATTCTTCAAGTTCTTCAAGTTCTTCAGATGAT
TCA

8. mic-1 Cintalapa, Chiapas

>readseq-I120141013-214321-0507-16709615-0y sequence 1 267 bp
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGCCTAACGATGTGCGCA
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
GCCGAAATACTGAAAACCTACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
AAGTACTGCGGTAAGCATGAGCTGTGA
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9. mic-1 Martinez de la Torre, Veracruz.

>readseq-I120141013-214417-0429-30260505-es_sequence 1 267 bp
ATGCAATTGGATATGGACGAATACTGTGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
GCCGAAATACTGAAAACCTACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
AAGTACTGCGGTAAGCATGAGCTGTGA

10.mic-1 Tamasopo, San Luis Potosi.

>readseq-I120141013-214524-0125-864335-es_sequence_1 267 bp
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGCCTAACGATGTGCGCA
CGATGTGAAAGTATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA

11.mic-1 Soto la Marina, Tamaulipas.

>readseq-I120141013-214621-0356-58863259-pg sequence 1 267 bp
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATCGATTAC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA

12.mic-1 Rio Grande, Brasil.

>readseq-120141013-214718-0150-85552456-pg_sequence 1 267 bp
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGCCTAACGATGTGCGCA
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA

13.mic-1 Rondonia, Brasil.

>readseq-I120141013-214801-0734-27396752-0y sequence 1 267 bp
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTTCAGATGATTATGATCGATTAC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGTTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA
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Anexo 2. Alineamientos multiples.

1. Alineamiento multiple de la proteina AMA-1.

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
S5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRNQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTEFQONEPTSTRGTRRSSRSSRNQQATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTEFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQDEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MOQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTEFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQOATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MOQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFONEPTSTRGTRRTSRSSRHQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRTSRSSRHQQATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPTGCAFVTFONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSTRGTRRSSRSSRHQQATSS
MQCILNRITLLATPVIFFLWLSMEISPAGCAFVTEFQONEPTSARGTRRSSRSSRHQQOATSS
MOCILNRITLLATPVIFFLWLSTEISPAGCAFVTFQONEPTSARGTRRSSRSSRHQQATSS

KAKAKAAIAKAAKNKAIAAA AT AKNAXAAAKXN *hkA ko hhkAdAAA Ak ke hkkhkhkkekkhkhkhkekhkhkk k *hkkhk%k

TSQAGAGEATERTGGRAAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRAAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGSKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSEAGAGEATERAGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY
TSQAGAGEATERTGGRTAGSKLIPQTPWTRYMIKYDIARCHGSGIEFVDIGGYEAVGNKYY

kk ek hkhkhkhhkhkhkhkoehkkhhohhhhkhhhhhhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkx *k%

RMPTGKCPVMGKVINLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGSIH
RMPTGKCPVMGKVINLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGSIH
RMPTGKCPDMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADLLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH
RMPTGKCPVMGKVISLASGADFLEPISADNPRYRGLAFPETVIKHTGASAGALTNAGNIH

122



Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1lA-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1lA-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia

KAk AkA kA, KhhAk hk dhFdAhhAk e kA AAhAhA A I A Ak A I A XA A A A X AR A A A Ak AR Ak, K%

GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVANCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP
GNLSPVSAADLRKWGYKGNAVTNCAEYASNIVPGSDQRTKYRYPEFVYDGKEEMCYILYSP

Ak hkkhk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkhkhkhkohkhkhhhhkhkrhhhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkrhkxkkxkkxk*x

MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOQYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA
MOYNQGTRYCDEDGSAKEGPSSLLCMKPYKSEADAHLYYGSARIDPKWDONCPMKPIKDA

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR A Ak kA kA Xk %

IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFEHSAADVDIDIESERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEIRELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEIRELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVDSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVNSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVNSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN
IFGTWVSGACVALESAFEEYVNSAEECAAILFENSAADVDIDIDSERYNEISELYNGLKN

KAk Ak A hAAAkhAkhhAAhAAhkhAkhhh ke kA khhhhhAkhddx *hkhhkkhhrkkhkoehkhkhkhkhkhkx *hkhkkkhxk%k

LHLOQQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESATGVCRILNTTPTCLIINAGSLAM
LHLOQQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESATGVCRILNTTPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
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Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1lA-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-Italia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes
Ragusa
Benevento
México

Rio

Australia
SP3-Argentina
8CTItalia
6PA-TItalia
5RG-Italia
4PG-Italia
Chiapas
7PA-Italia
Sicilia
Turquia
M1P-Argentina
Argentina
M1A-Argentina
Corrientes

LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LKLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LKLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGRNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGRNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGRNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGRNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM
LOLOQIAFSLFAPMAKSAASATLSKGVGMNWANYESETGVCRILNATPTCLIINAGSLAM

Ko kAKX AKAAKNAIAAAKAAAKNAXAAXAAA XK AKNA KA XAAkhk AAxAhAAhhkkxk ek hkhAkhAk Ak khk kA Ak kA k%

TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMQTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMQTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPHKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPHKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGERNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPHKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPHKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPHKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPHKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRNSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY
TALGSPLESDAINYPCHIDTLGYVEPRKRDSREDGDRNSGITTALNMKTLKCTKYVHSKY

hhkhkhk Ak kA hkhkhhkhkhkhk A hkhkhhhkhhkhhkhkeoehkhkohkkhhhkhkokhhhkhhhkhhkhkh o khkhkhkhhkhkxk

SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG
SESCGTYYYCSEEKSGYLSRLYQFMCSHNVKKAAVISTALVLLCLAIYWIYQRLWSTKKG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A A ARk Xk k

ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITSVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDGYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
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Ragusa
Benevento
México
Rio

ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHMAKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHMAKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN
ROHDDYDRLMSKYEYDDVSHDNIEPEHQLRTDAYIWGEAAARPSDITPVHLTKLN

KAKKAKAKAA KA IAAA KNI AN A XA A A A AR AR AR A AKX A hkdhhkkhkhhkh Ak hhk K,k okkk

2. Alineamiento multiple de la proteina GP45.

Australia
Chiapas
Argentina
SA2

SD3
Sudafrical
SD

México
Méx2
Guerrero
México (J.Mosqueda)
Nayarit
Seed
Jalisco
Véracruz

Australia
Chiapas
Argentina
SA2

SD3
Sudafrical
SD

México
Méx2
Guerrero
México (J.Mosqueda)
Nayarit
Seed
Jalisco
Véracruz

Australia
Chiapas
Argentina
SA2

SD3
Sudafrical
SD

México
Méx2
Guerrero
México (J.Mosqueda)
Nayarit
Seed
Jalisco
Véracruz

Australia
Chiapas
Argentina

MILAKVSFAALCCFIAQAVRASTDPVIVPGTSRPSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLAKFSIAALCCLIAQTVRASTEPVIVPGSSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSNLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
——————————————————————————— VPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
——————————————————————————— VPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
——————————————————————————— VPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
——————————————————————————— VPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL
MMLATFSIAALCCLIAQTVRASTDPVIVPGTSRTSDPFGMAVAEQPRTLREEMHIVSKLL

khkkoekk KAhkhkhkhkhkrhkhkhkhkkhkkrhkkhkhkhkrkhkkxokx

DVQPIVGMYGENKPVLREDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVEPIVGMYGKNKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKDKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGENKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVEVPNYQG
DVQPIVGMYGENKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVEVPNYQG
DVQPIVGMYGENKPVLPEGVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGENKPVLPEGVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEGVPQREKVADINAKLAALKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEGVPQREKVADINAKLAALKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEDVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEGVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEGVPQREKVADINAKLAALKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG
DVQPIVGMYGKNKPVLPEGVPQREKVADINAKLATLKALIDGEKWIFHDSLVVELPNYQG

hhkokhkhkkhkhkhkeoohhhkhk Kk hhhkhkhhhkhhhkhkrhhhk ek hhkhkhhkdrhhkrhhkhkhhkrhkhk o« khkkxk

VNRYVFFKGLLKSMALKLETLYGFLSTATDVPESDLAKKATIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKLETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLNLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESYLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKATIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKATIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKLETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKLETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLKNL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKATIELNLVKENEIVEGLDLKNL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLAKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKATIELNLVKENEIVEGLDLKNL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL
VNRYVFFKGLLKSMALKFETLYGFLSTATDVPESDLAKKAIELNLVKENEIVEGLDLENL

KAKRKAAKRKAhAAAAA AR Ak e kAR A A A hA Ak hAkhAhhdhkh *hkkhhkkhhkhkhdx *hkkhhkhkhkhkhkokeo*kk

OMFLKVEYNKNSPLFTLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDQFYKDTDGESEGLSTLDE
OMFLKVEYNKNSPLEFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYKDTDGESEGLSTLDE
OMFLKVEYNKNSPLEFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEYKDTDGESEGLSTLDE
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SAZ2

OMFLKVEYNKNSPLFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEYKDTDGESEGLSTLDE

SD3 OMEFLKVFYNKNSPLESLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYKDTDGESEGLSTLDE
Sudafrical OMFLKVFYNKNSPLESLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYKDTYGESEGLSTLDE
SD OMEFLKVEFYNKNSPLESLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYKDTDGESEGLSTLDE
México OMFLKVFYNKNSPLESLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYEDTDGESEGLSTLDE
Méx2 OMFLKVEFYNKNSPLFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYEDTDGESEGLSTLDE
Guerrero OMEFLKVFYNKNSPLEFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYEDTDGESEGLSTLDE
México (J.Mosqueda) OMFLKVFYNKNSPLFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKFYEDTDGESEGLSTLDE
Nayarit OMEFLKVFYNKNSPLEFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYEDTDGESEGLSTLDE
Seed OMFLKVEFYNKNSPLFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKEFYEDTDGESEGLSTLDE
Jalisco OMEFLKVFYNKNSPLESLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKFYEDTDGESEGLSTLDE
Véracruz OMFLKVEFYNKNSPLFSLLNLFDEYEANLSPRDIWSASTHPFDKFYEDTDGESEGLSTLDE
***************:**************************:**:** *khkkhkkhkkhkkkkkk*k
Australia SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEQPGVVVREHAEAGAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
Chiapas SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEAEAVQVNGERALSGATTHGGDARGVN
Argentina SNSRMETIHAPDTVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
SA2 SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
SD3 SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
Sudafrical SNSRMEINVPDTVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
SD SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
México SNSRMEIHVPDAVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDGRGVN
Méx2 SNSRMEIHVPDAVKLPNLSVDVEEPGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDGRGVN
Guerrero SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEERGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
México (J.Mosqueda) SNSRMETIHVPDTVKLPNLSVDVEERGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
Nayarit SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEERGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
Seed SNSRMETIHVPDTVKLPNLSVDVEERGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
Jalisco SNSRMEIHVPDTVKLPNLSVDVEERGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
Véracruz SNSRMETIHVPDTVKLPNLSVDVEERGVVVREDAEADAVQVNGERAVSGATTHGGDARGVN
*******. -**:***********: ******.*** *********:*********.****
Australia PTPGVTST--TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Chiapas PTPGATSSSSTTTTSESTSLRSGAAEASPKKASSAFEPFVMLLIVMSAAFTE
Argentina PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
SA2 - ==
SD3 pr-—-——-—--—-——---—-——-—-———-———— = —
Sudafrical Pl
SD pr-—------—-—-——-—-——-—-"-"—"-""-"—"—"—"—"——— = ——
México PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Méx2 PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Guerrero PTPGVTSST-TTTTPEPTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
México (J.Mosqueda) PTPGVTSST-TTTTSEPTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Nayarit PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Seed PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Jalisco PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
Véracruz PTPGVTSST-TTTTSESTSLRSGAAEASPKKASYAFEPFAMLLIVMSAAFAF
* x
3. Alineamiento multiple de la proteina RAP1-a1.
Australia MRSLLGVCFGALLLVARSGSATIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLAANEVVNAEMEAAQIN
pverto = -----—----—-—-""""""-"""""""""""""""\—"\—"—"\—"\—"\—"(—"\—~\—~(—~(—~\—~—(——————————————
P ____________________________________________________________
Texcoco @ —————- - - - oo
S1A S
CGP S m e
CGA o e
Chiapas MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLAANEVVNAEMEAAQIN
Rio MRSFLGVCFGALLLVARSGSATIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLAANEVVNAEMEAAQIN
Méxicol MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLAANEVVNAEMEAAQIN
S2P e e
UYA s e e
p58-1 MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN
México?2 MRSFLGVCFGALLLVARSGSATIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN
p58-2 MRSFLGVCFGALLLVARSGSATIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN
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Vacunal

Veracruz
Tamasopo
Rondonia

Australia
Puerto

P
Texcoco
S1A

CGP

CGA
Chiapas
Rio
Méxicol
S2P

UYA
p58-1
México2
p58-2
Vacunal
Veracruz
Tamasopo
Rondonia

Australia
Puerto

P
Texcoco
S1A

CGP

CGA
Chiapas
Rio
Méxicol
S2P

UYA
p58-1
México?2
p58-2
Vacunal
Veracruz
Tamasopo
Rondonia

Australia
Puerto

P
Texcoco
S1A

CGP

CGA
Chiapas
Rio
Méxicol
S2P

UYA
p58-1
México?2
p58-2
Vacunal
Veracruz
Tamasopo
Rondonia

MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN
MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN
MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN
MRSFLGVCFGALLLVARSGSAIRYTHRSGVMSAEVVGDVSKTLLEANEVVNAEMEATQVN

EDMKIQLANVKQTIVDEVCRKDAGSPTCRKNVIAYVDRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP

EDMKIQLANVKETIVDEVCRKDAGSPTCRKSVIAYVDRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
EDMKIQLANVKETIVDEVCRKDAGSPTCRKSVIAYVDRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
EDMKIQLANVKETIVDEVCRKDAGSPTCRKSVIAYVDRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP

KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP
KDMQSQLSNVKETIVGEVCEKVAGNSTCGESVIAYVNRCDEGDCLTLDSMKYKPLSLPNP

YQOLDAAFMLFRECDSNPAKNEVKREWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENFE

YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKCFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENF
YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKCEWMRSKSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENE
YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKRFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENF

YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKRFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENFE
YOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKREWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENF
YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKRFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENFE
YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKREFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENFE
YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKRFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENF
YOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKREWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENF
YQOLDAAFMLFRESDSNPAKNEVKRFWMRSRSSHGDYHHFVVSLLKKNVVRDPESNDVENFE

*

ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQRALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGLGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTRP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPVDLGTHP
ASQYFYMTTLYYKTYLTVDFTAAKFFNKLAFTTRLFGFGIQKALKRLVRSNLPADLGTHP

KA A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A A kA A A A A bk hk ke A Ak ke kA A h Ak hA Ak k hhkkxo%k
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Australia
Puerto

P
Texcoco
S1A

CGP

CGA
Chiapas
Rio
Méxicol
S2P

UYA
p58-1
México?2
p58-2
Vacunal
Veracruz
Tamasopo
Rondonia

Australia
Puerto

P
Texcoco
S1A

CGP

CGA
Chiapas
Rio
Méxicol
S2P

UYA
p58-1
México2
p58-2
Vacunal
Veracruz
Tamasopo
Rondonia

Australia
Puerto

P
Texcoco
S1A

CGP

CGA
Chiapas
Rio
Méxicol
S2P

UYA
p58-1
México?2
p58-2
Vacunal
Veracruz
Tamasopo
Rondonia

Australia
Puerto

P

Texcoco

EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVRLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAGREFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVGDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVGDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKFKEF
EATIREIASGYGEYMMTQVPAMTSFAERFSKMATKTLLVTVSDYVHLPAYKRWYRKEFKEF

khkhkkhkhkhkkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkkhkhhkhkrhkhkhkkh *hkrhkkhkhkhkhkrkhkhhkkhkdx K*rkoekhhkhkkhkhkhkkhkrkhkkxkx

IVIFFTDPAKLILKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATRNAVGQSTKRVANGVRDLAKKIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPARLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLSRMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLSRMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLSRMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLSRMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLSRMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATRNVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRNVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE
IVNFFTDPAKLIMKHVSQPVKTAYTKLVPEEHRQATIRDVVGQSTKHIANGVRDLARMIKE

kk hkkkkhkhkekhkkoehkkhkhhkhkhhhkhhkhkhhkhhkhkrhkhkhkkhhkhke Khhhkkhkrkeohkhkhkhkhhkhkeo *k%k

PSQOQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVDKVKSVVPIKKKRDOQPSESAVEEAVPSGDSAETEF
PSQQOITRERLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDOQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDOQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDOPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQITREKLPHYLPKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAGVEETVPSGDSAETEF
PSQQOITIREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDOQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDOQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOITIREKLPHYLSKAKGAVEHVVDKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQQITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF
PSQOITREKLPHYLSKAKGAVEHVVKKVKSVVPIKQKGDQPSEAAVEETVPSGDSAETEF

Akhkkhkhkkhkkhkhkkhkeoehkhkhkkhh ,hkkhkhkhkkhhkhkkdkx *hkkhkhkkhkhhkkhkoeok *kkkhko. KAk e kkkhkhkkkhkkkhk*k

EVPEEQYVDAVTTEEVNTEKMDADDAGNAETQQLPDAENEVRADEPQNEDSSSSSDDSDA
EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPONEDSSSSSSSSDD
EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD
EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD
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S1A

EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD

CGP EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD

CGA EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD
Chiapas EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD

Rio EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD
Méxicol EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA

S2P EVPEEQYVDAVTTEGVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA

UYA EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD

p58-1 EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA
México?2 EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA

p58-2 EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA
Vacunal EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSDDSDA
Veracruz EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSNDSDE
Tamasopo EVPEEQYVDAVTTQEVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD
Rondonia EVPEEQYVDAVTTQQVNSEKVDADDAGNAETQQLPDAENEVRADDPKNEDSSSSSSSSDD

*************: **:**:***********************:*:********' -**

Australia -——=

Puerto SDA

P SDA

Texcoco SDA

S1A SDA

CGP SDA

CGA SDA

Chiapas S--

Rio S—-

Méxicol -

S2P -—=

UYA SDA

p58-1 -——=

México?2 -

p58-2 -——=

Vacunal -

Veracruz -—=

Tamasopo S—-

Rondonia S—-

4. Alineamiento multiple de MIC-1.

Australia MQLDMDEYCAATNGGITMCARCENIETLKCYCVQMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT
Rondonia-Brasil MQLDMDEYCAATNGGITMCARCENIETLKCYCVQMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT
SLM-Tamps MQLDMDEYCAATNGGITMCARCENIETLKCYCVQMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT
Chiapas MQLDMDEYCAATNGGLTMCARCENIETLKCYCVQMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT
Veracruz MQLDMDEYCAATNGGITMCARCENIETLKCYCVQOMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT

Tamasopo-SLP
RioGrande-Brasil

Australia
Rondonia-Brasil
SLM-Tamps
Chiapas

Veracruz
Tamasopo-SLP
RioGrande-Brasil

MQOLDMDEYCAATNGGLTMCARCESIETLKCYCVOMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT
MQOLDMDEYCAATNGGLTMCARCENIETLKCYCVOMIMIDYSSDTNQCLNNCSSPTKCAGT

KAKRKAKRKAAKAAKAAAKA K e KhAA KA Kk, KA AAAAA KA A AA XA AR A AR A A A AR AR AR A A XA A Xk K

AETILKTYKNVDPTVIKRLHHKYCGKHAL
AETLKTYKNVDQTVIKRLHHKYCGKHAL
AETILKTYKNVDQTVIKRLHHKYCGKHAL
AETLKTYKNVDQTVIKRLHHKYCGKHEL
AETLKTYKNVDQTVIKRLHHKYCGKHEL
AETILKTYKNVDQTVIKRLHHKYCGKHAL
AETILKTYKNVDQTVIKRLHHKYCGKHAL

hhkrxhkkhkkhkhkhkhkhkx kxkkhkrxkkhkkkhkrkhkxkx *x
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Australia
Rondonia
SotoLaMarina
Tamasopo
RioGrande
Chiapas
Veracruz

Australia
Rondonia
SotoLaMarina
Tamasopo
RioGrande
Chiapas
Veracruz

Australia
Rondonia
SotoLaMarina
Tamasopo
RioGrande
Chiapas
Veracruz

Australia
Rondonia
SotoLaMarina
Tamasopo
RioGrande
Chiapas
Veracruz

Australia
Rondonia
SotoLaMarina
Tamasopo
RioGrande
Chiapas
Veracruz

ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGCGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGCCTAACGATGTGCGCA
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGCCTAACGATGTGCGCA
ATGCAATTGGATATGGACGAGTACTGTGCAGCGACAAACGGCGGCCTAACGATGTGCGCA
ATGCAATTGGATATGGACGAATACTGTGCAGCGACAAACGGCGGAATAACGATGTGCGCA

khkrkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkkhkrhkkhkrhkkhk dhhkhkhxk *hkkrkhkkhkkhkkhkrkhkkkkhkkxkx* Kk hkkkkkkkkkkkkx

CGATGTGAAAACATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTTCAGATGATTATGATTGATTAC
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTTCAGATGATTATGATCGATTAC
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATCGATTAC
CGATGTGAAAGTATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC

CGATGTGAAAATATCGAAACTTTGAAATGCTACTGCGTCCAGATGATTATGATTGATTAC
hokkokkkkhkhkk  kkkkkhkhkhkhkkhhkkkkkkkkhkkkk khkkkkhkkkkkkhkkkx *kkkxx

AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGTTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC
AGCTCTGACACGAACCAATGCCTCAACAATTGCTCCTCCCCGACGAAATGCGCTGGAACC

KAKXKAKRKAAKAAKRAAKRAXAKA A A A AR A KNI I AA A A, A A A XA AR AR A A AR AR A A AR A XAk kK

GCCGAAATACTGAAAACCTACAAGAACGTGGACCCGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
GCCGAAATACTGAAAACATACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
GCCGAAATACTGAAAACCTACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC

GCCGAAATACTGAAAACCTACAAGAACGTGGACCAGACGGTCATAAAGAGGTTACACCAC
hokkokkkkkkkkkkokkkk  kokokkkokkkkokkkkkkok &k ok k ok ok k& ok ok ok ok ok kK k kK ok ok ok ok ok kK

AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA
AAGTACTGCGGTAAGCATGCGCTTTGA
AAGTACTGCGGTAAGCATGAGCTGTGA

AAGTACTGCGGTAAGCATGAGCTGTGA
hkkokkkkhkrkkhkkkkkkkkx K*hkk *k*

5. Alineamiento multiple de la proteina SBP4.

Australia

Kutter

Acayucan

Tamasopo

Chiapas
B38-Salta,Argentina
Brasil
Ml1A-Corrientes,Argerntina
M1P

M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
México
S1A-Argentina
S2A-Argentina
S2P-Argentina
S3P-Argentina

FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPVRPNKLRHLVW
FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPVRPNKLRHLVW
FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPVRPNKLRHLVW
FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPVRPNKLRHLVIW
FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW
—————————————————————————————————————————————— YTPVRPNKLRHLVW



Colombia

Australia

Kutter

Acayucan

Tamasopo

Chiapas
B38-Salta,Argentina
Brasil
M1A-Corrientes,Argerntina
M1P

M2P,Argentina
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SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVIVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
SDTVIHGVGDDDEDTIEKVTVHNHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDGEFEFISEHKYQEEL
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REMTKTIVVDINDVNDNKYLSYETNTAYGITWYNIVPISCEFYSDKVVAGNVTVWTGVGCH
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M1P

M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
México
S1A-Argentina
S2A-Argentina
S2P-Argentina
S3P-Argentina
Colombia

Brasil
S2P-Argerntina
México
M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
Veracruz

Kuttler

Tamasopo
B38.Salta,Argentina
Ml1A-Corrientes,
M1P-Corrientes,
S1A-Argentina
S2A-Argentina
S3P-Argentina
Chiapas

Colombia
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Brasil
S2P-Argerntina
México
M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
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Kuttler

Tamasopo
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Ml1P-Corrientes,
S1A-Argentina
S2A-Argentina
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Colombia

Australia

Brasil
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México
M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
Veracruz

Kuttler

Tamasopo
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M1A-Corrientes,
M1P-Corrientes,
S1A-Argentina
S2A-Argentina
S3P-Argentina
Chiapas

Colombia

TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG

GACCTGTCCATCCCCAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
GACCTGTCCATCCCGAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
GACCTGTCCATCCCGAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT



Australia

Brasil
S2P-Argerntina
México
M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
Veracruz

Kuttler
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S1A-Argentina
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Colombia

Australia

Brasil
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M2P,Argentina
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Kuttler
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M1A-Corrientes,
M1P-Corrientes,
S1A-Argentina
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Australia
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M2P,Argentina
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Brasil
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M30-Salta,Argentina
Veracruz

Kuttler

Tamasopo

GACCTGTCCATCCCCAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT

------------------ TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
—————————————————— TACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACTTGGTCTGG
CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACTTGGTCTGG

hhkhkhkhkhkkrhkkhhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrkhkkhkrhkkhkhkx *xkkxk*xx*x

AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGACGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGACGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC

khkhkkrkhkkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhhkhk hhkrhhkrkhkhhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*k

GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCATGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACAACCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC

AKhkkhkhkkhkhk hAkhkAAhAAkhk *AhAh A A dA A hAhh kA hA Ak hAhAk Ak hkhhk A Ak dk Ak hk Ak hk kA kA hAk Ak khkxkx k%

TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
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B38.Salta,Argentina
Ml1A-Corrientes,
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Kuttler
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S1A-Argentina
S2A-Argentina
S3P-Argentina
Chiapas

Colombia

Australia

TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCGTCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
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CGCGAGATGACGAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTCGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG

khkhkkhkhkhkhkhhkhkhk dAhkkhkrhkkhkhkhhkhkhk hhdhkhkrhkhkhhkhkrkhkhhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

AGCTACGAGACGAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGTTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCGTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCGTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC

kk hkkkkhkhkkhkhkk Ahkkhkrhkkhkhkkhk dhkhkhhkhhkhkrhkhkhkhhkrkhhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkkxk*k

TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
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Brasil
S2P-Argerntina
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M2P,Argentina
M30-Salta,Argentina
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CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTAGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
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TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG——————————————————————— -
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-——=======———— === === =
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-————=—==————————————— o
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-——=====——————————————————————___
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-————=—==————————————— o
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-—————===————————————— o
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-——=======————————————————————___
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-————===—————————————— o
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-——======——————=———————————————__
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-————===—————————————— o
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-——=====——————————————— o
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAG-———====—————————————— o __
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGGTCTACGAG

krkhkkrkhkkhkrhkkhkhkdhkkrxhkkkkhkkhkxkkx

GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT
GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT
GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT

GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGT———==—===———————
GGCAAGAACAGCGTAGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGTTGAGGAGCACCAGTGA
GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGT—————====———————
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Chiapas GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGTTGAGGAGCACCAGTGA
Colombia = —omo oo oo
Australia GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGTTGAGGAGCACCAGTGA
Australia ATGGTCGCCATTTCGGCCGCTTTCGTCGCCTGCATTTTCGGCCTTACGGCCGTGCGCGGT
Kuttler ATGGTCGCCATTTCGGCCGCTTTCGTCGCCTGCATTTTCGGCCTGACGGCCGTGCGCGGT
Tamasopo  —om oo oo oo CACC
Chiapas ~ = === = - - oo CACC
Veracruz =  —o T T oo CACC
*
Australia TTTGACAATGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
Kuttler TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
Tamasopo TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
Chiapas TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
Veracruz TTTGACAACGTCATCGAGGTGACCTTCCAGGAGCACGGCGAGTCCGACAACATGGTGTTG
khkkhkhkkhhkh hhkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhhhkhkhkhhkhhhhhhhhhhkhhhhkrrhkrkrkhkhrkrkrhrhkxx
Australia GACCTGTCCATCCCCAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
Kuttler GACCTGTCCATCCCGAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
Tamasopo GACCTGTCCATCCCGAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
Chiapas GACCTGTCCATCCCCAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
Veracruz GACCTGTCCATCCCCAGCGAGAGCGACATGATGATCCACAGGCAGACTGACGGCTGTGCT
Ahhkhkhhkhkhhhhhhkh Khhhhhhhhhhhhrhhrhhhhhkhbhhhhhrhhrhhhhhhkdhhtkx
Australia CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACTTGGTCTGG
Kuttler CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
Tamasopo CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
Chiapas CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
Veracruz CCCCGCACCCCCGTCGTCTACACGCCTGTCAGGCCCAACAAGCTGAGGCACCTGGTCTGG
Ahkhkhkhkhkhkhhhhhrhhrhhhhhkhhbhhhhhrhhrhkhhhhkhbhhrhhrhhrkhhh khdhhhkk
Australia AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGACGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
Kuttler AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
Tamasopo AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
Chiapas AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
Veracruz AGCGACACCGTGATCCACGGCGTCGGTGAGGACGACGAGGACACCATCGAGAAGGTCACC
dIhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhkhkhhhdx drhdhrhrhdhrrrrrrrrkrrkrrkrkrkrkrkrrrrrrxkx
Australia GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
Kuttler GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
Tamasopo GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
Chiapas GTCCACACCCACTGCCACGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
Veracruz GTCCACACCCACTGCCATGAGACCCTCATTGAGGTGTCCCTCGGCAGCACCAAGGTCCAC
AhhkhkhhhkhhhAhkhkhhhhkh hhkhhhhhhhrhhkrhkhhhhkhbhhhhhkrhhkrhkhhhkhkdhhkkx
Australia TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCGTCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
Kuttler TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
Tamasopo TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
Chiapas TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
Veracruz TACCTTGGCCGCGATGGCGAGTTCGAGTTCATCTCTGAGCACAAGTACCAGGAGGAGCTC
KAk hkhkhkhkhkhhkhhkhhkhdhhhkhkdhhkhhkhhhhhhkd *FxArAxAddhddhdhkdrhrrrrrkrkrxrkrxrkrxrkrrxxx
Australia CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
Kuttler CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
Tamasopo CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
Chiapas CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
Veracruz CGCGAGATGACCAAGACCATCGTTGTCGACATCAACGACGTCAACGACAACAAGTACTTG
R IR I b 2 b 2 b b b 2 b b Sb 2h b 2h b 2b Sb b db 2b Sb 2b Sb 2b 2b 2h Ib 2 b 2 b g db 2b Sb dh S 2 db dh 2b 2h db 2h 2b 2b db dh db 2h 3b 2h db 2b 4
Australia AGCTACGAGACCAACACCGCGTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
Kuttler AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
Tamasopo AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
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AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC
AGCTACGAGACCAACACCGCCTACGGCATCACGTGGTACAACATTGTCCCCATTTCGTGC

KAKKAIAKAAKNAKAAAKAAAKNARNA A A A A KA A A I A AR A A A A A A A A AR A A A A A A Ak kK

TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC
TTCTACTCCGACAAGGTCGTTGCTGGCAACGTCACCGTCTGGACCGGTGTTGGCTGCCAC

Ak hkk Ak hkrhhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrkhhkrhkxhkhkkxkkxk*k

CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAACGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC
CAGCGCTTCGCCGGCGCCAGCGTGTACGTGAATGGCCACGAGAAGCTCGTCGCCCTTATC

ok hkkhkrkhkkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrkhkhkhhkhkhkhhkhkhrkhk hhkrkhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrhkhxhkkhkxkkxk*x

TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGGTCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG
TACCACGACGTTGACGGCATGAAGGAGGCTCTCTACCACGGCAAGAACGAGATCTACGAG

KA A KA AR AR A AR A AT AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A A AR AR AR AR Ak Ak Ak Xk *k

GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCTGCT
GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT
GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT
GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT
GAGCTGACCCTTGAGCAGTTCGACGAGCAGTTCAAGCTCCTCGAGGAGAAGTTCGCCGCT

Ak kA hkhkhhkhkhkhhkhkkhkrhkhhhkrhkhkhkhdAhhkrhkhhhkrkhkhhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrxhkhkxkx *k%

GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGTTGAGGAGCACCAGTGA
GGCAAGAACAGCGTAGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGTTGAGGAGCACCAGTGA
GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGT——————==————————
GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGTTGAGGAGCACCAGTGA
GGCAAGAACAGCGTCGACGCTGAGGTGCGCAAGGAGGT——————===———————

KAk AkAAkKkA kA hkhAk * *hkkAhAhAAkrkhkhkkhhAkhkdkrkkhkhkkkhxk*%
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