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RESUMEN:

Los antigenos variables de superficie del merozoito de Babesia bovis, son
glicoproteinas de membrana a las que se les confiere un papel en la invasion de
los eritrocitos. Los miembros de esta familia de genes incluyen a msa-1'y msa-2
(msa-2c, msa-2a1, msa-2a2 y msa-2b), cada uno de los genes esta sujeto a
distinta presion génica evolutiva, lo que les confiere una variabilidad diferente. El
gen ribosomal esta expuesto a presién evolutiva, por lo que se ha utilizado en
distintos estudios filogenéticos. El objetivo de este trabajo fue determinar las
relaciones filogenéticas de distintos aislados de Babesia bovis de la republica
mexicana utilizando las secuencias de los genes arriba mencionados.

Los amplicones correspondientes a cada uno de los genes fueron clonados
y secuenciados. El andlisis comparativo de las secuencias nucleotidicas y las
deducidas de aminoacidos se realizaron mediante el programa Vector NTI
Advance ™ 10 (Invitrogen), el cual reveld distintos grados de variabilidad e
identidad entre las distintas secuencias de los genes analizados de 13 aislados
diferentes de la republica mexicana.

La variacion de las secuencias puede ser el resultado de la presion
evolutiva diferencial entre los genes de superficie (msa-1, msa-2b y msaZ2c), o
resultado del movimiento, debido al comercio del ganado bovino.

 El andlisis filogenético se realizd con el programa Phylip 3.6, el cual
sugiere que los aislados forman grupos que se separan de acuerdo a su origen:

Australiano y Americano.



INTRODUCCION:

La Babesiosis bovina es una enfermedad comun en el ganado vacuno y en
animales silvestres. Es de amplia distribucion a nivel mundial (Homer et al., 2000;
Lew et al., 2005), fue descrita en el ano 1888 por Victor Babes en Rumania, y
llamada en un inicio como aguas rojas (Uilenberg, 2006).

Esta enfermedad es causada por protozoarios intraeritrociticos del género
Babesia y es transmitida por varias especies de garrapatas incluyendo el género
Boophilus. Los signos clinicos mas comUnmente observados en bovinos
afectados por Babesiosis son: fiebre, anorexia, esplenomegalia y anemia
(Martinez et al., 1999). En ocasiones se observa también hemoglobinuria, signos
nerviosos, postracion y muerte (Mosqueda et al,, 2004; Homer et al., 2000),
aunque también la enfermedad es tipificada por complicaciones cerebrales
caracterizadas por trombosis o paralisis, provocando coma, trombosis pulmonar y
la muerte del animal enfermo (Bork et al., 2004).

Aunque la enfermedad es mas frecuente en animales, también se presenta
en humanos; no obstante, es considerada rara y el primer caso de Babesiosis
humana fue detectado en la antigua Yugoslavia en 1957. La mayoria de los casos
que se diagnosticaron fueron en personas inmunodeprimidas, o con
esplenectomia (Martinez et al., 1999).

En humanos, la Babesiosis es causada por varias especies de Babesia,
predominantemente por Babesia Microti y ocasionalmente B. divergens (Gaffar et
al., 2003; Homer et al., 2000).

La Babesiosis es una enfermedad que tiene repercusiones econdmicas
importantes a nivel mundial. Se han reportado pérdidas econdémicas en Africa de
15.9 millones de dolares (mdd), en Asia de 6.9 mmd, en Australia de 6.2 mmd, y
en América de 24.8 mdd (Lew et al., 2005). México es uno de los paises mas
afectados ya que la enfermedad limita la produccion ganadera en las regiones
tropicales y subtropicales del pais, especialmente en éareas en las que se
introduce ganado de razas especializadas o genéticamente mejorado (Mosqueda
et al., 2004).

(8]



La Babesiosis se encuentra mundialmente distribuida en aquellos paises
localizados entre los paralelos 40° N y 32° S del Ecuador, donde existen areas de
clima tropical y subtropical ideales para el desarrollo de la garrapata vector de las
especies Boophilus microplus y Boophilus annulatus (Mosqueda et al., 2004).

| En México, el 70% del total de cabezas de bovinos se encuentran en
zonas endémicas para el vector, y por lo tanto para Babesia bovis y Babesia
bigemina. En estudios epidemiolégicos realizados en diferentes regiones del pais,
se han mencionado tasas de prevalencia que varian entre 4 - 96% (Mosqueda et
al., 2004). Las tasas mas altas de transmision duran de 6 a 9 meses,
generalmente de primavera a otofio disminuyendo su incidencia en los meses de
invierno (Bock et al., 2004).

La Babesiosis bovina es transmitida por garrapatas vector de las especies
Boophilus microplus y Boophilus annulatus las que estan distribuidas en gran
parte de la republica mexicana.

En la actualidad los estados de la republica mexicana que se mantienen
libres de garrapatas son: Sonora, Aguascalientes, Tlaxcala, Distrito Federal; y en
vias de erradicacion, Baja California, Chihuahua, Coahuila, Durango, Zacatecas,
San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, y Puebla (NOM-019-Z0O-
2002). Sin embargo, se mantienen con una alta incidencia de garrapatas los
estados de Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Guerrero, Nayarit, Veracruz, Jalisco,
Tamaulipas, y Morelos entre otros.

Figura 1

Mapa de distribucion de garrapatas B. microplus
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Clasificacion y ciclos de transmision:

Babesia bovis es un parasito intraeritroctico, perteneciente al.

Reino: Protista
Phylum: Apicomplexa
Clase: Sporozoasida
Orden: Eucoccidiorida
Suborden: Piroplasmorina
Familia: Babesiidae
Género: Babesia
Especie: bovis

(Bock et al., 2004)

El ciclo de vida de Babesia bovis es indirecto, y se divide en dos:
1.- Eventos en el vertebrado (huésped intermediario):

En la sangre de bovinos infectados, los merozoitos de Babesia spp.,
invaden a los eritrocitos. Dentro del eritrocito, el merozoito se transforma en
trofozoito, el trofozoito origina por fision binaria a dos nuevos merozoitos
inmaduros los cuales se separan y escapan de la célula hospedera invadiendo a
nuevos eritrocitos. Esta invasion eritrocitica continia hasta que la sangre es
ingerida por otras garrapatas hembras (Riek, 1966; Mehlhorn et al,1984;
Mosqueda et al., 2004).

2.- Eventos en la garrapata vector (huésped definitivo):

La garrapata hembra adulta, adquiere la infeccion al alimentarse de sangre
infectada en donde los parasitos ingeridos salen de los eritrocitos e infectan a las
células epiteliales del intestino dando origen a varios quinetos. Estos quinetos
salen de las células intestinales y migran hacia el ovario de la garrapata
infectando a los huevos antes de que sean recubiertos por quitina. Los quinetos
invaden las células del intestino del embrion y permanecen en estado latente

hasta que la larva eclosiona e infesta a un nuevo bovino (Uilenberg, 2006).



Cuando la larva ha invadido a otro bovino, la temperatura de éste induce la
multiplicacién de quinetos, los cuales salen de las células intestinales de la larva
o ninfa migrando hasta las glandulas salivales, en donde los quinetos se
transforman en esporozoitos. Los esporozoitos son liberados con saliva a la
sangre cuando la larva de la garrapata (en el caso de B. bovis) o la ninfa y
adultos (para B. bigemina) de la garrapata se alimentan en el hospedero bovino
(Mosqueda et al., 2002).

La invasion es uno de los pasos criticos del ciclo de vida de Babesia. El
merozoito, estadio invasivo, resulta de especial interés pues al invadir al eritrocito
involucra una serie de receptores y puntos en su superficie para infectar al
parasito (Figueroa et al., 1998).

El merozoito presenta una estructura apical caracteristica de los
Apicomplexa que expresa proteinas y estructuras que intervienen en la invasion
del eritrocito como roptrias, micronemas, Cuerpos esféricos y anillos polares (Lew
et al., 2002).

El proceso de invasion del merozoito se realiza en varias fases:

El merozoito se adhiere a la cubierta de superficie del eritrocito seguido de
una orientacion de la parte apical del merozoito con respecto a la célula blanco.
El complejo apical debe estar en contacto con la membrana del eritrocito para
que se realice una union de membranas en donde, se liberaran productos de las
roptrias (proteinas RAP, lipidos y algunas enzimas) y de los micronemas,
ayudando a la union vy penetracion del parasito por medio de fagocitosis
dependiente de miosinas (Lew et al., 2002) de la misma manera que Plasmodium
y Anaplasma.

Este mecanismo tiene gran relevancia, ya que se puede bloquear la
adhesion inicial del merozoito y evitar la infeccion bloqueando los productos de

las roptrias y de la superficie del merozoito (Ristic et al., 1981).
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Caracteristicas genomicas de Babesia bovis:

El tamafio estimado del genoma de B. bovis es de 9.4 millones de pares de
bases. Por medio de electroforesis de campos pulsados se determin6 que B.
bovis cuenta con 4 cromosomas en el genoma haploide. El tamano de los
cromosomas oscila entre 1.4, 2.0, 2.8 y 3.2 millones de pares de bases para los
cromosomas 1, 2, 3y 4, respectivamente (Jones et al., 1997).

Actualmente la secuenciacion del genoma se encuentra en proceso. Se
construyé una biblioteca BAC (cromosomas artificiales de bacterias) la cual
contiene 9216 clonas de 110 Kb, pero hasta hoy solo se han ordenado
aproximadamente 12565 contigs (http://www.ncbi.nim.nih.gov;
http://www.vetmed.wsu.edu/research_vmp/babesia-bovis/ octubre 2006).

Dentro de las proteinas que se han caracterizado de Babesia bovis se
encuentran las que se expresan en la superficie del merozoito durante la invasion
a la célula blanco: la familia de antigenos de superficie del merozoito (VMSA)
(Hines et al., 1992). Son glicoproteinas de superficie ancladas en la membrana
celular por glicosil-fosfatidinositol (GPI) en el merozoito y esporozoito. Esta familia
esta integrada por proteinas que comparten una sefal amino terminal hidrofobica,
una regién central hidrofilica y una region carboxilo terminal muy conservada.

Los genes de la familia VMSA se encuentran distribuidos en dos loci, con
regiones altamente conservadas, existe una region de 54 pb altamente
conservada en el extremo 5', la cual se ha sugerido como regiéon reguladora
(Mosqueda et al., 2002b, Florin-Christensen et al., 2002).

La familia de Antigenos de la Superficie de Merozoito (VMSA), esta
integrada por los siguientes genes:

msa-1: Es un gen de 901 pb sin intrones, la caracterizacion del gen fue
realizada por Suarez et al., en el 2000, en una clona biolégica de B. bovis de
origen mexicano (Mo7). El gen msa-1 codifica para una glicoproteina de
membrana, inmunodominate, de 42 kDa (LeRoith et al., 2005). Esta se encuentra
cubriendo uniformemente la superficie de todo el merozoito y del esporozoito
(Mosqueda et al., 2002).



MSA-1 es una proteina que interviene en la adhesion al eritrocito durante
el proceso de invasion de Babesia bovis (Franssen et al., 2003). Se considera el
antigeno con mayor variabilidad de la familia VMSA: esta variacion se observo en
distintas cepas australianas de diferentes areas geograficas (Suarez et al., 2000;
LeRoith et al., 2005).

Esta proteina estructural es critica para los procesos de adhesion e
invasion al eritrocito, los anticuerpos monoclonales generados contra esta
proteina presentaron muy poca reactividad inmunologica cruzada entre cepas
australianas de la misma region y entre cepas americanas, por lo que se sugiere
desempefia un papel importante en la seleccion de los parasitos al expresar
variantes alélicos (LeRoith et al, 2005). En 1992 Hines y colaboradores
produjeron anticuerpos contra MSA-1, en donde observaron que éstos inhibian la
unién del merozoito a los eritrocitos en experimentos in vitro, determinando con
ésto, su importancia en el proceso de invasion.

También se compard el dominio extracelular del gen msa-1, con diferentes
aislados provenientes de México, Australia y Argentina. Los analisis filogenéticos
indican que existe una estrecha relacion entre los aislados mexicanos Yy
australianos en comparacién con los argentinos. En general son muy parecidos,
por lo que se ha sugerido que el producto del gen podria ser un candidato para la
elaboracion de vacunas recombinantes (LeRoith et al., 2005).

Recientemente, se observd que anticuerpos monoclonales especificos
contra péptidos obtenidos de manera recombinante, para el extremo amino y
carboxilo terminal, son capaces de inhibir la infeccion del merozoito al eritrocito in
vivo (LeRoith et al., 2006).

msa-2: Es un conjunto de 4 genes distribuidos en un locus arreglado en
tandem de aproximadamente 6392pb, caracterizado por Florin-Christensen en el
2002 en la clona mexicana Mo7. El locus posee cuatro genes: msa-2a; msa-2ap,
msa-2b, msa-2c con espacios intergénicos del mismo tamano (700pb). Los genes
estan agrupados, aparentemente por duplicacién genética dada en algun
momento de su evolucion. Estos genes codifican para varias proteinas que se

expresan durante la invasion en la superficie del parasito, todas participan en el



proceso de invasion, por lo que es necesario su estudio (Franssen et al., 2003).

Recientemente se ha publicado el arreglo del locus para cepas
australianas, con un producto menor de aproximadamente 3109 pb, en donde
aparentemente hay una region faltante, ésta puede ser la region que codifica para
los genes msa-2aj;, msa-2az, y/0 msa-2b. Se encontro que las cepas australianas
solo presentan regiones codificantes para los genes msa-2c¢ y msa-2a/b, con una
region hipervariable, que les confiere variabilidad a éstas cepas (Berens et al.,
2005).

msa-2c: Es un gen de aproximadamente 797 pb sin intrones y codifica
para la proteina MSA-2c de 30 kDa que se expresa en la superficie del merozoito.
Msa-2c¢ es un gen que se encuentra altamente conservado con hasta un 88.7%
de identidad nucleotidica en cepas geograficamente distintas (Wilkosky et al.,
2003), por lo que se le ha propuesto como proteina candidata para el diagnostico
y con potencial vacunal para el control de la Babesiosis (Dominguez et al., 2004).

msa-2a1: Es un gen de aproximadamente 955 pb. Codifica para la
proteina MSA-2a; de aproximadamente 46 kDa, esta se expresa en la superficie
del merozoito y del esporozoito de Babesia bovis, participando en la invasion del
merozoito a la célula blanco (Mosqueda et al., 2002b).

msa-2a2: Es un gen de 848 pb. Codifica para la proteina MSA-2a, de
aproximadamente 40 kDa, que se expresa en la superficie del merozoito y del
esporozoito de Babesia bovis, y participa en la invasion del eritrocito (Mosqueda
et al., 2002b).

msa-2b: Es un gen con 905 pb, que codifica para la proteina MSA-2b de
aproximadamente 38 kDa, se expresa éen la superficie del merozoito y del
esporozoito de Babesia bovis (Mosqueda et al., 2002b). El papel de la proteina
MSA-2b es participar en la invasion de Babesia bovis al eritrocito, co-
expresandose con las proteinas MSA-2c y/o MSA-2a;, MSA-2a, (Berens et al.,
2005).

Las proteinas de la superficie del merozoito han sido estudiadas por la

participacion en la invasion a la célula blanco, al igual que proteinas asociadas a



las roptrias RAP-1, por lo que se han propuesto como blancos vacunales para el
control de la Babesiosis (Mosqueda et al., 2002a, Mosqueda et al., 2002b).

Los genes de la familia variable del merozoito de Babesia bovis, se han
propuesto como candidatos vacunales; en particular, se ha propuesto al gen
msa-2c, este es el mas conservado de la familia, ademas de ser altamente
inmunodominante (Dominguez et al., 2004).

El gen msa-1, a pesar de ser sumamente variable entre aislados de varias
regiones endémicas de Australia. Se ha propuesto como candidato vacunal
porque se encontraron varios epitopes conservados altamente inmunogénicos
dentro de la molécula. (LeRoith et al., 2005).

El gen msa-2b se ha propuesto también como candidato vacunal, pues es
importante en la invasion a la célula blanco, aunque se ha observado que esta
menos conservado en comparacion con el gen msa-2c, en realidad no se tiene

registro de su comportamiento y polimorfismo (Berens et al 2005).

Gen ribosomal: Existen tres distintas moléculas de ADN ribosomal
caracterizadas en el genoma de B. bovis, (sSTRNA de 1.7 KB; 5.8 SIRNA y
LsrRNA de 3.1 KB) (Darlrymple et al, 1990). La secuencia completa de la
subunidad pequena 18s del gen ribosomal rRNA tiene aproximadamente 1693 pb
(Reddy et al., 1991).

En el afo 1993 se aislo un fragmento de forma circular de 552 pb, de
Babesia bovis, la cual se encuentra extracromosomalmente (Gozar et al., 1993;
Gozar et al., 1995). Posiblemente esta secuencia corresponde a un “organelo”
celular de origen mitocondrial. En los analisis filogenéticos se encontré que la
secuencia del organelo tiene una identidad del 71% con la mitocondria de
Plasmodium falciparun, y el 83% de identidad con otras especies de Plasmodium,
ademas de una identidad del 65% con otros organismos (Gozar et al., 1995).

La secuencia del gen que codifica para la subunidad pequena ribosomal se
encuentra altamente conservada entre varias especies de Babesia, por lo que se
ha utilizado como marcador genético, y como alternativa para diagnosticar la

enfermedad en bovinos (Reddy et al., 1992).
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En varias especies del género apicomplexa, se ha amplificando la region
hipervariable (V4) del gen ssrRNA (Gubbels et al., 1999), esta region consta de
aproximadamente 100 pb con pequenhas variaciones entre cepas, por lo que
puede ser utilizada para el diagnostico de la enfermedad por PCR (Calder et al.,
1996). Ademas esta region presenta la ventaja de estar abundantemente
representada en el genoma del parasito, lo que facilita la deteccién de éstos

empleando menor cantidad de muestra (Reddy et al., 1992).

Factores que influyen en la variacién genética:

La filogenia es el estudio de la evolucion y desarrollo de las especies, las
filogenias son una herramienta basica en estudios ecoldgicos y evolutivos. Sirve
como puente de unién entre la micro- y la macroevolucion. En sentido amplio, se
entiende por evolucion a los cambios que se dan en las caracteristicas de los
organismos en periodos largos de tiempo. Este cambio afecta a la informacion
genética, por ser la que se transmite de generacion en generacion (Futuyma,
1997).

El analisis de la evolucion de las moléculas se realiza comparando la
secuencia de aminoacidos de determinada proteina o nucledtidos de genes en
especies diferentes o en individuos de una misma especie. La constatacion del
nivel en el cual hay diferencias interespecificas (divergencia) o intraespecificas
(polimorfismo) hace que nos preguntemos por el motivo de los cambios
observados y que intentemos descubrir que factores evolutivos son responsables.
Entre estos factores se encuentra la seleccion natural, que da lugar a la
adaptacion, y a la deriva génica que provoca cambios aleatorios no adaptativos
(Nei & Kumar, 2000).

Las diferencias que se detecten al comparar la secuencia de un gen entre
dos o mas individuos o bien, entre individuos de una misma especie constituyen
una fraccion muy pequena de todos los cambios (mutaciones) que se han
producido en la historia de este gen. Una nueva variable sugerida por mutacion
se encuentra inicialmente en un Unico individuo de la especie y con el transcurso

del tiempo esta variante puede pasar a tener perdida o fijacion dentro de la
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poblacién o en algunos casos con una frecuencia intermedia (polimorfismo).
Estas son las mutaciones que permanecen en la poblacién, y las que provocan
las diferencias detectadas (Nei & Kumar, 2000).

Una variante surgida por mutacion puede afectar la capacidad relativa de
supervivencia y reproduccién del individuo que la presenta (eficacia biologica). El
efecto de este cambio depende del ambiente en que se encuentra la mutacion.
Una mutacion se considera selectivamente ventajosa si incrementa la eficacia del
individuo portador y selectivamente deletérea si la disminuye (Futuyma, 1997).

En caso de no afectar, la mutacion es selectivamente neutra, su destino no
estara regido por la seleccion natural. El destino de las mutaciones ventajosas y
de las deletéreas depende fundamentalmente de la seleccion natural mientras
que el de las mutaciones neutras esta regido Unicamente por el azar (Graur & Li,
1999).

Kimura en1980 propuso que la mayoria de los cambios observados en las
secuencias de aminoacidos en las proteinas, corresponden a mutaciones
neutras. Una proporcién insignificante de los cambios a nivel molecular
corresponden a mutaciones ventajosas. Las proteinas con mayor limitacion
funcional tienen una menor taza de mutacién neutra y por lo tanto una menor taza
de sustitucion.

La biologia evolutiva y la genética de poblaciones, buscan el origen y el
significado de los polimorfismos bioquimicos. Con frecuencia el llamado debate
seleccionista-neutralista se ha centrado en que la mayoria de las mutaciones
tienen mayor probabilidad de ser deletéreas y ser eliminadas rapidamente. Pero
mientras que la teoria neutralista considera el azar, la teoria seleccionista
considera la necesidad. Esta controversia afecta por supuesto a los parasitos, de
hecho son buenos modelos para responder este tipo de preguntas. Sin embargo,
no resulta facil determinar cual de las teorias da la mejor respuesta al proceso de
diversificacion genética. Debemos considerar si la evolucion esta gobernada
principalmente por fuerzas selectivas, por factores al azar o incluso que ambos
procesos actlien conjuntamente, o que estén implicados otros factores evolutivos
(Graur & Li, 1999).



Las moléculas se han utilizado para reconstruir la historia evolutiva de los
organismos (filogenias moleculares), si una determinada molécula, proteica o de
ADN presenta una tasa constante de evolucion, ésta puede ser utilizada como
reloj molecular que permite estimar el tiempo de divergencia entre especies. Pero
las moléculas no siempre evolucionan con una tasa constante, lo que puede
afectar a la reconstruccion filogenética (Futuyma, 1997).

La tasa de sustitucion de una proteina puede haberse aclarado en un linaje
determinado por la fijacién de mutaciones selectivamente ventajosas, es decir por
seleccion positiva. Esta proteina no es un buen reloj molecular y no resultaria
conveniente para la reconstruccion filogenética, pero es la Unica fuerza evolutiva
a nivel molecular que puede explicar las nuevas adaptaciones (Nei & Kumar,
2000).

Por otra parte, las duplicaciones de partes del genoma se encuentran en la
base de estos cambios, al igual que la recombinacion, pueden jugar un papel
fundamental en la evolucidén, ya que permiten la generacién de variacion
genética, la reduccion de carga mutacional y la produccion de nuevos organismos
(Graur & Li, 1999).

Filogenia molecular en Piroplasmas:

Dada la importancia de la variacion genética en las poblaciones en
parasitos, es crucial que esta diversidad sea estudiada y comprendida a fondo.

Las reconstrucciones filogenéticas se han convertido en una herramienta
muy importante en el estudio de esta variacién ya que tienen la ventaja, sobre
otros métodos, toma en cuenta la informacién evolutiva contenida en las
secuencias. Esto no quiere decir que otros métodos no pueden ser considerados,
sino que la filogenia molecular ayuda a comprender la variacion actual teniendo
en cuenta la generacion y evolucion de la misma.

La filogenias no solo ofrecen un esquema visual de clasificacion, sino que
existen factores tales como la seleccion natural, la deriva génica y la historia
demografica de las poblaciones, que dejan diferentes huellas en las relaciones

evolutivas entre las secuencias representadas en una filogenia. Por ello, un



analisis exhaustivo de un arbol filogenético puede descifrar cuales de los
procesos anteriores han actuado.

El estudio filogenético entonces, puede servir para el control y erradicacion
de las enfermedades parasitarias, nos puede ayudar a contestar interrogantes
como el origen de las enfermedades parasitarias, o para averiguar los factores
que facilitan la propagacion de la infeccion (Lew et al, 2005). También, para
determinar las fuerzas evolutivas presentes en las poblaciones parasitarias, o
determinar la existencia de diferentes genotipos y subtipos de parasitos, o para
relacionarlos con diferentes patrones de distribucion geografica.

También es primordial la informacion que puede obtenerse de la dinamica
poblacional de los parasitos a partir de la estructura de las ramas de la filogenia o
para revelar qué mutacion esta asociada a varios subtipos de parasitos que se
encuentren particularmente en un lugar, y asi determinar la heterogeneidad u
homogeneidad genética de los parasitos. En la actualidad, el interés en la
filogenia se debe al desarrollo de los métodos moleculares que permiten trabajar
directamente con las secuencias de los genes (Eguiarte et al., 1997).

Los primeros andlisis filogenéticos en Babesia bovis se realizaron en 1992
y 1993 para determinar las relaciones de parentesco de B. bovis y B. bigemina
en relacion con otros organismos apicomplexa utilizando el gen 16 srDNA,
confirmando la hermandad de estas dos especies. En el aflo 2000, también se
realizaron analisis filogenéticos utilizaron las proteinas de choque térmico HSP70
y HSP90, hallando resultados parecidos (Lew et al., 2005).

En 1994 Allsopp y colaboradores, realizaron la filogenia de piroplasmas en
donde utilizaron la subunidad pequefa del gen ribosomal de varias especies de
Theileria, Cytauxzoon y Babesia, encontraron modificaciones con respecto a
distancias evolutivas, ademas de distinguir a Theileria y a Babesia como grupos
monofiléticos separados provenientes de un grupo hermano polifilético,
clasificacién que hoy esta en constante cambio gracias a estudios con variedad

\

de proteinas como el ejemplo anterior.



Babesia bovis al ser un parasito apicomplexa guarda estrecha relacion
con organismos parasitos como Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, y
| varias especies de Theileria. Recientemente se observé reactividad cruzada entre
proteinas secretadas en la superficie del merozoito por micronemas (AMA-1 y
BbAMA-1) de Plasmodium falciparum y Babesia, demostrado la gran similitud
entre estos géneros (Gaffar et al., 2003).

El gen ribosomal se ha utilizado ampliamente como marcador molecular
por tener una tasa de cambio constante y por estar sumamente conservado. Se
han realizado algunos estudios con el gen ribosomal para el Phylum Apicomplexa
para detectar nuevas especies, reagrupar especies o diferenciar subespecies
(Carret et al., 1998; Chae et al., 1988; Reichard et al., 1999; Rougemont et al.,
2004).

Con respecto a estudios realizados con especies de Babesia, se
publicaron recientemente tres articulos en donde utilizaron la subunidad pequena
del gen ribosomal para comparar algunas especies de China (Luo et al., 2005a)
para diferenciar tres subespecies de babesias que infectan a perros (Carret et al.,
1999) y otro en donde hacen una reclasificacion de poblaciones o subpoblaciones
de B. bovis (Luo et al., 2002b), demostrando con ésto el desconocimiento
filogenético y taxonémico que existe en esta especie.

Se escogié como parametro la amplificacion del gen ribosomal (ssrRNA)
porque es un gen sumamente conservado, util para determinar relaciones
filogenéticas (Egea et al., 1996; Ellis et al., 1993; Ellis et al., 1992; Reddy et al,,
1991; Reddy et al., 1992; Gozar et al., 1995; Gozar et al., 1993; Dalrymple et al.,
1992; Shin-Hyeong et al., 2002), ademas de servir también la region hipervariable
(V4), para el diagnostico de la enfermedad (Gubbels et al., 1999; Georges et al.,
2001; Oura et al., 2003).

A partir de esta region hipervariable, se estudiaron distintas areas
geograficas de aislados en las especies de Theileria que infectaban a bovinos. La
regién hipervariable de la subunidad pequena del gen ribosomal sirvid para
detectar diferencias significativas en la secuencia nucleotidica y para sugerir una

reclasificacion de las especies participantes (Chae et al., 1998).



Con respecto a estudios filogenéticos de Babesia bovis utilizando los
genes de superficie del merozito solo existe un reporte en el 2002 de Florin-
Chistensen y colaboradores, en el cual se realizé un analisis filogenético de los
{genes arreglados en tandem de la superficie del merozoito. Este arreglo se
considera comun dentro de los protozoarios y en organismos como Babesia y
Plasmodium, sin embargo todavia no se encuentra una ventaja clara que le
pueda conferir este arreglo a Babesia bovis. Se propone que puede ser un
avance evolutivo selectivo y funcional relacionado con la invasion al merozoito.

El arreglo en tandem del locus msa-2 (msa-2c, msa-2a;, msa-2a; y msa-
2b), se cree que se origind por duplicaciones. El gen que se encuentra mas
conservado es el gen msa-2c; entre msa-2ay, msa2-a, existe una identidad del
54% y del 64%, respectivamente con respecto al gen msa2-b, por lo que sugieren
que probablemente existieron duplicaciones o rearreglos (inserciones, deleciones
o recombinacién), en una region “hot spot” o regién recombinante, durante la
etapa asexual (merozoito) debido a que esta region esta expuesta en la superficie
de los esporozoitos, misma que presenta también una alta antigenicidad
(Mosqueda et al., 2002b; Florin-Christensen et al., 2002).

Florin-Christensen y colaboradores (2002) también sugieren que el gen
msa-1 es el gen ancestral que dio origen a los demas miembros arreglados en
tandem, pues se encontro que este gen es el mas divergente con respecto a los
miembros de la familia.

El propdsito de este trabajo consistié en realizar un analisis filogenético de
los genes msa-2b, msa-2¢, msa-1y el gen ribosomal de aislados mexicanos de
B. bovis. El empleo de la secuencias podria indicar la variabilidad de los genes de
la familia de antigenos de superficie.

El gen ribosomal fungié6 como marcador evolutivo, los genes de la familia
vmsa pueden ser indicativos de mutaciones recientes por la variabilidad

antigénica, en contraste con el gen ribosomal, que es muy antiguo y conservado.



Justificacion:

La Babesiosis bovina es una enfermedad con distribucion mundial, en
| Africa, Asia, Australia, Centro América y América del Sur. Causa cuantiosas
pérdidas economicas y se estima que el impacto econdémico de enfermedades
como Babesiosis y Anaplasmosis ascienden entre 15.9; 6.9; 6.2; 2.8; y 22
millones de dolares al afno, respectivamente en estas regiones (Lew ef al., 2005).

Las medidas de control que se tienen no son suficientes, por lo que es
imperante formular medidas de control para alentar el avance y mejoramiento de
la ganaderia, tanto a nivel nacional, como mundial.

En nuestro pais se esta trabajando en la busqueda de medidas de control
de la Babesiosis bovina, ya que esta enfermedad es la principal causa de muerte
de bovinos a nivel mundial, y dada la constante recombinacion de las proteinas
de la superficie del merozoito, se ha dificultado la produccion de vacunas para el
control de ésta. Por lo tanto, es fundamental hacer investigaciones enfocadas a
reconocer la variabilidad de estas proteinas a nivel regional, para acceder a
vacunas protectoras para erradicar a la Babesiosis.

En la actualidad poco se sabe de la evolucion de Babesia y de su relacion
filogenética en aislados de México, por lo que este trabajo estuvo enfocado a
realizar un analisis filogenético de B. bovis utilizando los genes msa-1, msa-2b,
msa-2c, y la region hipervariable de la subunidad pequena 18S del gen
ribosomal, para determinar los cambios que se han tenido a través del tiempo y
poder establecer relaciones de parentesco entre los aislados de las distintas
regiones endémicas para Babesia bovis y proponer medidas de control

especificas en México.



HIPOTESIS:
El analisis filogenético de los genes de la familia de antigenos de superficie
‘del merozoito y la subunidad pequena del gen ribosomal de varios aislados de

‘ . . e -, .
Babesia bovis permitira establecer relaciones de parentesco acordes a la

geografia.

OBJETIVOS:

Objetivo General:
Establecer relaciones de parentesco entre aislados mexicanos de Babesia

bovis mediante andlisis filogenético de la familia de antigenos de superficie del

merozoito y la subunidad pequena del gen ribosomal.

Objetivos Particulares:
- Amplificar y clonar el gen msa-2c, la region variable del gen msa-
2b y la regién hipervariable (V4) de la subunidad pequena 18s del gen

ribosomal de Babesia bovis de 13 aislados mexicanos.

-Editar y determinar el grado de conservacion de las secuencias
obtenidas de los amplicones de los genes msa-2c, msa-2b y ssrRNA, de

Babesia bovis de 13 aislados mexicanos.

-Analizar filogenéticamente los aislados mexicanos de B. bovis
utilizando los genes msa-2b, msa-2c, msa-1, ssrRNA y otras secuencias

antes reportadas.



MATERIAL Y EQUIPO:
Equipo:

Agitador de matraces Marca Lab Line, Modelo 258

Balanza Marca OHAUS Analytical Standard, Modelo AS200

Bano Maria Marca Boekel, Modelo 148005

Camara de Elecroforesis Marca Bio Rad, Modelo Mini Sub R Cell GT
Campana de extraccion de acero inoxidable Marca Sola SB.
Campana de flujo laminar Marca MCA VECO

Centrifuga de Microhematocrito Marca Solbat, Modelo M-600.

Centrifuga Marca International Equipment Company, Modelo Centra MP4R.

Congelador Vertical Marca Nieto, Modelo CVC-15.
Espectrofotometro Marca Bio Rad, Modelo Smart spec ™ 3000.
Fuente de poder Marca Bio Rad, Modelo Power Pac 300.

Incubadora con CO2, Marca Lab-line.

Microcentrifuga Marca Eppendorf, Modelo 5415 C.

Microcentrifuga Marca Sol-Bat, Modelo M-600.

Microcentrifuga Marca Jouan, Modelo BR4i.

Microscopio Optico Marca Carl Zeiss, Modelo Axiostar plus 1169-149.
Potenciometro Marca Jenco Electronics Meter, Modelo 671p.
Refrigerador Vertical Marca Mabe, Modelo 5G11ULM.

Termociclador Marca Bio Rad, Modelo MyCycler™ thermal Cycler.
Termociclador Marca Bio Rad, Modelo ICycler 96 well reaction module.
Transiluminador UV Marca Bio Rad, Modelo 2000.



Material:

Asas bacteriologicas Marca Sigma Aldrich Cat. 27230JB

- Cajas de Petri estériles Marca SyM Laboratorios de 100 x 15 MM

Guantes de latex. Marca: Titan. No. Cat. 1315.30

Micropipeta Marca:Termo Labsystems Modelo U06059 4500 de 0.2- 2 pl.
Micropipeta Marca:Termo Labsystems Modelo U06059 4500 de 20-200 pl.
Micropipeta Marca:Termo Labsystems Modelo U06059 4500 de 2-20 pl.
Micropipeta Marca:Termo Labsystems Modelo U06059 4500 de100-1000 pl.
Portaobjetos. Marca: Corning No. Cat. 2947 de 25X75 mm.

Puntas estériles Marca: MBP Molecular BioProducts Modelo: REF 2140 de 10 pl
Puntas estériles Marca: MGP Molecular BioProducts Modelo: REF 2140 de 20 pl
Puntas estériles Marca: MGP Molecular BioProducts Modelo: REF 2140 de 200
Puntas estériles Marca: MBP Molecular BioProducts Modelo: REF 2140 de 1000ul
Tubos capilares heparinizados. Marca: Corning.

Tubos de centrifuga Marca: Neptune Cat. 2541 de 15 ml

Tubos de centrifuga Marca: Neptune Cat. 2541 de 50 ml

Tubos de microcentrifuga Marca: Neptune Cat. 3445 de 1 ml

Tubos de microcentrifuga Marca: Neptune Cat. 3445 de 1.5 ml

Tubos de PCR Marca: MBP Molecular BioProducts Modelo: 3414 de 0.2 ml
Tubos de Sangrado heparinizados Marca: Franklin de 6 ml

Tubos Vacutainer, Marca: BD Vacutainer® No Cat. 2000-07
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Reactivos

Colorante Giemsa, marca Merck No. de Cat. 1.09204.1000
Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, Marca Invitrogen No. de Cat. 15593-049
Metanol, Marca Productos Quimicos Monterrey No de Cat. 0612

Etanol Marca: Amresco No de Cat. 64-17-5

PCR Master Mix, Marca Promega No. de Cat. M7502

Agua libre de nucleasas, Marca Promega No de Cat. P119A

Marcador de peso molecular de 1Kb, Marca Fermentas No de Cat. SM1163
Buffer de carga, Marca Fermentas. No. de Cat. R0631

Agarosa, Marca Promega, No de Cat. V3125

Bromuro de Etidio, Marca Sigma, No. de Cat. E7637-1G

Kit Wizard pius Minipreps Sistema de purificacion de DNA, Marca Promega No.
de Cat. A7100

X- gal, Marca USB No. de Cat. 7240-9J-6

Agar, Marca Sigma No. de Cat. 043K0052

Medio LB, Marca Sigma No. de Cat. 073K0123

Kanamicina, Marca Gibco No. de Cat. 11815-032

Trizma Base, Marca Sigma No de Cat. T6066

E.D.T.A. Sal Disodica Reasol, Sigma-Aldrich

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Sigma-Aldrich. Cat L4509-250G.

Enzima Eco R/, Invitrogen. Cat. No. 15202-013.

Glicerol, Sigma. Cat. G2025.

Kit de clonacion Topo TA PCR 2.1 Topo® vector, Marca Invitrogen, No de Cat.

450641.
Proteinasa K Marca: Sigma No. de Cat. P2308-5MG.



Soluciones:

Medio LB Solido

MEDIO LB 20 grs /1 litro
50 pg / mL de kanamicina
15 grs / litro de agar
Ajustarun pHde 7.0-7.5
Medio SOC

Tritptona

Extracto de levadura

NaCl

KCI

MgCl,

MgSO,4

Glucosa

Medio LB Liquido
MEDIO LB 20 grs / 1 litro
50 pg / mL de kanamicina
Ajustar un pHde 7.0 - 7.5
Buffer de extraccion
EDTA 100 mM

Tris 10 mM

SDS 0.5%

pH 8

Buffer TAE 50X

Tris Base 242 grs

Acido aceético glacial 57.1 mL
EDTA 0.5 M 100ml

pH de 8

2%
0.5%
10 mM
2.5mM
10 mM
10 mM
20 mM
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.:

La metodologia se deriva de una coleccidon de muestras de sangre

infectada con el parasito, esta se clono y secuencio para dar pie al analisis

filogenético in silico, los métodos empleados se muestran en el diagrama de la

figura 2.

Figura 2. Esquema de los métodos empleados para la obtencion y analisis de las

secuencias de los genes msa-2b, msa-2c y gen ssrRNA de B. bovis.

Colecciéon de muestras de
sangre infectada

!
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}
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Por PCR

Comprobacién electroforesis I
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/ BOOTSTRAP
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Vector Advance,
Clustal w, Bio Edit, Mega
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Analisis de electroferogramas

Phvlip 3.6 3
DNAPAR
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METODOS:

' Area de estudio
Se seleccionaron regiones endémicas en donde la Babesiosis esta
altamente distribuida, de acuerdo con los datos de distribucion del vector B.
microplus, SENASICA del 2002 (Figura 1).
Los sitios de colecta aparecen en el mapa (Figura 2). La tabla 1 muestra
todos los datos de los sitios de colecta y el numero de individuos analizados. En

estos sitios se obtuvo la sangre infectada de bovinos.

Tabla 1. Aislados procesados en este trabajo.

No. Fecha Aislado Ubicacién y observaciones
colecta
1 1979 México Aislado de garrapatas colectadas en rastro de la
Ciudad de México. (Smith et a/ 1979)

17_. F985 FAD Clona biolégica derivada de aislado México
P F993 [Hlintana Roo Chetumal, Q. Roo
[ 4 1993 Famaulipas 1 (SOto la Marina, Tamps.
fS——‘ W% Weracruz 1 l Paso del toro, Ver.
%r 6 [ 1998 Fabasco i Emiliano Zapata Tab.
ﬁgi 1999 iFChiapas 1 liPichucalco, Chis.
} 8 ’ 2005 rChiapas 2 ( La Concordia, Chis.
[TA’ 2005 i Tamaulipas 2 i Aldama Tamps..
m— |72005 Ir Nayarit FSamiago Ixcuintla, Nay.
[?- !72005 { Veracruz 2 ]{ Acayucan, Ver.
rﬁé{ 2006 FJ alisco 1[ Tapalpa, Jal.
( 13 \7006 [ Guerrero majinicuilapan, Gro.




Colecta de Sangre infectada
La obtencion del material de estudio se realizo por varios métodos y en distintas
temporadas
1. Se colectd sangre infectada de alguna zona endémica, la cual era
analizada, y una vez positiva para Babesia, se congelaba en nitrogeno
liquido para su posterior utilizacion.
2. La sangre congelada se inoculé a bovinos esplecnectomizados libres de
Babesia para la propagacion y preservacion del aislado.
3. Garrapatas B. microplus fueron colectadas en zonas endémicas, se
analizaban, incubaban y se utilizaban para infestar a una bovino libre a la

enfermedad para su posterior propagacion

Procesamiento de la sangre infectada

La sangre fresca de cada uno de los aislados fue procesada para eliminar
leucocitos y dejar solo eritrocitos parasitados:

La sangre completa se centrifugd a 680xg por 10 min a 20°C. El
sobrenadante se retird, y con solucion buffer amortiguadora de fosfatos (PBS) se

resuspendio la pastilla de eritrocitos, estos se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Extraccion de DNA de Babesia bovis:

A los eritrocitos enriquecidos (1ml) se les adicioné 10 ml de buffer de
extraccién (EDTA 100mM, TRIS 10 mM SDS 0.5% a pH 8.0), se homogenizaron,
y se dejaron reposar por 5 min a temperatura ambiente.

Se les agregd proteinasa K, incubandolos a 45°C por toda la noche.
Posteriormente, se anadié 3 ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se
agitaron manualmente por 10 min

Se centrifugaron a 510 xg por 10 min a 15°C y se recupero el
sobrenadante. Se realizaron varios lavados, hasta que la interfase ya no contenia
la capa proteica. Posteriormente, se adiciond 3 volumenes de etanol frio al 100%,

y se dejo precipitar toda la noche a -20°C.



Al dia siguiente, se centrifugdo a 4°C por 60 min a 680xg. El tubo se
decant6 y la pastilla se lavd con 500 pl de etanol al 70%. Posteriormente se
centrifugo a 1700xg por 10 min a 4°C.

Se decantd y dejdé secar completamente, una vez seca la pastilla, se
resuspendié con agua libre de DNAsas y se almacend a -20°C (Sambrook et al.,

1989).

Cuantificacion de DNA
La cuantificacion del DNA se realizd con un espectrofotometro a 260 nm vy

a 280 nm para determinar la pureza en dilucion de 1:100.

Amplificacion de los genes:

Para la amplificacion de las secuencias de los genes msa-2b, msa-2c y
ssrRNA se disenaron oligonucleétidos o iniciadores especificos, con el programa
VECTOR NTI ADVANCE™ (Invitrogen):

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleodtidos disenados para cada uno de los

genes.
Gen Amplicon Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido
msa-2b Regién 5-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTT-3' | 5-GTTATTAAAAAGCAGAGAGAACGA-3’
variable
msa-2c Gen completo | 5-ATGGTGTCTTTTAACATAATA-3' 5'-AAATGCAGAGAGAACGAAGTAGCAGAGAGTG-3'
ssrRNA Regidén 5'-GGAGGTAGTGACAAGAAATAC-3' 5-TTTCAGACTTGCGACCATACTCC-3'
hipervariable

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador BIO-RAD, utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con un programa disehado

especificamente, mostrado en las figuras 3 y 4.
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95°C 94° C 725G 72°C
/ 0.5:00 00:30 60°C 01:00 07:00
00:30

4°C

(1 ciclo) (35 ciclos) (1 ciclo) (=)

Figura 3. Protocolo de ciclado para los genes msa-2b y el gen ssrRNA.

95°C 94° C 72°C 12°C
0.5:00 00:30 66°C 01:00 07:00
00:30
4°C
(1 ciclo) (35 ciclos) (1 ciclo) ()

Figura 4. Protocolo de ciclado para el gen msa-2c.

Posteriormente, el amplificado de los genes se visualizd en geles de

agarosa al 1.5% tenidos con bromuro de etidio, con ayuda de un transiluminador.

Clonacion de genes:

La clonacion de los genes se llevo a cabo segun el instructivo del kit para
clonacién, Topo TA Cloning (PCR ®2.1 TOPO ®) Invitrogen. La Topoisomerasa |
del vector une covalentemente los extremos T del vector con los extremos A del

amplicon.



Transformacion

La transformacion quimica se llevd a cabo segun indicaciones en bacterias
E. coli TOP 10 del kit One Shot® invitrogen. Se utilizaron cuatro placas con agar
LB, kanamicina y X-gal por aislado, se plaquéaron con 10pl, 30pl, 50ul y 180 wul,
respectivamente, de bacterias transformadas y se incubaron toda la noche a
37°C.

Cultivo de bacterias trasformadas
Posteriormente, se seleccionaron 8 colonias transformadas para la
realizacion de cultivos en medio de cultivo LB liquido con kanamicina y para una

resiembra de estas colonias seleccionadas. Se incubaron toda la noche a 37°C.

Purificacion del DNA clonado:
La purificacion del DNA clonado se realizé segun protocolo de lisis alcalina
del Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). De las 8

colonias seleccionadas, se purificaron plasmidos de 4 clonas por cada aislado.

Cuantificacion de DNA plasmidico
Posteriormente se realizd una dilucion 1:100 para cuantificar la
concentracion del DNA plasmidico en un espectrofotémetro, a una longitud de

onda de 260 nm, en un espectofotémetro Bio Rad, Modelo Smart spec ™ 3000.

Digestion enzimatica de DNA

Para verificar la existencia del inserto, se realizd6 una digestion enzimatica
con la enzima Eco RI, por 2 - 3 horas en bano maria a 37°C.

Posteriormente en un gel de agarosa 1.5% tefiido con bromuro de etidio,
se corrieron las muestras y se visualilizaron con ayuda de un transiluminador

(Sambrook et al., 1989).



Secuenciacion
| Se realiz6 la secuenciacion automatizada, con los iniciadores incluidos en
el kit pCR4 TOPO Invitrogen.

Para este método resultd esencial disponer de un molde (una cadena
doble de DNA Plasmidico), un iniciador, dNTPs y ddNTPs, con el método Taqg FS
Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing. El proceso
de secuenciacion fue realizado de forma comercial por el IBT de la Universidad

Nacional Autonoma de México UNAM.

Edicion de secuencias:

Se obtuvieron las secuencias de los productos génicos de los genes msa-
2b, msa-c y del gen ssrRNA.

Una vez obtenidas las secuencias, se reviso el electroferograma con el
programa Bio Edit Secuence Alignment Editor.

La edicion de las secuencias fue por medio del programa VECTOR NTI
ADVANCE™ (Invitrogen). Se busco obtener sélo el inserto de interés, por lo que

se permitié eliminar las regiones del vector.

Alineamientos multiples de secuencias:

Una vez editadas las secuencias se realizaron los alineamientos multiples
para cada uno de los genes, utilizando los programas VECTOR NTI ADVANCE™
basado en el algoritmo Clustal W (invitrogen); Bio Edit Secuence Alignment
Editor; Mega 3.1y Clustal W 1.7. (Thompson et al., 1994; Kumar et al., 1994).

Posteriormente, se obtuvieron y adicionaron secuencias disponibles en el
servidor internacional del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para llevar a
cabo el alineamiento multiple con las secuencias obtenidas en este trabajo y las
ya antes reportadas, con el fin de ampliar el nimero de muestras para un analisis

mas completo.



Debido a las diferencias en longitud de las secuencias de los genes msa-
2b y msa-1 se realizaron correcciones manuales, por lo que se respetaron e
incluyeron huecos dentro de la secuencia, verificando que el marco de lectura

" abierta de la proteina fuere el correcto, y no tener secuencias de paro incorrectas.

Analisis y busqueda de Genotipos:

Con el objeto de identificar elementos importantes en las secuencias
(repeticiones, similitudes, etc.) que permitiesen definir grupos, se llevo a cabo el
analisis de las secuencias, es decir se buscaron genotipos, pues hasta hoy en
Babesia bovis no existen reportes para definirlos.

Para llevar a cabo el analisis de genotipos, se buscaron posiciones de
aminoacidos para los genes msa-2b, msa-1'y msa-2c y en nucleotidos para el
gen ribosomal, en los cuales la ausencia o presencia o cambio de estos distingan

grupos filogenéticamente relacionados (de la Fuente et al., 2003).

Analisis Filogenético:
Construccion de filogramas

La construccion y el andlisis de filogramas se realizé para cada uno de los
genes por separado con el proposito de establecer relaciones filogenéticas de los
genes msa-2b, msa-2c, msa-1 y del gen ssrRNA. Se construyeron diferentes
arboles filogenéticos con cada uno de los métodos a construir por distintos
métodos (Distancias, Maxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud (Nei, 1991), con
el fin de obtener el mas adecuado a partir de las secuencias nucleotidicas y de
secuencias de aminoacidos para cada uno de los genes.

Se produjeron conjuntos multiples de datos, empleando el método de
remuestreo (booststrap) provisto por el programa BOOTSTRAP (Felsenstein,
1985) del paquete Phylip 3.6 (Phylogeny Inference  Package)
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.htmI).

El analisis filogenético se realizé con los programas DNADIS, DNAPARS vy
DNAML, realizando un consenso de las filogenias restantes por medio del
programa CONCENSE.
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Finalmente, se decidi6 como el método mas adecuado, el meéetodo de
maxima parsimonia, ya que la topologia de los arboles era muy similar.

Se obtuvieron filogramas para cada uno de los genes (msa-1, msa-2b,
'msa-2c y ssrRNA) mexicanos secuenciados, y posteriormente con secuencias
reportadas de otras partes del mundo obtenidas de la base de datos GenBank.

Los arboles se dibujaron mediante el programa treeview 1.5

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).

Definicion de grupo externo para el Filograma

Por las caracteristicas de los genes de superficie anclados a la membrana
del parasito (msa-1, msa2b y msa-2c), y con el objeto de distinguir las relaciones
de parentesco se buscod un grupo externo en otro gen pero del mismo parasito,
que reuniera las caracteristicas necesarias para poder compararlo, es decir,
deben tener una grado de homologia necesaria para poder alinearse.

El gen ribosomal ssrRNA se aline6 con un gen homologo de otra especie,

dada su alta conservacion y el proposito de tomarlo como marcador evolutivo.

Analisis in silico de proteinas:

La busqueda de dominios en los productos de los genes se realizo en la
base de datos de dominios de proteinas del servidor PROSITE
(http://www.expasy.org/prosite/).

El perfil de hidrofobicidad se realizO mediante el programa TMPRED
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html).



RESULTADOS:
Obtencion de DNA de Babesia bovis de 13 aislados mexicanos

Una vez realizada la extraccion del ADN de B. bovis a partir de sangre
infectada de cada uno de los 13 aislados mexicanos, éste se cuantificd en
espectrofotometro a 260nm. La concentracion de ADN obtenida de cada aislado

se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3. Concentracion del DNA de los 13 aislados mexicanos.

Aislado ng/ul

México 10 |
RAD 80 “
7 Quintana Roo { 88 |
Tamaulipas 1 J 20 N
Veracruz 1 4 50 |
Tabasco 7} 635 JE
Chiapas 1 1 175

Chiapas 2 Al 60

Tamaulipas 2 | 140

Nayarit N 28

Veracruz 2 7 7160 : -
Jalisco N 36

Guerrero 280 |

Una vez cuantificado el DNA, se evaluo la integridad y pureza del mismo
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 4). Unicarrciite las
muestras de DNA integro al analisis mediante la visualizacion en gel de @garosa

fueron utilizadas en los experimentos posteriores.



Amplificacion de la region variable del gen msa-2b de Babesia bovis en 13
aislados Mexicanos

El amplicdn de la region variable del gen msa-2b se obtuvo mediante la
técnica de PCR a partir de oligonucleétidos especificos. Al visualizar el producto
en geles de agarosa se observo un amplicon de 684 pb para cada uno de los 13
aislados (Figura 6). Este fragmento coincidié con el tamafio esperado utilizando

estos oligonucleotidos.

Amplificacion de la region hipervariable del gen ribosomal de Babesia bovis
en 13 aislados Mexicanos

La amplificacion de esta region hipervariable se obtuvo mediante la técnica
de PCR, con el uso de oligonucledtidos especificos (Tabla 2) con los que se
obtuvo un amplicon de 604 pb, en cada uno de los 13 aislados (Figura 7). Este

fragmento coincidié con el tamafio esperado utilizando estos oligonucledtidos.

Amplificacion del gen msa-2c de Babesia bovis en 13 aislados Mexicanos
La amplificacién del gen completo para msa-2c se realizd mediante la

técnica de PCR con oligonucledtidos especificos (Tabla 2). Se obtuvo un

amplicon de 797 pb en cada uno de los aislados (Figura 8). Este fragmento

coincidio con el tamafo esperado utilizando estos oligonucleétidos.

Clonaciéon de los genes msa-2b, msa-2c y ribosomal de 13 aislados de
Babesia bovis

La clonacion de los amplicones de los genes msa-2b, msa-2c y ribosomal
se realizd mediante el protocolo descrito previamente (Metodologia).

La clonacion se realizé para cada uno de los trece aislados, de los cuales
después de realizar un analisis de restriccién enzimatica con la enzima Eco R/, se
constataba la presencia del inserto, como se muestra en las figuras 9, 10 y 11. En
cada una de las figuras se muestra una banda de 3.9 kb, que corresponde al
vector y otra de 797 pb que corresponde al gen, para el gen msa2c, 604 pb para

el gen ssrRNA y de aproximadamente 684 pb para el gen msa-2b.

(O8]
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Figuras geles:

pb

1000

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de
etidio. Se muestra el DNA total de Babesia bovis, para distintos aislados
mexicanos. Carril 1: Marcador de 1 kb; 2: DNA del aislado Tabasco; 3: DNA del
aislado Chipas; 4: DNA del aislado Guerrero; 5: DNA del aislado Chetumal.

684 pb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de
etidio. Producto de PCR de la region variable de gen msa-2b de Babesia bovis
del aislado Veracruz 2. El amplicon esperado es de 684 pb. Carril 1: Marcador de

1 kb; 2: amplicon del aislado Veracruz; 3: control negativo.

(US)
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, amplificacion de la
region hipervarible del gen ribosomal de Babesia bovis obtenido mediante la
técnica de PCR. Carril 1: Marcador de 1 kb; 2: amplicon del asilado Chiapas 1; 3:

Amplicon del aislado Veracruz 1; 4: control negativo.

pb

750 780 pb

500

250

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, amplificacion del gen
msa-2c de Babesia bovis, obtenido mediante la técnica de PCR. Carril 1:

Marcador de 1 kb; 2: amplicon del asilado Quintana Roo; 3: control negativo.



Vector

780p

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Digestion enzimatica del gen
msa-2c, para el aislado Tamaulipas 2. (carril 1) Marcador 1 kb; (carril 2) producto
de PCR aislado Tamaulipas 2; (carril 3) DNA plasmidico clona 1; (carril 4) DNA
plasmidico clona 2; (carril 5) DNA plasmidico clona 3; (carril 6) DNA plasmidico

clona 4; (carril 7) control negativo vector digerido.

vector

684 pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Digestion enzimatica del gen
msa-2b para el aislado Chetumal. (carril 1) Marcador 1 kb; (carril 2); producto de
PCR del aislado Chetumal para el gen msa-2c; (carril 3) producto de PCR
digerido; (carril 4) DNA plasmidico clona 3; (carril 5) DNA plasmidico clona 4;
(carril 6) DNA plasmidico clona 6; (carril 7) DNA plasmidico clona 8; (carril 8)

control negativo vector digerido
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Digestién enzimatica del
gen ssrRNA del aislado Chiapas 2 (Carril 1) Marcador 1 kb; (carril 2) producto de
PCR para el aislado Chiapas 2: (carril 3) DNA plasmidico clona 1; (carril 4) DNA
plasmidico clona 2; (carril 5) DNA plasmidico clona 3; (carril 6) DNA plasmidico

clona 4 (carril 7) Control negativo vector digerido.

Alineamiento de nucleétidos:

A partir de las secuencias obtenidas de los 13 aislados mexicanos y de las
secuencias obtenidas en la base de datos GenBank, se llevaron a cabo
alineamientos multiples para cada uno de los genes (msa-1, msa-2c, msa-2b y
ssrRNA) a través de programas descritos en metodologia.

El alineamiento multiple de las secuencias del gen msa-2b muestra una
identidad consenso del 73.5%; en este alineamiento se detectaron algunos gaps o
huecos, debido a que la molécula tiene diferentes longitudes.

Se detectaron tres grupos, caracterizados por la ausencia o presencia de gaps,
como se observa en la figura 12, los mismos que se conservan en el arbol
filogenético, como se observa mas adelante.

El grupo |, formado por Tabasco, RAD, Chiapas 1y Mo7 (aislado de referencia)
no presenta deleciones.

El grupo Il, formado por Jalisco, México y Veracruz 2 presenta cuatro
deleciones ubicadas en las posiciones 485, 585, 602 y 617 con una longitud de 21

pb, 9pb, 3pb y 3pb respectivamente (Figura 12},



El grupo lll, formado por Quintana Roo, Tamaulipas 2, Veracruz 1, Chiapas 2,
Guerrero, Nayarit y Tamaulipas 1 presenta 9 deleciones en la secuencia, ubicadas
en la posicion 475, 484, 535, 548, 566, 582, 589, 602 y 617, con una longitud de
4 pb, 35 pb, 2 pb, 13 pb, 2 pb, 4 pb, 9 pb, 3 pb, y 3pb respectivamente.

El alineamiento mdltiple de las secuencias para el gen msa-2c¢ permitid
determinar tres grupos y la variabilidad de sus secuencias. El grupo 1 lo integra
Chiapas 1, Nayarit, Tamaulipas 2, Quintana Roo, Veracruz y Mo7 (grupo de
referencia) estos aislados comparten una identidad consenso del 98% con 32
posiciones de cambio comparada con el aislado de referencia Mo7 (Figura 13).

El grupo I, formado por Guerrero, Veracruz y Jalisco comparten el 92.1% de
identidad entre ellos, con 67 posiciones en donde se encuentran diferencias,
comparado con el aislado Mo7 de referencia (Figura 13).

El grupo llI, integrado por los aislados Chiapas 2, Tamaulipas 1, Tabasco,
RAD, y México, presenta 96.4 % de identidad comparado con el aislado Mo7 con
31 posiciones variables dentro del alineamiento (Figura 13).

El alineamiento de las secuencias del gen ribosomal (ssrRNA) permitid
determinar el grado de conservacion de éste, el cual presenta una region
hipervariable bien delimitada de aproximadamente 50pb (Figura 14).

La region hipervariable es idéntica entre los aislados RAD, Tamaulipas 1,
Guerrero, Jalisco, con respecto al aislado de referencia BBOV2 proveniente del sur
de Africa, Chiapas 1 y Veracruz, son idénticos entre ellos, solo difieren por 2
bases en la posicion 208 y 209.

El aislado Nayarit difiere por un cambio de base en la posicion 199, en cambio
el aislado Chiapas 2 también difiere solo por un nucleétido en la posicién 192. El
aislado México tiene 15 sustituciones, al igual que el aislado Tabasco, pero difieren
en algunas posiciones.

Los aislados de Quintana Roo, Tamaulipas 2 y Veracruz son los menos
conservados teniendo 19, 19 y 20 sustituciones, respectivamente, comparado con

la regién hipervariable del aislado BBOV2 (Figura 14).



Alineamiento de aminoacidos

El alineamiento multiple de las proteinas predichas se realizd a partir de las
secuencias del gen msa-2c de los distintos aislados. Este permitié identificar las
suétituciones de aminoacidos en las proteinas predichas, derivados de la
sustitucion no sindnima de nucleotidos.

Al analizar el grado de identidad de los genes msa-2b y msa-2c se observo
que cuando los alineamientos de los aislados son comparados a nivel nucleotidico,
la molécula es mas conservada que cuando son comparados los alineamientos de
aminoacidos, debido a que la mayoria de los cambios de nucledtidos se traduce en
un cambio de aminoécido (Tablas 4 y 5).

El alineamiento multiple de la proteina predicha a partir del gen msa-2b, indica
una serie de deleciones y regiones conservadas, identificadas con anterioridad en
Australia.

El aislado RAD, presenta los mismos porcentajes de identidad en nucledtidos
que en aminoacidos, al igual que el aislado Chiapas 1. El resto de los aislados
presentan varias sustituciones, en promedio difieren en un 10% (Tabla 4). En total
se encuentraron 83 posiciones en donde existe al menos un cambio de
aminoacido. En esta regioén, la proteina es mas variable, la cual coincide con la
region hidrofilica (Tabla 9 y Figura 17).

El alineamiento multiple de la proteina predicha del gen msa-2¢ presenta el
mismo porcentaje de conservacion en nucleotidos y aminoacidos. Esta proteina
tiene un grado de conservacion mas alto.

En total se observan 50 posiciones en donde por lo menos existe un cambio.
Las regiones de mayor sustitucion aminoacidica se exponen en la tabla 10. Estas

sustituciones coinciden con la region hidrofobica de la proteina.
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Tabla 4. Tabla de identidad en porcentaje de nucledtidos y aminoacidos para

msa-2b con respecto a la cepa de referencia mo7.

.~ Aislado Nucledtidos (%) ~ Aminoéacidos (%)
‘ © Meéxico MSA-2b Rl 803 704
1* ~ RAD - 982 982 -
Ef © Veracruz2 - 803 104 )
;[ Tamaulipas 2 R ; 75.8 : 671 -
i" ~ Guereo 153 ' 662
Eﬂf* ~ Chiapas 2 ) | - 754 - | 62.2 -
i Chiapas 1 :“ 98.1 98.2 -
F Jalisco 7—{ - 804 | 713 -

Tabasco E[ 98.0 J 97.4
[ Veracruz 1 r 75.8 | 67.1

Quintana Roo ' i o 75.8 E 61.1 -

E Tamaulipas 1 f 751 ( 97.4

Nayarit { 75.4 } 66.7




Tabla 5. Identidad en porcentaje de nucledtidos y aminoacidos para msa-2c, con

respecto a la cepa de referencia Mo7.

. Aislado "~ Nucledtidos (%) Aminodcidos (%)
]‘ MéxicoMSA2c 970 940
[* - RAD *7 971 943
i’  Veracruz2 ~ e9 [ 940
: Tamaulipas 2 7’ 97.5 . ;_ﬂim 94.7 i
[' Guerrero - e32 [ e21
r“—f@;{z’“” - 97 [ 958
’ Chiapas 1 ' %00 100
[ Jalisco R 94.0 %9
( Tabasco b 971 o ! 94.3
[ Veracruz 1 | 94.2 ; 91.3

Quintana Roo 97.2 E 95.1
[ Tamaulipas 1 * 97.0 i 94.3

Nayarit 97.4 | 94.3
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msa-2b mo7

msa-2b Chiapas 1
msa-2b RAD
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msa-2b mo7

msa-2b Chiapas 1
msa-2b RAD

msa-2b Tabasco
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msa-2b México
msa-2b Veracruz 2
msa-2b Quintana Roo
msa-2b Tamaulipas 2
msa-2b Veracruz 1
msa-2b Chiapas 2
msa-2b Guerrero
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(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(76)
(75)
(75)
(75)
(75)
(75)
(75)
(75)
(15)
(75)
(75)
(75)
(75)
(75)

(151)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)
(150)

(226)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)

1 75
AGTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTARAGCTTTAAAAGACATT TTAGTTGT TCTTAAAGAA

-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTTAAAAGACATTTTAGTTGTTCTTAARGAA

-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTTAAAAGACATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTTAAAAGACATTTTAGTTGT$§@TAAAGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTT ACATTTTAGTTGTTCTTAARGAR
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTT. ACATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
-GTGTCARTATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTARAGCTTT. CATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTARAGCTTTAAAAGACATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGEGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAARGCTTTARAAGACATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTTARAAGACATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
-GTGTCAARTATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTT. ACATTTTAGTTGTTCTTARAGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAARGCTTT CATTTTAGTTGTTCTTAARGAA
-GTGTCAATATGCCTTCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAAAGCTTT. CATTTTAGTTGTTCTTAARGAA
-GTGTCARTATGCCT TCGGATTGTTCTCGTGATGCTCTTAARGCTTTARARGACATTTTAGTTGTTCTTAAAGAA
76 150
GAAATTCCATTTGAAACATCCTTATTTGATAAAGAGGTACTTAGAGAATTAGAAATTCAGGACCAAGATCAGATT

GAAATTCCATTTGAAACATCCTTATTTGATAA.GAGGTACTTAGAGAATTAGAAATTCAGuACCAAuATLAGA.T
GAAATTCCATTTGAARCATCCTTATTTGATAAAGAGGTACTTAGAGAATTAGAAAT TCAGGACCAAGATCAGATT

GAARTTCCATTTGAAACATCCTTATTTGAT AGGTACTTAGAGAATTAGAAATTCAGGACCAAGATCAGATT

GARATTCCATTTGAAACTCCTTATTTGAT. GGTACI‘TAIAGN\TT.GAF.TCAGGA.AGATC?\.".

GAAATTCCATTTGARACETCCTTATTTGAT AGGTACTT GATC 1

GARATTCCATTTGAAACETCCTTATTTGATARYGAGGTACTT. GATC
carcrfiaTf
GATCA.A'II

GAAT
GAATT| T CAGG
GRAATTCCATTTGARACATCCTTATTTGATAAGAGGTACTTAAGRAATT CAGG
GAAATTCCATTTGAAACATCCTTATTTGATARGAGETACTTARRGRAT T Al T CAGG
GATC
GATC.

GAAATTCCATTTGAAACATCCTTATTTGAT AGGTACTT ﬂlg CAGG.
GAAATTCCATTTGAAAC.TCCTTATTTGATWI\GGTACTT*GM CAGG.
GAAATTCCATTTGARACHTCCTTATTTGATAARGAGGTACTTARAGAAT TG CAGG GATC.
GAAATTCCATTTGAAA! CCTTATTTGATM'GAGGTACTTQ!:GA}\TT.G CAGG GATC.
GAAATTCCATTTGAARACKTCCTTATTTGATAAGAGGTACTT \GATC.

craTTcrrfrcace
151

TMCAA‘TCT”TTCTTG§Q=§AGTACCCTTAATAARAACAATGCTTACTGAATTTRATGCTTTC”TC‘P”W

I TCAAATCTCTTCTTGAAJGAGTACCC TTAATARAARCAATGCTTAC TGAATTT AATGCT TTCCTCAATGE
TTCAARTCTCTTCTTGAAGGAGTACCCTTAATAAARACAATGCTTACTGAATTT AATGCTTTCCTCAATGACAAC
TTCAAATCTCTTCTT GAGTACHC TTAATARAARCAATGCTTACTGAATTTAATGCTTTCCTCAATGACAAC
TTCAAATCTCTTCTTEQ?I;AGTA%TMTWTGCTT@GAATWTGCTTT[:T.AATGACAAl
TTCAAATCTCTTCTTGAAEAGTAgl;TMTAAAAA.ATGch cAATTRRATGCTTTcTRRATGACARY

TTCAAATCTCTTCTTGAAGAGTA TAAT TeeTTAfrcraTTRRATGCTTTCTAATGACAR]

TTCARATCTCTTCTTG AGTA TAAT TGCTT, GAATT] TGCTT TGACAR
AGTA TAAT, TGCTTARTGAATT) TGCTTT TGACAN

TTCAARATCTCTTCTTG
TTCF‘J\A’I‘CTC’I‘TCTTGAA.GAGTAC.TTN\T}\AAAA.ATGCTTRI’I'GAATT.AATGCTTT'CT.N\TGACAPI
TTCAAATCTCTTCTTGAA.GAGTAC-TTAATM’J‘GﬂTAlTGMTTWTGCTTTM.AATGAcm]

TTCAAATCTCTTCTTG AGTA! TAAT
TTCAARTCTCTTCTT GAGTA TAAT

TGCTT GAAT TGCTTT TGAC,
TGCTT GAATT] TGCTTT TGACAA|

rreanaTererTeTTeAARcAGTACIliTTAATAAR AR TGCTTARTGART TR ATGCT T T TR ATGACARY

226 300

CCTCAACGTTTGTTGGCGGATAARAACGGAGAAGTGACTAAATATTACAAAAAGCATATATCCGCAAAGGATGCT
CCTCAACGTTTGTTGGCGGATAAAAACGGAGAAGTGACTAAATATTACAAAAAGCATATATCCGCARAGGATGCT
CCTCAACGTTTGTTGGCGGATAAAAACGGAGAAGTGACTAAATATTACAAAAAGCATATATCCGCAAAGGATGET
CCTCAACGTTTGTTGGCGGPTAAARACGGAGAAGTGACTAAATATTACAAAAAGCATATATCCGCRAAGGATGCT
GACTAAATATTACAAAAAGCATATAT

GCAARGGAT)
CARAGGAT)

*mm’r’r
f'C'I‘ TTGTT
ccrcfjaclirTTeTT
cercacrTTerT

ccrcaclirrrarT
cet TTGTT
CCTC TTGTT

GACTAARTATTACAARAAGCATATATC

i

GACTAAATATTACAAAAAGCATATMC.GCAAAGGAT[
GACTAAATATTACAARAAGCATATATCIJGCARAGGAT
GACTAAATATTACAARAAGCATATAT AMAGGAT]

cT
bc'rcl)\ TTGTTCc GACTAAATATTACAAAAAGCATATATC‘GCMAGGAT
cCT CIAC'TTTGTTG.CGIAT-AA., ARTGACTARATATTACARAARGCATATATCGCARAGGAT

cercipclrrrerrelicoir T AN AT GACTARATATTACARAAAGCATATATO
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(301)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)
(300)

(376)
(375)
(375)
(375)
(375)
(375)
(375)
(375)
(375)
(375}
(375)
(375)
(375)
(375)

(450)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(449)
(450)

(525)
(524)
(524)
(524)
(503)
(503)
(503)
(485)
(485)
(485)
(485)
(485)

(486)

301

CATG

TAARGGATTACACCTTTTTGGTCAARTTTTGCAAT GATTATTTAGACAGTGAAfcCcCC:
AJCGTAAAGGATTACACCTTTTTGGTCAAR TTTGCAATGATTATTTAC ACP.GTGAP..CCCCAI‘TCA’I‘L:PA T

CGTARAGGATTACACCTTTTTGGTCAAATTTTGCART GATTATTTAGACAGTGAAJCCCCATTCATGARAATG
:l;umwxccmmmccwm GJ'rc*;aAA"FTTTu(*m'rrA'x"mTTTAGACAGTG::l;cCCATTCATGAMATG
BccTARAGGAT TACACT TTTTGETCRAATTTTGCAAJGATTATTTAGACAGTGARCIICCATTCATGARAAT]
BccTArAGEATTACACET TTTTGGTCAAATTTTGCAARGATTATTTAGACAGTGAACIICCATTCATGARRAT]

CGTAAAGGATTACA TTTTGGTCAAATTTTGC? GATTATTTAGACAGTGA CATTCATGARAAT
ATTATTTAGACAGTG CATTCATGAAAAT)

CGTAPAGGATTACACETTTTTGGTCAAATTTTGC
BeceTARAGGATTACACHT TTTTGGTCAAATTTTGCAARGATTATTTAGACAGTGAACIICCATTCATGARAATH
lS(‘(‘ TAAAGGATTACACETTTTTGGTCARAT TTTGCAAGAT TATTTAGACAGTGAACIICCATTCATGARRAT]

TAAAGGATTACACET TTTTGETCARATTTTGCARGAT TATTTAGACAGTG] CATTCATGAAMTI
T.»AAGGAT"’AG’\ TTTTGETCAARTTTTGCAAGATTATTTAGACAGTGAACCJCCATTCATGAAAAT
TAAAGGATTACACET TTTTGGTCARATTTTGCAARGATTATTTAGACAGTGARICIICCATTCATGARARTR
ARAGGATTACACIT TTTTGGTCAAATTTTGCAARGAT TATTTAGACAGTGAARCICCATTCATGARRAT]

450

TACAAGGCTTTCAATACATATGAAGAACTIC TGAARRARAT GCCATCARARACGCC- TTCCCCTATclTCcce
AAGGCTTTCAATACATATGAAGAACTCT TGAARAAAT GCCATCARAAACGCC- TTCC
TACAAGGCTTTCAARTACATATGAAGAACTCT TGAARAAJJAT GCCATCAARAACGCC-TTCCCCTART o
TACAAGGCTTTCAATACATATGAAGAACTCT TGAAAARAT GCCATCAARAACGCC-TTCCCCTART] ccce

ACAAJGCTTT r:hATAC]”ATuAAGAACT.fGAAAN&]GCCATCAAIMC.CC—TTCCCCTATTCL TCCAC
carflccrTreaaTACliTATSAAGRACTIlfTGAARA AR GCCATCAR R ACECC- TTCCCCTAT TCCTCCAC
arfecrrreAATACTATGAAGARCT TG ccarcaafpacce-rTcceeTATTCCTCCAC

TACAAJJGCTTTCART P-cl’rnTGAnGAAC'r.rGAA JcccaTcarAn clf‘r‘- Tf‘Cf‘C’“AlTICAT"C'

TACAARGCTTTCAATACHETATGAAGAACT) CCATC. C-TTCCCCT CATC
GCTTTCAATACETATGARGAACT) GKAAP GCCATC. CC-TTCCCCTA CATC C

w
~
o Q)¢

TA

TACAA

racanlicecrrreanTacrarcancancTiircaraarrfcccarcanfiaacice- I’TC('CC'I‘i\.Tl(‘ATF‘CI"
"‘AF‘FAI‘C""“’”CKDTAC""ATFMM(‘T.“GAFAAAW;CCATCMI}\AC'CL-”’TCC*"PTF\IT‘ caTcclk
TACAA “"I"Y"I""P.F-""A AT‘JAA SAACTRTGRARA r*r*m"c \ CC-TTCCCCTA ATCJ

525

ECAGGTGGACAACCCCAACAA:; ARARC

CAGGTGGACAACCCCAACAA/AA"
CAGGTGGACAACCCCAACAA /AR
-GCAGGTGGACAACCCCAACAA SPARC

BrcBr@aracccliacc
(o

CCCCGA;xAAC
TCCicl GRT
TeolilAGHT
rcliclrGlT
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"Figura 12. Alineamiento m

(600)
(599)
(599)
(599)
(569)
(569)
(569)
(530)
(530)
(530)
(530)
(530)
(530)

(531) B

(675)
(674)
(674)
(674)
(638)
(638)
(638)
(599)

(599) TT1

(599)
(599)
(599)
(599)
(600)

{

dltiple de la region variable del gen msa-2b. Se muestran las regiones

de nucledtidos completamente conservadas, en letra roja y fondo amarillo; en letra azul con fondo
azul turquesa, nuclettidos consenso; letras negras con fondo verde, nucleétidos conservados con.
una presencia mayor al 50%; letra negra sin fondo, nucledtidos que no tienen similitud; guion,
hueco o gap. La identidad determinada fue de 73.5%.
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%

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)

(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)

(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)

1 75
ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTJGCATTCTGCTCCATCCT TTTCACTTATACAT TGGCATCTCCACAAGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATARCCG TTCTGCTCCATCCTTTTCACTTATACATTGGCATCTCCACARGAG

ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGT TTCTGCTCCATCCTTTT TA GGCATCTCCACAAGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCETJGCAT TCTGCTCCATCCTTTT TATcARTGECATCTCCACARGAG
ATGETGTCTTTTARCATAATAACCGTJGCATTCTGCTCCATCCTTTT TAT| GGCATCTCCACAAGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATAACC TTCTECTCCATCCTTTT! ATCARTGGCATCTCCACAAGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATAA TTCTGCTCCATCCTTTTCACTTATACAT TGGCATCTCCACARGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATARCCG TTCTGCTCCATCCTTTTCACTTATACATTGGCATCTCCACAAGAG
ATGGTETCTTTTARCATAATAAC TTCTGCTCCATCCTTTTCACTTATACATTGGCATCTCCACARGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATAA TTCTGCTCCATCCTTTTCACTTATACATTGGCATCTCCACAAGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCG TTCTGCTCCATCCTTTT TAT GGCATCTCCACRAGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATARCCET TTCTGCTCCATCCTTTT TAT| GGCATCTCCACARGAG
ATGGTGTCTTTTAACATAATAACCGTJGCATTCTGCTCCATCCTTTT! TAT GGCATCTCCACAAGAG
ATGGTGTCTTTTARCATAATARCCGTAGCATTCTGCTCCATCCTTTTCART TATICARrGGCATCTCCACAAGAG

76 150
AAGACTGTACCAACTARACAGETGAATGGCAGTRTTTACTGTTTGATGATATGAAR TG T T ATGATG TR TG
AAGACTGTACCAACTAAACAGGTGAATGGCAGTATTTACTGTTTGATGATATGAAArGTTfrATGATGT PTG
B GTACCAACTAACAGGTGAATGGGAGT TATTTACTGTTTGATGATATGARNJroTTfraTcATGTRATG
Iﬁ GTACCAACT. GARTGGGAGTTATTTACTGT TTGATGATA! GTTRrATGRTGTRATG
GTACCAACT. GGTGAATGGGACTRT TTACTGT T TGATGATATGAAACTGTTCTATGATGTGATG
BrclcrcTaccAARCTAARCAGGTGRATGGEAGTIRTTTACTGTTTGATGATATCARARr G TTGTATGATG TR TG
AAGACTGTACCAACTAAACAGGTGAATGGGAGTJRTTTACTGTTTGATGATAT GcTTraTcATcTRRTG
GTTRrATGATGTATG

AAGACTGTACCAACTARACAGGTGARTGGGAGTATTTACTGTTTGATGATATG

AAGACTGTACCAACTAAACAGGTGAATGGGAGT AT TTACTGTTTGATGATAT GTTPTATGATGTPATG

AAGACTGTACCAACTAAACAGGTGAATGGGEAG TTTACTGTTTGATGATATG GT ATGATGTIATG
GTACCHACTAA.CAGGTGAATGGGAGT TTTACTGTTTGATGATAT GTTGTATGATGTATS

TTTACTGTTTGATGATATGAAARTGTIGTATGATGTATG
TTTACTGTTTGATGATATG GTTGTATGATGTATG
TTTACTGTTTGATGATATG GTTGTATGATGTATG

225
TTCTTGAGAAGAAT TTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCG
CGCAGCATTGATGAAAGCATGTTGAARAGIAT TCTTGAGARGAATTTTGAGGCTGTTGGCATGGARGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARAGCATGTTGARAAGEAT TCTTGAGAAGAAT TTTGAGGCTGT TGGCATGGAAGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARAGCATGTTGARARGAT TCTTGAGAAGAAT TTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARRGCATGTTGARAAGIATTCT TGAGAAGAAT TTTGAGGCTGTTGGCATGGARGCTACATCS
CGCAGCATTGATGAAAGCATGT TGAAAAGGATTCTTGAGARGAAT T TTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCG
CGCAGCATTGATGAAAGCATGTTGAAAAGIIATTCTTGAGAAGRATTTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARAGCATGTTGARRAGATTCT TGAGARGAAT T TTGAGGCTGT TGGUATGGARGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARAGCATGTTGAAARGIATTCTTGAGAAGAATTTTGAGGCTGTTGGCATGGARGCTACATCG
CGCAGCATTGATGAAAGCATGTTGARAAGATTCTTGAGAAGAATT TTGAGGCTGTTGGCATGGARGCTACATCG
CGCAGCATTGATGAAAGCATGTTGAARAGAT TCTTGAGAAGAAT TTTGAGGCTGTTGGCATGGARGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARAGCATGT TGAAAAGATTCT TGAGARGAAT T TTGAGGCTGT TGGCATGGAARGCTACATCG
CGCAGCATTGATGAARGCATGTTGAAAAGATTCTTGAGAAGAAT TTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCG
CGCAGCATTGATGARRGCATGTTGAAAAGATTCTTGAGAAGAATTTTGAGGCTGTTGGCATGGAAGCTACATCG
226 300

GTACCAACT GARTGGGAGT

| 2
TGTACCAACTAACAGGTGAATGGEAGT]
.
GGTGAATGGGAG

GTACCAACT,
151
CGCAGCATTGATGAARGCATGTTGARAA

GCTACT. CATGACGCTCT GGCTGTAARACAATTAATCAAAARCCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACT. CATGACGCTCT! GGCTGTAAARCAATTAATCAARAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACT. CATGACGCTCT GGCTGTAAAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACT. CATGACGCTCT GTARAACAATTAATCARAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACT. TGACGCTCTGGAGGCTGTAAAACAATTAAT CAARAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC

GeTACTARACACATGACGCTCTGAGGCTGTARAACAAT TAATCARRACCGATGCACCT TTCAACACATCGGAC

GCTACTAAAJJCACATGACGCTCT GTAAAACAATTAATCAARRCCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACTARAGCACATGACGCTCT:! GTAAAACAATTAATCARAACCGATGCACCTTTCARCACATCGGAC
GCTACTAARJCACATGACGCTCT GTAARRCAATTAATCAARACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACTAARCACATGACGCT GTAARACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACTAAAJJCACATGACGCTCT GGCTGTAAAACAATTAATCARAACCGATGCACCTTTCARCACATCGGAC
GCTACT. TGACGCTCT GTAAAACAATTAATCAAAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
GCTACT. ACATGACGCTCT GGCTGTARAACRAATTAATCARAACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC

GCTACTAAAJCACATGACGCTCTGAGGCTGTARARCART TAATCARRACCGATGCACCTTTCAACACATCGGAC
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msa-2c Nayarit
msa-2c Tamaulipas 2
msa-2c Quintana Roo
msa-2c Veracruz 2
msa-2c Chiapas 2
msa-2c Guerrero
msa-2c Jalisco
msa-2c Veracruz 1
msa-2c México
msa-2c RAD

msa-2c Tabasco
msa-2c¢ Tamaulipas 1

msa-2c mo7

msa-2c¢ Chiapas 1
msa-2c Nayarit
msa-2c Tamaulipas 2
msa-2c Quintana Roo
msa-2c¢ Veracruz 2
msa-2c Chiapas 2
msa-2c Guerrero
msa-2c¢ Jalisco
msa-2c Veracruz 1
msa-2c México
msa-2c RAD

msa-2c Tabasco
msa-2c Tamaulipas 1

msa-2c mo7

msa-2c¢ Chiapas 1
msa-2c Nayarit
msa-2c Tamaulipas 2
msa-2c Quintana Roo
msa-2c Veracruz 2
msa-2c Chiapas 2
msa-2c Guerrero
msa-2c Jalisco
msa-2c Veracruz 1
msa-2c México
msa-2c RAD

msa-2c¢c Tabasco
msa-2c Tamaulipas 1

\

(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)

(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)

(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)

(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)
(526)

451

01 35
TTGACACACTCGATTTGGARrATCTCTCGC AR T T ARTGRAGAGCTG CTTCTRTTGAGGCRATA
TTTGACACACTCPATTT(,G;':ATCTCTCIGG CAAT AATGAAGAGCTGI;'QR'CTTCT TTGAGGCAATA
rrTGACACACTCGATTTGGARTATCTCTClicGlicAnT rarTcAarGAGCTGlr Al T TCT AT TGRGGCAATA
TTTGACACACTCGATTTGEARrATCcTeTclcclcaatranreancaceTelrirallcT TCT R TTGAGECAATA
TTTGACACACTCGATTTGGArATCTCTCscllcAAT I AR TGAAGAGCTGCTCARACT TCTCATTGAGGCARTA

_ W

TTTGACACACTCBATTTGGATATCTCT AATTTAATGARGAGCTGCTCAAACT TCTCATTGAGGCAATA
TTTGACACACTCGATTTGGARTATCTCTCCCRcAATIITAATGARGRGC TG IR A et Te TR T TGAGGCAATA
TTTGACACACTCGATTTGGACTATCTCTCGGGTCAATrAATGARGAGC TG Ar e TeT A TTGAGECARTA

TTTGACACACTCGATTTGGACTATCTCTCGGGTCAATITAATGARGAGCT cTTCTATTGAGGCARTA
TTTGACACACTCGATTTGGACTATCTCTCGGTCAAT JTAATGAAGAGCT! TTCTATTGAGGCARTA
TTTGACACACTCGATTTGGAII'ATCTCT;ECWT AATGAAGAGC‘I‘SF CTTCTPATTGAGGCAATA
TTTGACACACTCGATTTGGAJTATCTCT antfrrarcancrcercliriprllcrrerATTrGAGGCAATA
TTTGACACACTCGATTTGGArATCTCTC canTiraareancaceTclrrallcTTeT AT TGRGGCAATA
TTTGACACACTCGATTTGGATATCTCTCGclkcraTrAATGARGAGC TG AR T TCT AT TGAGGCAATA
376 450

TGGTATGGAAATCATAATTGARARAACAcTCT T T e TGGE &#T“&A}WTCL‘&TE\AI =<r; \C
mTGCTATGGAAATCATAATTCAAAAAA cTcTTTRCTGEG uT.A.AAIATTCC.AT.}-\A.T AC
TATGGTATGGAAARTCATAATTGARRAAARCrcTCTT T TGG6 GaaaTTCCART TAGAC
TATGGTATGGAAARTCATAATTGARRRRA CTCTTTRCTGEG -,T G TTCCAAT| TAGAC

TATGGTATGGF\AATCATAATTGRMAMO-ACTCTTTlSTGGGAI}\Gle.}\GAA'M‘TCCAA’I’ﬁ"AGA :

TATGGTATGGAAATCATAATTGAARARA crerrrerecernacicriliircrafrTTocART TAGAC
TATGGTATGGARATCATAATTGAAAAAR CTCTTTCTGGGARAG AAIATTC(ZIQT.:\AI”IGA\,
TATGGTATGGAAATCATAATTGARAAARCCCACTCTTTCGTGGE ZTCAARAATATTCCRATG
TATGGTATGGAAATCATAATTGAAARAACCCACTCTTTCGTGGGA| GlGTCAAIAATATTCCIA’I‘G?Hg
TATGGTATGGAAAT CATAARTTGAARARACCCACTCTTTCGTGGEGARRGcTCARRATATTCCATGA
TATGG'“ATGGAAATCF'“AATTGAAAAN\C.ACTC'I‘TTISTGGG CGGT
TATGGTATGGAARTCATARTTGARRAAR acmc'r'r'r

TATGGTATGGARATCATAATTGARARRA crn,m ’I‘C‘GGP

TTCC.ATI 1/«\(

TTC ' G

ch
TI\T"«CTATGG}’\E\A'TC?\THAT’T‘CAN@AA('W‘TC”TTI"”‘GGQnlﬂClaT-ﬂlAf\.ATTCCl“”lﬂA 1 :.

CG.n.CTTGAGﬂ ACGGTAATATTTACGATGA
CGACTTGAG ;I:; AATATTTACGATGA
ACCG AIPTCACAARATA.TACEG.TAATATTTﬁgPATGA
acceAfTTGAGAARATARTACIlGGRT AATATTTACGATGA
\CCGARTTGAGAARAT GTARTATTTACGATGA
?\P"GmT%GAMATﬁ';.A AATATTTACGATGA TATAATARGGACAAATTAGCARC

GACTTGAGARAr Al A clicGT AR TATTTACGATGA SARTATAATAAGGACAAATTAGCAAC
A w;i\sTGAGAAArAT'"ACAAGFcTAATATT'PACPATGACATAAAC\,AATATAATAAGGACAAATT|AGCAA.

‘AATA”AA“AAL,GACAAATT GCN\'
GAATAT. AATAAGFACAARTT GCAAC
SAATATAATAAGGACAAATTAGCAAC
AATATAATAAGGACAARTTRGCARC
vAATATAATAAGGACN\ATTII\GCA}\C

AccGABTTGAGAARRTAT TACAAGGCTAATATTTACGATGACATAAACGAATATAATARGGACARATTGAGCAAC
ACCGARTTGAGARARTAT TACAAGECTAATATTTACGATGACAT ARACGAATATAATAAGGACAAATTGAGCAAC
ACCGACTTGA AlraclilicclirraTarrrAcGATGACII A TATARTARGGACARATTJRGCARC
ACCGACTTGAG! Ac-GulTAATATT 1A(‘GATGAC-A‘;AAT}\TAATAAGGACAAF\TTIAGFA}\\ .

ACCGACTTGAG AATATTTACGATGA TATAATAAGGACAAATTRAGCAAC
ACCGACTTGAG TAATATTTACGATGA! GAATATAATAAGGACAAATTGAGCAAC

526 600
rfarcacTanTTorcCilirr TGl receATGGRGGARC T TAGAARAT TCGARACRAGE

TCACTAATTCTGC TT) TCGCATJECAGGARCTTAGAAAATTCCAARCAAGG
ATCACTAATTCTGC TT) TCGCATRGCAGGARCTTAGAAAATTCGARACARGG
TCACTAATTCTGC.GITTTE%TCGCAT.GGAGGA.CTTAGI\AN\TTCGAAACAAGE;

TcACTAATTCTGCGTTT) TCGCATGGAGGACT TAGRRAAT TCGARACAAGG
TCACTAATTC’I‘GCIGITTT.G'ATCGCA

GAGGARCTTAGAAAATTCGAARCAAGG
TTACARAATTCGARACAAGG

TTACAAAATTCGARACAAGG

TCACT]

CTATACARA TATCACT|

TT TCGCA' AGG
TTCT T TCGCATTGGAGG

CT.TACAAIGTACTIATCACT'ATTCTG.TGATTTAIGGATCGCAT'SGAGGAGCTTACAAAATTCGAPACAAGG
crlfracaajeTacTrrcacTarTercrearTTaAfcGATCGCATJGGAGGAGCT TACARAAT TCEARACAAGG

CTATACAAA

GGAGGARCTTATAAAATTCGARACARGG
CTATACAAAG

TCACTJATTCT TT TCGCAT)|
rTcacTpTTCT TT TCGCATRGGAGGARCTTAT ARAATTCGAARCAAGG
LCACTIATTCTG.G.’I""T.S'ATCGCRTHEGAGGA"‘T'T‘ATI\AAATT(‘GAAA'“DA"'“

reacTiprrerciicl TR T cecATRGGAGGAC TTAT AAAAT TCGARACAAGG
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msa-2c mo7 (601)

msa-2c Chiapas 1 (601)
msa-2c Nayarit (601)
msa-2c Tamaulipas 2 (601)
msa-2c Quintana Roo (601)
msa-2c Vegacruz 2 (601)
msa-2c Chiapas 2 (601)
msa-2c Guerrero (601)
msa-2c Jalisco (601)
msa-2c Veracruz 1 (601)
msa-2c México (601)

clicrafcATC
ACI;?«.‘ CAT
aacclicraficAT T
AnccljcralfcATCCTCT!
ARACGARJJCATCCTCTCCATCG
TCTTCAACACCGGARCCGRANCATC
TTCTTCAA ‘“GG.»’\AGva‘ cCTC
sARCCjeAAT CARCCTH

wnccreArficAlfccTeT

\ccTGARC? G
sGAAGCcAACARCCTCTCCA
cerAGCjeanicrffccTCTCC

o CART
TCAATC
CAAT

arrTRTC

TTRTCAATC
TCAATCC

TTCAAC]

msa-2c RAD (601) A7~ cracll
msa-2c Tabasco (601) Anr@ETCARAACE \CcARATTTHT aciilicccrrcclicrrficrlic
msa-2c Tamaulipas 1 (601) AAARETCAARAGHEARK ceGARGCGARCRICCTCTC

msa-2c mo7 (676)
msa-2c Chiapas 1 (676)
msa-2c Nayarit (676)
msa-2c Tamaulipas 2 (676)
msa-2c Quintana Roo (676)
msa-2c Veracruz 2 (676)
msa-2c Chiapas 2 (676)
msa-2c Guerrero (676)
msa-2c Jalisco (676)
msa-2c Veracruz 1 (676)
msa-2c México (676)
msa-2c RAD (676)
msa-2c Tabasco (676)
msa-2c Tamaulipas 1 (676)
751
msa-2c mo7 (751)
msa-2c Chiapas 1 (751)
msa-2c Nayarit (751)
msa-2c Tamaulipas 2 (751)
msa-2c Quintana Roo (751)
msa-2c Veracruz 2 (751)
msa-2c Chiapas 2 (751)
msa-2c Guerrero (751)
msa-2c Jalisco (751)
msa-2c Veracruz 1 (751)
msa-2c México (751)
msa-2c RAD (751)
msa-2c Tabasco (751)
msa-2c Tamaulipas 1 (751)

Figura 13. Alineamiento multiple del gen msa-2c. Se muestran las regiones de nucledtidos
completamente conservadas, en letra roja y fondo amarillo; en letra azul con fondo azul turquesa,
nuclestidos consenso; letras negras con fondo verde, nucledtidos conservados con una presencia
mayor al 50%; letra negra sin fondo, nucledtidos que no tienen similitud; guion, hueco o gap. La
identidad determinada fue de 88.7%.
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Rib BBOV2 m*

Ribosomal RAD
Ribosomal Chiapas 1
Ribosomal Veracruz
Ribosomal México
Ribosomal Quintana Roa.
Ribosomal Tabasco
Ribosomal Tamaulipas 2
Ribosomal Veracruz 2
Ribosomal Chiapas 2
Ribosomal Guerrero
Ribosomal Jalisco
Ribosomal Nayarit
Ribosomal Tamaulipas 1

Rib BBOV2 m*
Ribosomal RAD
Ribosomal Chiapas 1
Ribosomal Veracruz
Ribosomal México
Ribosomal Quintana RoOO
Ribosomal Tabasco
Ribosomal Tamaulipas 2
Ribosomal Veracruz 2
Ribosomal Chiapas 2
Ribosomal Guerrero
Ribosomal Jalisco
Ribosomal Nayarit
Ribosomal Tamaulipas 1

Rib BBOV2 m*
Ribosomal RAD
Ribosomal Chiapas 1
Ribosomal Veracruz
Ribosomal México
Ribosomal Quintana RoO
Ribosomal Tabasco
Ribosomal Tamaulipas 2
Ribosomal Veracruz 2
Ribosomal Chiapas 2
Ribosomal Guerrero
Ribosomal Jalisco
Ribosomal Nayarit
Ribosomal Tamaulipas 1

Rib BBOV2 m*
Ribosomal RAD
Ribosomal Chiapas 1
Ribosomal Veracruz
Ribosomal México
Ribosomal Quintana RooO
Ribosomal Tabasco
Ribosomal Tamaulipas 2
Ribosomal Veracruz 2
Ribosomal Chiapas 2
Ribosomal Guerrero
Ribosomal Jalisco
Ribosomal Nayarit
Ribosomal Tamaulipas 1

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)
(76)

(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)

(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)
(224)
(226)
(226)
(225)
(225)
(225)
(225)
(225)

GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGEGGCTACTGCTCTGTART TEGCATGGEEECGACCTTCACCCTCECCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTGTAAT TGGCATGEGEGCGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTGTARTTGGCATGEGGECGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGEGCTACTGCTCTGTART TGGCATGGGEGCGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTETART TGGCATGGEGGCGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTSACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTGTAATTGGCATGGEGGCEACCTTCACCCTCGCCT
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCARTACGGGGCTACTGCTCTGTAATTGGCATGGGGGCGACCTTCACCCTCECCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGECTACTGCTCTETAATTGGCATGEGGGCGACCT TCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACARGAAATACCAATACGGEGCTACTGCTCTGTAATTGGCATGGGGGCGACCT TCACCCTCGCCT
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTETARTTGGCATGGGGECGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACARGAAATACCAATACGEGGCTACTGCTCTGTARTTGGCATGGGEGCGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTGTAAT TGGCATGEGGGCEACCTTCACCCTCGCCT
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTGTAAT TGGCATGGGGGCGACCTTCACCCTCGCCC
GGAGGTAGTGACAAGAAATACCAATACGGGGCTACTGCTCTGTAATTGGCATGEGGGCGACCTTCACCCTCGCCC
76 150
GAGTACCCATTGGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATAT TAAACT TGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACT TGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACT TGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT TCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTGT
GAGTACCCRTTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTART TCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGETART TCCAGCTCCAATAGCGTATAT TARACTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTART TCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTARACTTGT
GAGTACCCATTGEGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGETARTTCCAGCTCCARTAGCGTATAT TAARCTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTART TCCAGCTCCAATAGCGTATAT TAAACTTGT
GAGTACCCATTGGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGETAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACT TGT
GAGTACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGETAAT TCCAGCTCCAATAGCGTATATTARACT TGT
151 225
TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT ACcCTCGTTACTT
TGCAGTTAARRRGCTCGTAGTT) ClcCTCGTTACTT
TGCAGTTARAAAGCTCGTAGT TCC-] CTCGTTACTT
TGCAGTTRAAARGCTCGTAGT GTCC- o CTCGTTACTT
TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-A-T-CGTCC—lGCC.AGTGTTCT.ACTAGGC'GACICCTCGTTACTT
TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTITACTTIICGTCC—IGCCICAGTGTTCTI.BCTTGGC.GAC.CCTCGTTACTT

racacTTArAsacoTCeTACT T lice T co--cociiacTeT T rcacTAiGC ACCCTCGTTACTT
“TGTTE " CAREAET CACCTCGTTACTT

TGCAGTTAARRAGCTCGTAGTTTTACTTTTCGTCCTGCT

TGCAGTTARAARGCTCGTAGTTTTACT TTTCGTCCTGCTA crriircAfABcElT GACHCCTCETTACTT
TGCAGTTARARAGCTCGTAGT TCC- clfcCTCGTTACTT
TGCAGTTAAARAGCTCGTAG e ACRCCTCGTTACTT
TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGT e ACJCCTCGTTACTT
recacTTAARARGCTCGTAGT T I IcGTCC- T - . CBCCTCGTTACTT
racacTTARARAGCTCCTAGTTIA T ICGTCC- ACCCTCGTTACTT
226 300
TGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTJGCCTGTATAAT TGAGCATGGAATAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGRARATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTGCCTGTATAAT TGAGCATGGARTAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGAAAATTAGAGTGTTTCARGCAGGTTTJGCCTGTATAATTGAGCATGGAATAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGAARATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTJ5CCTGTATAAT TGAGCATGGAATAACCT TGTATGACCCTGTCGT
TGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGGT CTGTATAATTGAGCATGGAATAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGAARATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTJGCCTGTATAATTGAGCATGGARTAACCT TGTATGACCCTGTCGT
TGAGARRATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTIGCCTGTATAATTGAGCATGGARTAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTTGCCTGTATAATTGRGCATGGAATAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGAARATTAGAGTGT TTCAAGCAGGTTTTGCCTGTATAATTGAGCATGGAATAACCTTETATGACCCTGTCGT
TGAGAARATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTJGCCTGTATAATTGAGCATGGARTAACCT TGTATGACCCTGTCGT
TGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTJGCCTGTATAAT TGAGCATGGAATAACCTTGTATGACCCTGTCGT
TGAGAARATTAGAGTGTTTCARGCAGGTTTfGCCTGTATAATTGRGCATGGARTAACCT TGTATGACCCTGTCGT
TGAGAARATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTJGCCTGTATARTTGAGCATGGAATAACCT TGTATGACCCTGTCGT
TGAGARAATTAGAGTGTTTCAAGCAGGTTTGCCTGTATAATTGAGCATGGAATAACCTTGTATGACCCTGTCGT

CGTCC-
CGTCC—
CRGA
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MSA-2C Mo7

MSA-2C CHIAPAS 1
MSA-2C NAYARIT
MSA-2C TAMAULIPAS 2
MSA-2C QUINTANA ROO
MSA-2C VERACRUZ 2
MSA-2C CHIAPAS 2
MSA-2C GUERRERO
MSA-2C JALISCO
MSA-2C VERACRUZ 1
MSA-2C MEXICO
MSA-2C RAD

MSA-2C TABASCO
MSA-2C TAMAULIPAS

MSA-2C Mo7

MSA-2C CHIAPAS 1
MSA-2C NAYARIT
MSA-2C TAMAULIPAS 2
MSA-2C QUINTANA ROO
MSA-2C VERACRUZ 2
MSA-2C CHIAPAS 2
MSA-2C GUERRERO
MSA-2C JALISCO
MSA-2C VERACRUZ 1
MSA-2C MEXICO
MSA-2C RAD

MSA-2C TABASCO
MSA-2C TAMAULIPAS

MSA-2C Mo7

MSA-2C CHIAPAS 1
MSA-2C NAYARIT
MSA-2C TAMAULIPAS 2
MSA-2C QUINTANA ROO
MSA-2C VERACRUZ 2
MSA-2C CHIAPAS 2
MSA-2C GUERRERO
MSA-2C JALISCO
MSA-2C VERACRUZ 1
MSA-2C MEXICO
MSA-2C RAD

MSA-2C TABASCO
MSA-2C TAMAULIPAS

MSA-2C Mo7

MSA-2C CHIAPAS 1
MSA-2C NAYARIT
MSA-2C TAMAULIPAS 2
MSA-2C QUINTANA ROO
MSA-2C VERACRUZ 2
MSA-2C CHIAPAS 2
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Figura 15. Alineamiento mdltiple de las secuencias de la proteina predicha MSA-2C. Se
muestran las regiones de aminoacidos completamente conservadas, en letra roja y fondo
“amarillo; en letra azul con fondo azul turquesa, aminoacidos conservados; letras negras con
fondo verde, aminoacidos consenso con una presencia mayor al 50%; letra negra sin fondo,
aminoacidos que no tienen similitud; guion, hueco o gap. La identidad determinada fue de 81.1
%.
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Figura 16. Alineamiento multiple de las secuencias de proteina predicha de MSA-2B. En los
cuadros negros se muestran las zonas participantes-en la recombinacién de la familia VMSA (hot
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spots). Se muestran las regiones de aminoacidos completamente conservadas, en letra roja y
fondo amarillo; en letra azul con fondo azul turquesa; aminoacidos consenso; letras negras con
fondo verde, aminoacidos conservados con una presencia mayor al 50%; letra negra sin fondo,
aminoacidos que no tienen similitud; guién, hueco o gap. La identidad determinada fue de 63.2%.
En el aislado Guerrero el aminoacido serina cambia por una prolina en la posicion 120.
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Analisis filogenético:

Con el objeto de establecer relaciones filogenéticas o de parentesco entre
los 13 aislados estudiados en este trabajo, se construyeron filogramas para cada
uno de los genes (msa-2b, msa-1, msa-2c y SSTRNA).

Se compararon las secuencias de los 13 aislados obtenidos junto con
secuencias ya antes reportadas en el GenBank. En el filograma realizado con
secuencias de otras regiones del mundo, se obtienen dos grandes ramas, los
aislados americanos y los aislados australianos. El disefio de los arboles se llevo a
cavo con el programa phylip 3.6, sin observarse diferencias estadisticamente
significativas entre las distintos métodos de agrupacién. En la mayoria de los
casos se observo una alta consistencia entre ellos, la evaluacion de los arboles
se efectud calculando el valor de remuestreo con el programa BOOTSTRAP con
1000 réplicas.

En el filograma del gen msa-2b (Figura 17) se localizan dos grandes ramas,
la primera agrupa aislados australianos unicamente; de esta se deriva otra rama
que divide al grupo restante australiano y la otra que contiene solo aislados
americanos. Esto, sugiere que los aislados mexicanos se derivaron de alguno de
los aislados australianos, proponiendo como grupo origen a algunos de los
aislados australianos.

La figura 18 representa las relaciones de parentesco con el gen msa-2c, en
el cual se localizan dos ramas bien sustentadas, una que agrupa exclusivamente a
aislados australianos cerca del origen y otra que solo agrupa aislados mexicanos.
Por el largo de las ramas se sugiere que fue una evolucion paralela, pero es mas
larga la rama de los aislados australianos, por lo que es consistente el posible

origen australiano.
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Figura 17. Representa las relaciones filogenéticas de 13 aislados mexicanos,
utilizando la region variable del gen msa-2b. Filograma construido con el método
de maxima parsimonia. Se fijo la raiz con el gen msa-2¢c de Mo7. Los numeros
representan las veces que los nodos se repitieron en el consenso de una muestra
de 1000 réplicas. En los cuadros se muestran los 13 aislados mexicanos. 'ﬁ
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Figura 18. Representa las relaciones filogenéticas de 13 aislados mexicanos,
utilizando el gen msa-2¢. Filograma construido con el método de maxima
parsimonia (ver método). Se fij6 la raiz con el gen msa-1 de Mo7. Los numeros
representan las veces que los nodos se repitieron en el consenso de una muestra
de 1000 réplicas. En los cuadros se muestran los 13 aislados mexicanos.

9,
[US)



La figura 19 muestra el andlisis filogenético realizado a partir de las
secuencias del gen msa-1. Los resultados obtenidos son estadisticamente poco
consistentes. Este filograma indica como posible grupo origen a los aislados
argentinos. Las dos ramas sobresalientes indican una division entre los aislados
australianos y los americanos. El programa de remuestreo indica que los
resultados son estadisticamente poco significativos, debieran estar por arriba de
75% (Figura 19).

En el filograma obtenido con las secuencias del gen ssrRNA (Figura 20), se
presenta estadisticamente poca consistencia entre sus ramas. Se observa una
rama principal de la que se desprenden dos no claramente definidas,
practicamente los aislados chinos, australianos y mexicanos se agrupan juntos. El
analisis filogenético no permite diferenciar los diferentes grupos conforme a los

filogramas anteriores.
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Figura 19. Representa las relaciones filogenéticas de 13 aislados mexicanos,
utilizando el gen msa-1. Filograma construido con el método de maxima
parsimonia (ver método). Se fij6 la raiz con la secuencia del gen rap. Los numeros
representan las veces que los nodos se repitieron en el consenso de una muestra
de 1000 replicas. En los cuadros se muestran los 13 aislados mexicanos.
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Figura 20. Representa las relaciones filogenéticas de 13 aislados mexicanos,
utilizando la region hipervariable de la subunidad 18s del gen ribosomal. Filograma
construido con el método de maxima parsimonia (ver método). Se fijo la raiz con
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los cuadros se muestran los 13 aislados mexicanos.



El analisis filogenético realizado solo con los aislados mexicanos
secuenciados en este estudio, indica una separacion de grupos en la mayoria de
los genes.

El filograma realizado con las secuencias del gen msa-1 de los 13 aislados
mexicanos, muestra una division de dos ramas principales, de una de ellas se
derivan tres grupos y de la otra rama dos, con una consistencia estadisticamente
significativa. En la primera rama se forma un grupo con Veracruz 1y Chiapas 1,
del cual se deriva otro mas alejado conformado por Guerrero, Tamaulipas 1y
Veracruz, que se podria proponer como posible origen. Finalmente, de otra rama
se deriva el grupo mas grande conformado por Chiapas 2, Quintana Roo,
Tabasco, México, Tamaulipas 2, RAD, Nayarit, Jalisco y el aislado de referencia
Mo7.
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Figura 21. Filogenia del gen msa-1 construido con el método de maxima
parsimonia (ver método) y utilizando solo las secuencias de los aislados,
mexicanos. Se fij6 la raiz con la secuencia del gen f35. Los numeros representan
las veces que los nodos se repitieron en el consenso de una muestra de 1000
réplicas.
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El flograma de la figura 22, muestra el analisis filogenético con el gen msa-
2b donde observaciones de tres grupos diferentes bien delimitados con una
consistencia estadisticamente significativa. De una rama se derivan dos grupos, el
grupo 1 formado por Veracruz 2, Jalisco y México, y el grupo 2 formado por
Tamaulipas 1, Chiapas 2, Nayarit, Guerrero, Quintana Roo, y Tamaulipas 2, el
tercer grupo integrado por Chipas 1, Tabasco RAD y el grupo de referencia Mo7,
este ultimo grupo podria ser el origen de los dos anteriores grupos.

En las secuencias de este gen se observan algunas deleciones descritas en

el apartado de alineamientos, que definen a estos grupos.
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Figura 22. Filogenia del gen msa-2b solo con los aislados mexicanos. El arbol fue
construido con el método de maxima parsimonia. Se fij6 la raiz con la secuencia
del gen msa-b L. Los nimeros representan las veces que los nodos se repitieron

en el consenso de la muestra de 1000 réplicas. !
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El filograma de la figura 23, muestra el analisis con el gen msa-2c. Se
pueden observar tres ramas, con una consistencia estadisticamente significativa.
En una de las ramas encontramos a los aislados de Guerrero, Veracruz 1y Jalisco
los cuales, por la cercania al grupo externo, se podrian proponer como grupo
origen.

En otra rama encontramos a Chipas 1, Nayarit, Tamaulipas 2, Quintana
Roo, y Veracruz 2, a pesar de que se forman aparentes subgrupos todos se
encuentran en la misma rama por lo que se pueden considerar un grupo.

En la Gltima rama se encuentran Chiapas 2, Tamaulipas 1, Tabasco, RAD,

México y el aislado de referencia Mo7, los cuales forman otro grupo.
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Figura 23. Filogenia del gen msa-2c realizado solo con los aislados mexicanos. El
arbol fue construido con el método de maxima parsimonia. Se fijo la raiz con la!
secuencia del gen msa-2c F3. Los nimeros representan las veces que los nodos
se repitieron en el consenso de la muestra de 1000 réplicas.
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La figura 24 muestra las relaciones filogenéticas entre los aislados
mexicanos con el gen ssrRNA, con el cual se observa en general una rama de la
que se derivan 4 grupos, los cuales por tener un grado de certeza
estadisticamente poco significativo, no proporciona suficiente informacion como
para inferir las relaciones filogenéticas de los 13 aislados mexicanos, en general

es un gen estadisticamente poco informativo.
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Figura 24. Filogenia del gen ssrRNA, fue construido a partir de los 13 aislados
mexicanos con el método de maxima parsimonia. Se fij6 la raiz con la secuencia
del gen ssrRNA de Babesia bigemina. Los nimeros representan las veces que los
nodos se repitieron, el consenso de la muestra de 1000 réplicas.
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Genotipos:

El analisis filogenético y los alineamientos de aminoacidos permitieron
determinar varios genotipos, a partir de las secuencias mexicanas y con las
secuencias obtenidas en el banco de datos de otras regiones del mundo, los
cuales se describen en las siguientes tablas.

A partir de los alineamientos de la proteina MSA-2c se generaron 2
genotipos, tomando en cuenta las posiciones de 9 aminoacidos distintos. Asi, se
puede discriminar perfectamente los genotipos Americanos, en donde se incluyen
los 13 aislados recién secuenciados, el aislado texano (T2bo) y uno de los
aislados argentinos (R1A), de los aislados Australianos (Tabla 6).

A partir de los alineamientos realizados con las secuencias de las proteinas
predichas MSA-2b se obtuvieron 5 genotipos (Tablas 7vy8).

Los alineamientos de la proteina MSA-2b a pesar de ser menos
conservados permitieron diferenciar al igual que con la proteina MSA-2¢ dos

genotipos, uno Americano y otro Australiano (Tabla 7).
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Tabla 6. Dos genotipos generados con el alineamiento de la proteina MSA-2c, en

distintas.

negro el genotipo Americano y en naranja el genotipo Australiano, los cuales se
determinaron a partir de los residuos identificados en nueve posiciones di

e e

T W a8
g ~r_,F_

Aislado/AA

RIA

Tamaulipas 1

Veracruz 2

N
N

Jalisco

G06
[ MSA2CT

F40

L
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Tabla 7. A partir de la proteina MSA-2B se generaron dos genotipos bien definidos
aipartir de 8 posiciones distintas de aminoacidos, de los cuales se desprenden, el

genotipo Americano en negro y el genotipo Australiano en naranja.

Aislado/AA 13 16 24 21 17 30 101 128
Mo72b L L % K | K I
Tamaulipas 2 L, L \ K I K [
RAD L L v - K | K I
Chiapas 1 L L \Y K 1 K I
Tabasco L L v K [ K [
Veracruz 2 I I \% - K 1 K 1
Tamaulipas 2 L L Y K I K 1
Veracruz | L I \% = K I K I
Nayarit L L Y - K I K I
Jalisco | L L v > K I K I
" Gueero | L L Vo s K | K 1
Quintana 100 L ; L Vo - K I K I
—Memoo | L | L | ¥ | - K I K I
Chiapas2 | P B T Y = K I K I
~®RiA | L [ L [ VvV — - | K I K I
—m I F | F | - [ b [ v [ 3 P |
i) R F | - D[ x 3 P I
<1 F [ F | - T b . b T
G36 ) o [ e ) I B | [
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Subgenotipos Americanos, los alineamientos de la proteina MSA-2b
generaron tres subgenotipos americanos, tomando en cuenta las deleciones

detectadas en el alineamiento de aminoacidos (Tabla 8).

|

Tabla 8. Subgenotipos Americanos. Utilizando la proteina predicha MSA-2B se
generaron tres genotipos mexicanos, el genotipo 1 en negro, el genotipo 2 en

naranja y el genotipo 3 en azul.
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Chis. 1 E S A N | R P s S P Q S L N K
RAD | E S A [N R P s s P Q IS L [N K
Tab.  |[E [S [A [N [R P s s P Qs L N K
mesl [E[s (A [N 3 P [S s [P [Q S L [N K
’"Jﬁ F«) ‘ P }rn E ; P [a A B ! G TF“_‘"D” = [= [T
1 Mex i Q P TI) [T { P \ ;—\A‘ P { G [P o |- [- 1
[Wz—*‘l—u*_ p T (1 [1' R [ A P [G [P g 1= J= it
}rChis.z —i - ri’_ﬁ‘ ‘f_'i‘"f";'*" f“ lﬂ_mrr‘)"f?'*T" G *‘ i 3
liGro‘ [ [~ [ = B FD [s Tt G [H 3
(Nay [ ‘, »ﬁ_ g #A“(—_-tirf\— I G [H v
fom [ [ K R

I.—‘ _

[ ;

64



RESULTADOS ADICIONALES:
Analisis proteico:

Con la finalidad de obtener un analisis mas completo de las secuencias
obtenidas, se realizaron analisis in silico de las proteinas predichas MSA-2b y
MSA-2¢. Tomando en cuenta los analisis que se han realizado con anterioridad en
otras regiones del mundo (Berens et al, 2005) se obtuvo el analisis de la
variabilidad de las proteinas MSA-2c y MSA-2b, incluyendo el andlisis de
hidrofobicidad y la busqueda de dominios importantes de la proteina de cada uno

de los 13 aislados.

Analisis de variabilidad e hidrofobicidad de la proteina:

En los alineamientos realizados a partir de las secuencias de aminoacidos
de proteinas predichas de los 13 aislados mexicanos, se identificaron las regiones
mas variables de las proteinas MSA-2b y MSA-2c. Ademas de identificar las
regiones hidrofilicas de cada una.

Los perfiles de hidrofobicidad se obtuvieron a partir de las secuencias
predichas de proteinas de cada uno de los 13 aislados mexicanos, los perfiles
obtenidos fueron comparados, se decidi6 empalmar sélo 3 secuencias
representativas de cada uno de los grupos generados a partir del analisis
filogenético realizado (Figuras 25 y 26).

En el perfil de hidrofobicidad de la proteina MSA-2b, se puede observar
también la longitud de cada uno de los grupos representativos (Veracruz 1, México
y Mo7) y los sitios de mayor variabilidad, en donde los colores de la grafica no se
combinan (Figura 25).

En la Tabla 9 se observa el andlisis del alineamiento multiple de la
secuencia de aminoacidos de la proteina MSA-2B de los 13 aislados mexicanos,
se muestran solo los sitios en donde los aislados cambian de aminoacido en la
misma posicion 3 o hasta 4 veces, por ejemplo en la posicion 183 algunos
aislados tienen al aminoacido alanina, otros tienen serina, uno tiene prolina, y en'

otro grupo hay un gap o una delecion.
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Tabla 9. Posiciones hipervariables de la proteina MSA-2b

Aislado

Mo7
Chiapas 1
RAD
Tabasco
Tamaulipas]
Jalisco
Meéxico
Veracruz 2
Chiapas 2
Guerrero
Nayarit
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El perfil de hidrofobicidad para la proteina MSA-2b (Figura 25) indica la

variabilidad de esta proteina, las distintas longitudes de la misma, las regiones

conservadas y las que varian. Como proteina de superficie, ésta se ancla a la

membrana con un dominio hipotético de glicosilacion reportado anteriormente

(Berens et al., 2005). En la figura 25, se observa este sitio en una misma posicion

(161-164) en los grupos 1y 3 de los aislados representativos, el representante del

grupo 2, también presenta un sitio de glicosilacion pero en otra posicion (165-168).

En los 13 los perfiles de hidrifobicidad se aprecia la conservacion del extremo

amino y en el extremo carboxi-terminal.
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Figura 25. Perfil de hidrofobicidad de la proteina MSA-2b. Ademas de observar el
perfil de hidrofobicidad de los tres grupos representativos de la proteina MSA-2b,
también se puede observar la longitud de la proteina predicha para cada uno de
estos grupos. El grupo representado por el aislado Mo7 en verde cuenta con 226
aa. El grupo representado por el aislado México tiene 215 aa, y el grupo
representado por el aislado Veracruz 1, cuenta con 202 aa, asi como el motivo de
glicosilacion de cada uno de los grupos.

La tabla 10 fue generada con el analisis del alineamiento multiple de las
secuencias predichas de la proteina MSA-2c, en donde se indica la region variable
de la proteina. La proteina como ya se ha visto a lo largo del trabajo, es la mas
conservada de la familia. En ésta tabla se presentan las posiciones en donde
- existe una sustitucion de 3 aminoacidos en la misma posicion.

\
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Tabla 10. Posiciones hipervariables de la proteina MSA-2c

148 195 202 205 218
MO7 K R A N i3
Chiapas 1 K R A N fil
Chiapas 2 K T \Y% D A
Guerrero D T F E P
Veracruz 1 D T A D R
Jalisco D T i D P
México K I A D A
Quintana Roo N R A N T
RAD K I A D A
Tamaulipas | K I A D A
Tabasco K I A D A
Navarit D R A N P
Tamaulipas 2 D R A N P
Veracruz 2 D R A N P

La figura 26 muestra el perfil de hidrofobicidad de tres aislados
representantes (Mo7, Veracruz 1 y Chiapas 1) de la proteina MSA-2C. En la
grafica se aprecia el empalme de los tres aislados representativos, en donde la
mayor parte de la proteina es hidrofilica, y la region hidrofébica esquematizada
con un pico, conservada en los tres aislados. En la figura también se muestran los
sitios de glicosilaciéon, que se encuentran antes de la region variable muy

conservados.
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Figura 26. Perfil de hidrofobicidad para la proteina MSA-2c. Ademas de observar
el perfil de hidrofobicidad de los tres grupos representativos de la proteina MSA-
2C, se muestran los motivos de glicosilacion de cada uno de los grupos.
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DISCUSION DE RESULTADOS:

En este trabajo se llevo a cabo el andlisis de las relaciones filogenéticas
existentes entre 13 aislados de Babesia bovis de distintas regiones de la republica
mexicana y otras regiones del mundo, utilizando las secuencias del gen ssrRNA, y
de los genes msa-1, msa-2b, msa-2c, cuyos productos se encuentran ubicados en
la membrana del parasito, pertenecen a la familia variable de antigenos de
superficie del merozoito, mismos que tienen la funcion de participar en el proceso
de invasion al eritrocito.

En el 2002 en Argentina se realizo un andlisis filogenético de la familia
vmsa en donde se sugiri6 como gen ancestral de la familia a msa-1
(Florin-Christensen et al 2002). Sin embargo, a la fecha, en México no se han

realizado trabajos filogenéticos.

Disefo de oligonucleoétidos:

Para el presente trabajo se disefiaron iniciadores especificos para cada
uno de los genes. El gen ribosomal que codifica para la subunidad pequena 18s
de Babesia bovis, ssTRNA, se propuso como marcador evolutivo, porque durante
la evolucion ha sido uno de los genes mas conservados. Este gen tiene 1621 pb
pero solo se amplifico la region hipervariable descrita asi por Gubbels et al., 1999.
El gen es sumamente conservado y debido a que se propuso inicialmente
determinar las relaciones filogenéticas entre aislados muy cercanos, se eligid la
region hipervariable. Ademas, anteriormente se habian publicado trabajos
filogenéticos utilizando esta region para discriminar entre especies, obteniendo
resultados satisfactorios (Egea et al., 1996; Ellis et al., 1993; Ellis et al., 1992;
Reddy et al., 1991; Reddy et al., 1992; Gozar et al., 1995; Gozar et al., 1993;
Dalrymple et al., 1992; Shin-Hyeong et al., 2002). Debido a ésto se disenaron
oligonucleétidos para obtener un fragmento de 604 pb. Sin embargo, y como se
discutira mas adelante, aparentemente esta region no fue suficiente para el
analisis filogenético, el filograma generado con las secuencias de este gen resultod

poco informativo.

70



Para el disefio de oligonucledtidos para la amplificacion del gen msa-2b
inicamente se tomo en cuenta la region variable. El gen completo cuenta con 905
pb, este gen al derivarse de una duplicacién en algun momento de su evolucion
(Florin-Christensen et al., 2002) es muy parecido a los genes msa-2as y msa-2a;
e idéntico en la region 3’y 5', de tal manera que se realizaron varios alineamientos
y andlisis BLAST para asegurar que los oligonucleotidos fueran especificos, y

amplificar exclusivamente la region deseada.

Amplificacion de genes:

La amplificacién de los tres genes (msa-2b, msa-2¢ y ssrRNA) para algunos
aislados se obtuvo con facilidad, pero en la mayoria se present6 alguna dificultad,
como los que a continuacion se describen:

Las muestras de sangre infectada de algunos aislados de campo,
presentaron poca parasitémia (Guerrero, Jalisco, Nayarit), lo que dificulté la
amplificacion de los genes, en estos casos se utilizé otro método alterno de
extraccion (columna de silica gel) para optimizar y obtener DNA suficiente para
lograr la amplificacion.

En otros aislados (Tamaulipas 1, Quintana Roo, Veracruz 1) no se lograba
amplificar debido probablemente a contaminantes que inhibian la reaccién, por lo
que se modifico el protocolo, realizando extracciones adicionales con
fenol/cloroformo.

En los aislados de Quintana Roo y Tamaulipas 1, a pesar de que la sangre
infectada ya estaba disponible de forma criopreservada, no se logro la
amplificacién hasta que posteriormente se recuperd mas sangre infectada con el
pase en un bovino inmunodeprimido, permitiendo elevar la parasitémia y asi
obtener la extraccién de ADN genémico de B. bovis a partir de estos aislados.

La amplificacion de los genes de los aislados de Jalisco y Nayarit, también
presento dificultad, pues a pesar de haberse obtenido DNA de las muestras y
amplificado los genes ssrRNA y msa-2c, el gen msa-2b no se logré amplificar,!

quiza por degradacion de la molécula, ya que la amplificacion de este gen no se

71



realizd el mismo dia, por lo que se volvié a realizar la extraccion con sangre

infectada recién colectada de la zona.

Clonacion:

El proceso de clonacion se realizo, para los tres genes (msa-2b, msa-2¢
ssrRNA) de los 13 aislados mexicanos. Posteriormente se efectué una digestion
enzimatica con la enzima Eco RI, con la finalidad de verificar la presencia del
inserto.

La digestion enzimatica realizada con los genes msa-2c y ssrRNA siempre
dieron como resultado, el inserto del tamaiio esperado, pero las digestiones
enzimaticas obtenidas con el gen msa-2b, en su mayoria se detect6 un sitio Eco
RI adicional, aproximadamente ubicado a la mitad del inserto (Jalisco, Nayarit,
Quntana Roo, Guerrero, Chiapas 2, Tamaulipas 2, Tamaulipas 1, México,
Veracruz 2, Veracruz 1) (Figura 10).

Posteriormente, se observé que la secuencia cuenta con varias deleciones,
e incluso se verifico la variabilidad de tamafio en cada uno de las secuencias. Se
observaron tres distintos tamafos de secuencia de acuerdo a la presencia de
deleciones: las que no tienen delecion cuentan con 684 pb, las que cuentan con
una delecion tienen 648 pb, y las que tienen una delecion mayor contienen 609
pb.

La variabilidad presente en este gen se observé parcialmente con la
digestion enzimatica, y por lo que podria ser util para discriminar cepas o aislados
en la republica mexicana: ya sea por el tamafo del amplicon mediante PCR y
visualizacion en un gel de agarosa, o con un analisis de restriccion enzimatica con

la enzima Eco RI.
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Alineamientos multiples:

Se realiz6 el analisis y edicion de las secuencias para cada uno de los tres
genes (msa-2b, msa-2c y ssrRNA) de los 13 aislados mexicanos. Se secuenciaron
2 clonas distintas para cada aislado con oligonucleétidos sentido y antisentido,
hasta obtener una clona representativa del aislado o region.

Para la mayoria de los aislados fue relativamente facil decidir cual clona
seria la representativa. Pero cuando se realizaron los alineamientos con el gen
msa-2c para los aislados de Quintana Roo, Tamaulipas 2y Chiapas 1, ésto no fue
posible, ya que se detectaron varias diferencias entre las 2 clonas secuenciadas,
por lo que se decidi6 secuenciar una tercer clona y asi poder determinar la
secuencia representativa del aislado.

Posteriormente se buscaron y seleccionaron secuencias previamente
reportadas en el Genbank correspondientes a aislados de otras regiones del
mundo y se alinearon con las obtenidas en este trabajo. Algunas de las
secuencias reportadas principalmente en Australia fueron obtenidas a partir del
locus publicado como msa-2a/b (Berens et al., 2005). Para obtener solo la region
o gen correspondiente deseada, se realizaron alineamientos con las secuencias
mexicanas obtenidas, en especial con el gen msa-2b. También se utilizaron las
secuencias de 13 aislados mexicanos para el gen msa-1, obtenidas en el mismo
laboratorio.

Se obtuvieron un total de 30 secuencias para el gen msa-2b; 30 secuencias
para el gen msa-2c; 31 secuencias para msa-1 y 19 secuencias para el gen
ribosomal. Se realizaron alineamientos multiples utilizando una serie de
programas (Vector NTI, Bio Edit y MEGA 3.1) y se incluyeron modificaciones
manuales para los genes msa-2b y ssrRNA, con el fin de obtener un mejor
alineamiento.

El alineamiento obtenido a partir de los genes msa-2c y region hipervariable
del gen ribosomal muestra una homologia elevada, como era de esperarse, con
una identidad del 88.7% y del 94%, respectivamente. El gen ribosomal se ha
sugerido como marcador evolutivo, ya que los cambios son constantes, y el gen

msa-2c se habia reportado como un gen con un alto indice de conservacion.



En los alineamientos realizados con las secuencias de los genes msa-2b'y
msa-1, se observd una heterogeneidad muy alta. Incluso, las secuencias
obtenidas para el gen msa-2b variaron en longitud (684pb, 648pb y 609pb para
tres grupos de aislados obtenidos), debido a inserciones o deleciones detectadas
en las mismas, ésto originado quiza por la facilidad de variacion que presentan
estos genes en respuesta a la presién del sistema inmune.

Algunos patogenos a lo largo de la evolucion han desarrollado diversos
mecanismos para evadir la respuesta inmune y pasar inadvertidos. Uno de los
mecanismos es el mimetismo molecular, el microorganismo sintetiza moléculas
antigénicas semejantes a las proteinas del hospedero, estrategia que aprovecha
la tolerancia del sistema inmune (Regueiro et al., 2004).

Otro mecanismo es a través de la via del complemento a varios niveles: el
péptidoglicano del parasito impide el acceso al Complejo de Ataque a la
Membrana (MAC), sus proteinas M se unen al fibrinégeno y la albumina, las H se
unen a la IgG para impedir que active al C1y su peptidasa de Cbha degrada esta
proteina quimiotactica impidiendo que atraiga a los neutréfilos (Regueiro et al.,
2004).

Por otra parte, algunos patégenos presentan moléculas de superficie poco
inmunogenicas, como la proteina de 35 kDa de Treponema pallidium (Schouls et
al., 1991).

Pero sin duda el mecanismo que mas se ha estudiado es la variabilidad
antigénica, lo utilizan varias organismos como Neisseria meningitidis y N.
gonorrhoeae, estos parasitos presentan genes multicopia que codifican para
proteinas antigénicas que se pueden expresar de forma aleatoria (Regueiro et a.,
2004). ElI genoma de Trypanosoma brucei, puede codificar para 1000
glicoproteinas superficiales antigénicamente distintas (VSGs), producto de
recombinacion homéloga llevada por la proteina RAD51 (Proudfoot et al., 2005).

En Plasmodium vivax también se han descrito mecanismos para evadir al
sistema inmune, como la recombinacién intragénica presente en la proteina MSP-
3a descrita en Tailandia, parcialmente responsable de la diversidad genética del

organismo (Pays, 2006; Dzikowski et al., 2006; Mascorro et al., 2005).
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En Babesia bovis este mecanismo se ha estudiado en la familia de genes
vesa que codifican para antigenos de superficie; se ha propuesto que la proteina
VESA 1 es producto de la recombinacion a partir de segmentos aparentemente
transponibles, generando formas tan variables incluso de generacion en
generacion. (Dzikoswski et al., 2006). Estos genes se sabe son sumamente
variables, pero hasta la fecha no se han descrito los mecanismos de variacion.

Posiblemente las proteinas de la membrana del merozoito (MSA-2b, MSA-
2c, MSA-1) de Babesia bovis utilizan mecanismos similares para evadir la
respuesta inmune, propiciando variaciones en la secuencia primaria como los que
se observan en las figuras 15y 16.

Aunque no podemos descartar los cambios evolutivamente descritos que
pueden deberse a transiciones, transversiones, o por deleciones/inserciones al
azar, estas variaciones, evolutivamente podrian presentarse como ventaja para el
parasito (Futuyma et al., 2003).

En el analisis de secuencias de proteinas predichas para el gen msa-2b se
localizaron regiones variables y regiones conservadas (Berens et al., 2005). Estas
regiones se proponen como puntos relacionados con la recombinaciéon de los
genes de la familia de antigenos variables de la superficie del merozoito.

Las variaciones observadas en el presente trabajo (delecion e insercion de
fragmentos en la secuencia primaria) seguramente se originaron con el propdsito
de evadir al sistema inmune del hospedero para la sobrevivencia del parasito, a
partir de una region recombinante antes descrita por (Berens et al., 2005), y por
(Brown et al., 2006). Sin embargo, hace falta estudiar los procesos que dan lugar
a la variabilidad de estos genes en B. bovis.

En general, se sabe poco de la biologia y evolucién de los parasitos pero se
ha propuesto, de acuerdo a la teoria molecular, que hay ancestros con una cierta
combinacion de dominios estructurales y funcionales conservados que le confieren
alguna ventaja a los parasitos, por lo que los grupos o secuencias estrechamente
relacionadas tendran arreglos o dominios semejantes, de este modo se pueden'

proponer ancestros hipotéticos de distintos tipos de parasitos (Brian et al., 2003).
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Filogramas:

A partir de los alineamientos de las secuencias de los genes msa-1, msa-
2b, msa-2c y ssrRNA, se construyeron filogramas o arboles filogenéticos. Con
cada uno de los métodos de reconstruccion filogenética (Distancias, Maxima
Parsimonia y Maxima Verosimilitud), con el programa PHYLIP 3.6 y con el
programa MEGA 3.1, sin observarse diferencias estadisticamente significativas
entre las distintos métodos. En general, se conserva la misma topologia en los
flogramas generados, entre los distintos métodos y entre los dos programas
utilizados; en la mayoria de los casos se presentd una alta consistencia entre
ellos.

La evaluacion de los arboles se efectud calculando el valor de remuestreo
con el programa BOOTSTRAP con 1000 réplicas en cada uno de los arboles.
Después de analizar todos los resultados se concluyé que los arboles generados
por cualquiera de lo métodos tienen una alta similitud; sin embargo, el método de
Maxima Parsimonia toma en cuenta caracteres individuales, reflejando la
verdadera historia evolutiva (Eguiarte et al., 1999), por lo que se decidi6 presentar
solo los filogramas generados por este método.

El método de maxima parsimonia metodolégicamente consiste en buscar
los arboles evolutivos mas cortos posibles, este principio alude a la hipotesis
evolutiva mas probable que implique menos cambios, ya que la naturaleza tiende
siempre a la simplicidad, maxima que le da robustez al andlisis (Futuyma 1997).
Sin embargo dadas las caracteristicas de consistencia entre los métodos, en
realidad se pudo haber mostrado cualquiera de los arboles elaborados.

Algunos autores consideran que el método de maxima parsimonia es un
método superior a los métodos de distancia, al utilizar la informacion individual de
cada uno de los caracteres y no condensarla en un solo valor de distancia, lo que
algunas veces provoca sesgos en el andlisis (Eguiarte et al., 1997). Pero en este
caso los valores obtenidos en ambos métodos fueron muy similares.

En los filogramas obtenidos con las secuencias de los genes msa-2b y!
msa-2c, en general se observa un mismo patrén de distribucion filogenético. Se

puede observar una division clara entre los aislados pertenecientes al continente
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americano y los del continente australiano, resultado quizd de la barrera
geografica maritima o la distancia de varios miles de kilometros.

El analisis en general también nos indica que se podria sugerir que las
secuencias de Babesia bovis obtenidas de los aislados americanos pudo
originarse de alguno de los aislados australianos, quiza por alguna importacion de
ganado bovino en el pasado, proponiendo como grupo origen a los aislados
australianos. Consecuentemente el movimiento del ganado por el comercio a nivel
mundial, determina el origen del parasito, sin dejar de considerar la escasez de
secuencias para los genes en estudio procedentes de aislados de otras regiones
del mundo.

El filograma obtenido con el gen msa-2b forma dos grandes ramas, en
donde se separan los grupos australianos de los americanos. De la primera rama
se desprende otro grupo australiano del que deriva el grupo americano. De la
rama en donde se agrupan los aislados americanos, se separan tres grupos
generados por la presencia de deleciones o inserciones en la secuencia primaria
de algunos aislados, y detectada en el alineamiento miltiple de las secuencias
(Figura 12). Dos de los grupos generados estan relacionados con un aislado
argentino (R1A), y el otro grupo relacionado con un aislado texano (T2Bo). La
relacion mostrada entre estos grupos podria sugerir su posible caracter ancestral
para este gen, probablemente generado por los intercambios comerciales dados
entre estos paises.

El filograma obtenido con las secuencias del gen msa-2c, permite resolver
los dos clados generados con el gen msa-2b; el clado americano y el clado
australiano, con un grado estadisticamente significativo, ademas de sugerir de
igual manera a las secuencias australianas como grupo ancestral.

El andlisis del filograma realizado con las secuencias del gen msa-1 indica
como posible grupo origen a los aislados argentinos, ya que esta rama cuenta con
una consistencia aceptable, no es asi para el resto del arbol. Existe una
separacion poco consistente en donde se desprende el resto de las secuencias!
americanas de todas las secuencias australianas, excepto por el aislado Veracruz

1 el cual podria indicar la ruta de entrada a México, pues el aislado se obtuvo de
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una zona ubicada en la costa del Golfo de Mexico. Sin embargo, en general los
datos de robustez en las ramas son muy bajos, por lo que este filograma es poco
informativo.

El filograma generado a partir de la region hipervariable de la subunidad
pequefia del gen ribosomal (Figura 20), fue estadisticamente poco significativo. En
general las secuencias se agrupan de manera muy parecidas. El analisis no logra
distinguir las diferencias entre un aislado y otro, agrupa a la secuencia europea
(Bbcow) junto con dos aislados mexicanos y a uno de los aislados del sur de
Africa con la secuencia China y con el resto de los aislados mexicanos. Debido a
ésto el arbol no nos da informacion confiable. El origen australiano, se mantiene,
con la secuencia australiana (M87). Sin embargo, nuevamente de manera general
se puede concluir que este filograma es poco informativo.

Los filogramas obtenidos a partir de las secuencias del gen ssrRNA
proporcionaron poca informacion debido quiza a la alta conservacion de este gen
(94%). Existen reportes de que se necesita una variabilidad “media” (Eguiarte et
al, 1999) para realizar andlisis filogenéticos. Por lo tanto debido a la alta
conservacion del gen ssrRNA y a la baja variabilidad del gen msa-1 (47.7%), los
arboles generados no proporcionan la informacion requerida.

Trabajos realizados con Anaplasma marginale proponian a los genes de
superficie msp-4 y msp-1a como candidatos para realizar trabajos de filogeografia
(de la Fuente et al., 2003), pero al paso del tiempo y de hacer mas trabajo
experimental determinaron que la variabilidad del gen msp-1a era muy alta para
realizar fildgeografia y solo el gen msp-4 fue util para este tipo de estudios
filogenéticos (de la Fuente et al., 2005).

La relacion filogenética que se encontro entre aislados de Texas y de
Argentina pude sugerir las rutas de intercambio comercial de bovinos que existen
o que existieron en el pasado; rutas de intercambio comercial que no estan
documentadas en México y que probablemente han sido responsables del
establecimiento de la Babesiosis en México. Esto podria ser prueba de la poca

vigilancia que existio o existe a nivel frontera en cuanto a las enfermedades de los
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bovinos adquiridos de otros paises, control que es necesario optimizar tanto para

el control de la Babesiosis como para otras enfermedades.

Genotipificacion:

La diversidad entre las secuencias de aminoacidos mostrada en el
alineamiento muiltiple y respaldada por el analisis filogenético dio pauta para la
genotipificaciéon de B. bovis a partir de las proteinas MSA-2b y MSA-2c predichas.
Esta diversidad arrojo 5 y 2 genotipos, respectivamente, por cada gen a nivel
mundial. MSA-2c soélo logra diferenciar a los aislados americanos de los
australianos y MSA-2b ademas de la diferenciacion a nivel continental, también
logra identificar tres genotipos mexicanos, generados a partir de presencia de la
delecion o insercion detectadas en las secuencias estudiadas y respaldados por el
analisis filogenético. La propuesta de agrupacion de tres genotipos mexicanos fue
determinada por la delecion o insercion detectada en los alineamientos. Este
caracter se conserva dentro de los grupos formados y dado que se encontr6 en la
secuencia de una proteina variable de la superficie es probable que esta
distribucion que hoy se encontrd varié con el tiempo, como se observé con los
genotipos del virus de la Estomatitis Vesicular del ganado, en donde han
observado que los genotipos cambian cada 8 afos aproximadamente (Rodriguez
et al., 1996).

En total, se proponen 7 genotipos diferentes generados por dos genes de
superficie para caracterizar los aislados de B. bovis. Las diferencias encontradas
fueren determinadas a partir de los alineamientos realizados. Se buscaron
agrupamientos conservados de substitucion en distintos aminoacidos en
determinada posicion, pero los cuales se repitieran constantemente entre los
grupos.

La genotipificacién de los organismos es elemental, pues permite clasificar
a las diferentes cepas o aislados a nivel regional o determinar el origen o la ruta
de migracién o movimiento comercial del hospedero de B. bovis, como se ha!

realizado con el virus del dengue (Cisneros et al, 2006) y con Anaplasma
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marginale, tomando en cuenta genotipos generados a partir de regiones repetidas
en las proteinas de superficie msp-a y msp-4 (de la Fuente et al., 2003).

La genotipificacion propuesta en este trabajo, seria Util en el futuro para
correlacionar el grado de virulencia o patogenicidad del ganado infectado por
Babesia bovis de distintas regiones de México y poder prevenir algin brote de la
enfermedad. Ademas se podran utilizar como marcadores moleculares para la

tipificacion de cepas mexicanas en Babesia bovis a nivel regional o mundial.

Analisis proteico:

El analisis realizado con las proteinas deducidas de MSA-2c y MSA-2b,
confirmé el perfil de hidrofobicidad antes caracterizado por Florin-Christensen et
al., (2002), en donde determinaron que estas proteinas son altamente hidrofilicas,
con una region hidrofébica que se ancla a la membrana del parasito.

En el presente trabajo se obtuvieron los perfiles de hidrofobicidad de los
trece aislados por separado, sin embargo con la finalidad de hacer el trabajo mas
didactico, se disefd una figura en donde se observa el empalme de tres perfiles
representativos. La figura 26 muestra el empalme de tres aislados representativos
para la proteina MSA-2C con relacion a los andlisis filogenéticos, en los que se
obtuvieron tres grupos de los cuales se tom6 un aislado representativo de cada
grupo (Mo7, Veracruz 1y Chiapas 1). En términos generales, la figura revelé que
se conserva el perfil en la mayoria de los aislados mexicanos; De igual manera
fue posible determinar la region de mayor variabilidad (Figura 26).

La figura 25 muestra el empalme de tres aislados representativos de los
aislados mexicanos (Veracruz 1, México y Mo7), de los grupos obtenidos en el
analisis filogenético para la proteina MSA-2b. En la misma figura 25 se muestra el
posible sitio de recombinacion propuesto por Florin-Christensen et al., (2002). Se
distinguen, también, la regién de mayor variabilidad, la cual se encuentra entre las
posiciones 157 y 200 de los residuos de aminoacidos, la cual, en comparacion con
la proteina MSA-2c, es mayor; y los dominios de glicosilacion, los cuales
aparentemente le confieren a la proteina el anclaje a la membrana del parasito. La

proteina MSA-2C cuenta con dos dominios de glicosilaciéon en las posiciones 34-
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37 y 97-100. Estas posiciones estan conservadas en los 13 aislados estudiados
(Figura 26).

Para la proteina MSA-2b sélo se obtuvo un dominio de glicosilacion en la
posicion 161-164 para el grupo 1y el grupo 3, mientras que en el grupo 2 el sitio
del dominio esta ligeramente desfasado en la posicion 164-168, posiblemente por
las diferencias de longitudes detectadas desde la secuencia primaria. Pese a ésto,
la proteina sigue conservando los dominios mas importantes para un supuesto
adecuado funcionamiento.

Con el andlisis filogenético obtenido a través de las secuencias de genes
(msa-2b, msa-2c, msa-1'y ssrRNA) de aislados mexicanos de Babesia bovis fue
posible obtener grupos evolutivamente relacionados a partir de clados generados
de los arboles filogenéticos, proponiendo el primer andlisis filogenético con
Babesia bovis. Asi como también la obtencion de genotipos sugeridos para la
clasificacion de la Babesiosis y los aislados o cepas presentes en la enfermedad,
acierto relevante, ya que es la primera aproximacion para tratar de genotipificar al
organismo, datos que posteriormente podrian ser Utiles para correlacionar al
genotipo del parasito con respecto a su patogenicidad y abrir otra alternativa para

el control de la enfermedad.
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CONCLUSIONES:

Los alineamientos realizados con los genes msa-2b, msa-1, msaz-c y
ribosomal de Babesia bovis, sugieren una homologia consenso de 72.3% para €l
gen msa-2b; 47.7% para el gen msa-1; de 87.7% para el gen msa-2c y de 94%
para el gen ssrRNA.

Los alineamientos realizados con las secuencias de las proteinas predichas
de MSA-2B presenta el 63.2 % de homdloga consenso, a diferencia del 81.1%.en

MSA-2C.

El analisis filogenético sugiere que los aislados se agrupan en clados de

acuerdo a su origen: Americano o Australiano.

El arbol filogenético realizado a partir del gen msa-2b mostré mayor grado
de certeza y de robustez en sus ramas a diferencia de los arboles obtenidos con

los genes msa-2c, msa-2b, msa-1y ssrRNA.

A partir del analisis filogenético y de los alineamientos de aminoacidos se

determinaron 7 genotipos de B. bovis:

. Con MSA-2b se logaron determinar 5 genotipos.

. Con MSA2-c se determinaron 2 genotipos.

Al utilizar estos genes no fue posible relacionar la evolucién con la distancia

geografica en los aislados mexicanos.

La variacion de las secuencias puede ser el resultado de la presion!
evolutiva diferencial entre los genes de superficie (msa-1, msa-2b y msaZ2c), o

resultado del movimiento, debido al comercio del ganado bovino.



PERSPECTIVAS:

En este trabajo se llevo a cabo un andlisis filogenético con las secuencias
de los genes de la familia de antigenos variables de la superficie del merozoito, los
cuales son relevantes en el proceso de invasion al eritrocito.

A partir de este analisis se detectaron genotipos o marcadores genéticos
especificos para aislados de distintas regiones del mundo ya que anteriormente no
se contaba con una clasificacion de estos parasitos.

Ademas de obtener grupos de aislados dentro de nuestro pais con un
elevado porcentaje estadisticamente significativo, las cuales se podrian describir

como rutas de comercio ganadero.

Dada la importancia descrita anteriormente resulta conveniente el continuar
con esta linea de investigacion, colocando particular énfasis en la realizacion de

experimentos tales como:

. La discriminacion de cepas o aislados mexicanos a partir de los genotipos

obtenidos a partir del gen msa-2b.

. Los genotipos mexicanos se podran correlacionar con la patogenicidad del

parasito para lograr un control mas eficiente de la enfermedad.

. Realizar estudios de variabilidad genética de B. bovis dentro de un mismo
individuo infectado, o entre poblaciones animales de un mismo hato, de distintos

ranchos en regiones productoras de bovinos.

. Realizar un andlisis filogenético de la estructura tridimensional de las

proteinas MSA-1, MSA-2b y MSA-2c, para relacionarla con la funcion. !
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