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Resumen   
 

Las proteínas tipo adhesinas son usadas por parásitos del género Plasmodium para unirse 

e invadir sus células diana. Por lo tanto, caracterizar las moléculas que participan en la 

interacción con los reticulocitos humanos es un punto clave para entender la base 

molecular del mecanismo de invasión utilizado por el parásito Plamodium vivax. Este 

estudio describe por primera vez la caracterización y la actividad de unión a reticulocitos 

del homólogo al Antígeno de Micronemas con Anclaje a GPI de Plasmodium falciparum 

(PfGAMA del inglés, GPI-Anchored Micronemal Antigen) en la cepa VCG-I de P. vivax.  

El gen pvgama se transcribe en esquizontes de la cepa VCG-I de P. vivax, codifica para una 

proteína de 771 aa la cual está compuesta de un péptido señal, una secuencia de anclaje a 

GPI y una región repetitiva exclusiva de la especie. PvGAMA se expresa en esquizontes 

maduros, presenta un patrón de localización apical y desencadena una respuesta 

antigénica durante una infección natural por P. vivax. Dos regiones conservadas de la 

proteína presentan actividad de unión a reticulocitos con fenotipo duffy Fya-Fyb+.  

Este estudio describe la caracterización funcional y antigénica de GAMA en P. vivax. La 

proteína es altamente antigénica y está compuesta por dominios de unión que interactúan 

con reticulocitos humanos. Estos hallazgos sugieren que PvGAMA tiene un importante 

papel como adhesina en merozoitos de P. vivax. 

Palabras claves: proteínas de adhesión, Plasmodium vivax, caracterización, unión a 

reticulocitos.   
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Abstract.  

 

Adhesin proteins are used by Plasmodium parasites to bind to and invade target cells. 

Hence, characterizing such molecules or part of them participating in human reticulocyte 

interaction is a key point for understanding the molecular basis of Plasmodium vivax 

mechanism invasion. This study thus describes for the first time the characterization and 

the reticulocyte binding activity of the new homologous protein to Plasmodium falciparum 

GPI-Anchored Micronemal Antigen in the Plasmodium vivax VCG-I strain. 

The pvgama gene was transcribed in P. vivax VCG-I strain schizonts, encoding 771 amino 

acids which include a secretion signal, a GPI-anchor site and a repeat region exclusive to 

the species. PvGAMA was expressed on mature schizonts, had an apical localization pattern 

and could trigger an antigen response during natural infection. Two conserved regions of 

the protein displayed reticulocyte binding activity to cells having the Fya-Fyb+ duffy 

phenotype.  

This study describes the functional and antigenic characterization of GAMA in P. vivax. The 

protein is highly antigenic and is composed of binding domains that interact with human 

reticulocytes. These findings suggest that GAMA plays an important role as adhesin in 

merozoites of P. vivax. 

Key words: adhesion proteins, Plasmodium vivax, characterization, reticulocyte binding. 



VII 
 

 

Contenido 
Pág 

 

Resumen ............................................................................................................................................ V 

Lista de figuras ................................................................................................................................. IX 

Lista de tablas ................................................................................................................................... X 

Lista de abreviaturas ....................................................................................................................... XI 

Introducción .................................................................................................................................... 13 

1. Hipótesis ...................................................................................................................................... 17 

2. Objetivos ...................................................................................................................................... 17 

3. Marco Teórico ............................................................................................................................. 19 

3.1. La malaria ............................................................................................................................. 19 

3.2. Ciclo de vida de Plasmodium .............................................................................................. 21 

3.2.1 Fase eritrocítica ............................................................................................................. 23 

3.2.3 Mecanismos y fases de la invasión ............................................................................... 28 

3.3. Candidatos a vacuna en P. vivax ......................................................................................... 33 

3.4. Vacunas contra la malaria ................................................................................................... 35 

4. Materiales y métodos ................................................................................................................. 37 

4.1. Tipo de investigación .......................................................................................................... 37 

4.2. Análisis bioinformático, diseño de cebadores y péptidos sintéticos. .............................. 37 

4.3. Aislamiento y enriquecimiento de esquizontes de P. vivax ............................................. 38 

4.4. Extracción de material biológico ........................................................................................ 38 

4.5. Clonación y secuenciación .................................................................................................. 39 

4.6 Análisis de polimorfismo de PvGAMA ................................................................................ 40 

4.7. Expresión y purificación de los fragmentos recombinantes ............................................ 41 



VIII 
 

4.7.1 Extracción denaturante ................................................................................................ 41 

4.7.2 Extracción en condiciones no detaturantes ................................................................ 42 

4.7.3 Purificación de las proteínas ........................................................................................ 42 

4.8. Obtención de anticuerpos policlonales .............................................................................. 43 

4.9. Western blot de las proteínas recombinantes y del parásito .......................................... 44 

4.10. Localización de la proteína por Inmunofluorescencia indirecta (IFI). ......................... 44 

4.11. Colección y procesamiento de muestras de sangre ........................................................ 45 

4.12. Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) ............................................... 45 

4.13. Procesamiento de muestras de sangre de cordón umbilical ......................................... 46 

4.14. Ensayo de unión a reticulocitos humanos ....................................................................... 46 

4.15. Análisis estadístico ............................................................................................................ 47 

5. Resultados ................................................................................................................................... 49 

5.1. Identificación in silico de proteínas relacionadas con la invasión de P. vivax ............... 49 

5.2. El gen pvgama se transcribe en esquizontes de la cepa VCG-I de P. vivax ...................... 51 

5.3. PvGAMA se expresa en esquizontes maduros y se localiza en el polo apical del parásito.

 ..................................................................................................................................................... 51 

5.4 Diversidad genética y señales de selección en el antígeno GAMA .................................... 52 

5.5. PvGAMA es antigénica durante una infección natural por P. vivax ................................. 53 

5.6. PvGAMA se une a reticulocitos humanos. ......................................................................... 56 

6. Discusión ..................................................................................................................................... 61 

7. Conclusiones ............................................................................................................................... 67 

8. Perspectivas ................................................................................................................................ 69 

9. Aspectos éticos ........................................................................................................................... 71 

9.1 Consentimiento informado .................................................................................................. 71 

9.2 Manejo y regulaciones para el cuidado animal .................................................................. 71 

10. Anexos ....................................................................................................................................... 73 

11. Referencias ............................................................................................................................... 89 

 

 

 



IX 
 

 

Lista de figuras  
 

Pág. 

Figura 3-1. Distribución global de la malaria causada por especies del género Plasmodium. . 20 

Figura 3-2. Ciclo de vida de Plasmodium. ..................................................................................... 23 

Figura 3-3. Estructura del merozoito ............................................................................................ 25 

Figura 3-4. Identificación de GAMA en P. falciparum. ................................................................. 28 

Figura 3.5. Fases de la invasión al glóbulo rojo ............................................................................ 29 

Figura 3-6. Fases de la invasión a reticulocitos por P. vivax. ...................................................... 32 

Figura 3-7. Candidatos identificados en P. falciparum y P. vivax. .............................................. 34 

Figura 5-8. Caracterización de PvGAMA ....................................................................................... 50 

Figura 5-9. Ventana deslizante de índice ω .................................................................................. 53 

Figura 5-10. Amplificación por PCR de los fragmentos de GAMA. ............................................. 54 

Figura 5-11. Detección de las proteínas recombinantes. ............................................................ 54 

Figura 5-12. Antigenicidad de PvGAMA durante una infección natural por malaria. ............... 55 

Figura 5-13. Obtención de las regiones conservadas y variables de PvGAMA en su forma 

soluble. ............................................................................................................................................ 56 

Figura 5-14. Análisis de citometría de flujo. ................................................................................. 57 

Figura 5-15. Actividad de unión de PvGAMA a reticulocitos humanos. ..................................... 58 

 

 

 

 

 

 

 

 



X 
 

 

Lista de tablas 
Pág 

Tabla 4-1. Fragmentos recombinantes de GAMA. ....................................................................... 39 

Tabla 4-2. Epítopes lineales de células B diseñados de acuerdo al análisis de ANTHEPROT. . 43 

 

 

 



XI 
 

 

Lista de abreviaturas 
 

 

Abreviatura  Término  
GPI Glicosilfosfatidilinositol 
EDTA Ácido Etilendiaminotetraacético. 
VCG-I Vivax Colombia Guaviare – I (Cepa de P. vivax)  
Sal-I Salvador – I (Cepa de referencia de P. vivax) 
PE R-ficoeritrina 
APC Aloficocianina 
rPvGAMA GAMA de Plasmodium vivax recombinante  
RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa – 

transcriptasa reversa. 
SDS-PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con 

Dodecilsulfato Sódico. 
DS Desviación estándar  
DAPI DAPI: Diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ARN Ácido ribonucleico 
ADNg ADN genómico 
ADNc  ADN complementario 

 



12 Identificación y caracterización de PvGAMA en la cepa VCG-I de P. vivax 
 

 

 

 

 

 



13 
 

 

Introducción  

La malaria es una de las enfermedades infecciosas de mayor importancia en salud pública, 

debido a las altas tasas de mortalidad que genera, principalmente en países en vías de 

desarrollo. Es la principal enfermedad en humanos generada por protozoos y afecta 

severamente a individuos que viven en comunidades endémicas. Esta patología es causada en 

humanos por 5 especies del género Plasmodium: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y Plasmodium knowlesi, de las cuales, P. falciparum y 

P. vivax, generan el 90% de los casos reportados en el mundo, lo que hace que su control sea 

prioritario en la agenda de salud internacional (1). 

Cerca de 3.200 millones de personas se encuentran en riesgo de contraer la infección por las 

dos especies más prevalentes causantes de malaria (P. falciparum y P. vivax). P. vivax se 

caracteriza por presentar mayor distribución geográfica y es responsable de causar alta 

morbilidad principalmente en los continentes Asiático y Americano, donde el 91% de los 

individuos en riesgo viven en el centro y sureste de Asia y el 5,5% en América (2). Se ha 

estimado que P. vivax puede generar entre 70 a 390 millones de casos anualmente (3). Aunque 

se pensaba que P. vivax era una especie que causaba malaria benigna, recientes estudios 

muestran un incremento durante los últimos años de complicaciones clínicas y muertes 

causadas por esta especie, principalmente en la India, Indonesia y Pakistán (4, 5).  

A pesar de la implementación de los mecanismos de control establecidos por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) como el uso de pesticidas, el uso de mosquiteros impregnados con 

insecticidas y los fármacos antimaláricos, éstos no han sido suficientes para controlar o 

prevenir la enfermedad (1, 6). La malaria continúa expandiéndose en gran medida por la 

resistencia que han desarrollado los parásitos a los fármacos antimaláricos (7, 8)  y los 

vectores a los insecticidas (9). Frente a este problema, varios grupos de investigación han 
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enfocado sus esfuerzos en desarrollar una vacuna, al considerarla una alternativa eficiente que 

ha demostrado ser útil en el control y erradicación de otras enfermedades infecciosas (10, 11). 

A pesar de la exhaustiva investigación, no existe en la actualidad una vacuna totalmente 

efectiva contra ninguna de las especies de Plasmodium causantes de malaria en humanos, con 

lo cual hay que continuar realizando estudios.  

Diversos trabajos han sugerido que las vacunas deben estar compuestas por aquellas proteínas 

o sus fragmentos que utilizan los agentes infecciosos para unirse a su célula diana (12). En este 

sentido, para el caso de la malaria, el conocimiento de las moléculas que expresa el parásito al 

final del ciclo de vida intra-eritrocítico, y en especial aquellas que interactúan con el glóbulo 

rojo, son las adecuadas para evaluar su utilidad como componentes de una vacuna. 

Actualmente, los esfuerzos para desarrollar una vacuna contra la malaria se han centrado 

principalmente en P. falciparum, debido a la disponibilidad de un cultivo in vitro estandarizado 

para este parásito, el cual ha permitido la identificación a gran escala de genes (13), transcritos 

(14) y proteínas (15, 16). Con base en la caracterización de estas moléculas, se ha podido 

avanzar en la determinación del rol que desempeñan algunas de ellas en el proceso de invasión 

de los merozoitos de P. falciparum a los eritrocitos; a la fecha, se han descrito varias moléculas 

tipo adhesinas localizadas en los micronemas que favorecen la adhesión e internalización del 

parásito a los eritrocitos tales como el antígeno apical de merozoito (AMA-1, del inglés Apical 

Merozoite Antigen 1), los antígenos de unión a eritrocito -175, -181, -160 y -140 (EBA, del 

inglés Erythrocyte Binding Antigen), el ligando de unión a eritrocitos 1 (EBL 1, del inglés 

Erythrocyte Binding Ligand 1), la proteína apical de merozoito relacionada a trombospondina 

(TRAMP, del inglés Thrombospondin-Related Apical Merozoite Protein) (17) y recientemente, 

el antígeno de micronemas anclado a GPI (GAMA, por sus siglas en inglés GPI-Anchored 

Micronemal Antigen) (18, 19) como también su homólogo en Toxoplasma gondii (20). Varias 

de estas moléculas son blanco de respuesta inmune y por ende, están siendo evaluadas como 

candidatas a vacuna en estudios clínicos (21).  

El antígeno de micronemas con anclaje a GPI de P. falciparum (PfGAMA) es una molécula de 

738 aminoácidos que contiene una región rica en asparagina, un péptido señal y un anclaje 

tipo GPI. Los hallazgos muestran que el gen pfgama se transcribe y traduce para una proteína 

localizada en los micronemas de los esquizontes maduros del parásito (18, 19). PfGAMA posee 

una región ubicada al extremo C-terminal de la proteína que se une fuertemente a eritrocitos 
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de manera independiente a ácido siálico (18). La antigenicidad de la proteína, dada por la 

habilidad de desencadenar una respuesta inmune frente a la infección natural por P. 

falciparum, así como la inhibición de la invasión del parásito in vitro cuando se usan 

anticuerpos contra PfGAMA generados en conejo (18), ponen de manifiesto la importancia de 

caracterizar este antígeno en P. vivax.  

Desafortunadamente, el estudio de la biología de P. vivax ha estado retrasado por las 

complicaciones que se presentan al propagar el parásito in vitro (22, 23). Debido a esta 

dificultad, nuestro grupo de investigación ha tomado un enfoque bioinformático para 

identificar in silico proteínas candidatas a vacuna en P. vivax mediante análisis comparativos, 

teniendo en cuenta las proteínas descritas de otras especies de Plasmodium. En este sentido, 

la información proveniente de estudios de genómica (24), transcriptómica (25) y proteómica 

(26, 27) de P. vivax, es útil para el análisis a gran escala de la composición de genes, transcritos 

y proteínas del parásito, lo que junto con la adaptación de cepas de P. vivax a distintos primates 

(principalmente Saimiri y Aotus) (28) ha sido de gran ayuda para la caracterización de varias 

moléculas parasitarias. En el momento de iniciar esta investigación, se habían descrito tan solo 

4 proteínas de micronemas: AMA-1, la proteína de unión a Duffy (DBP, por sus siglas en inglés 

Duffy Binding Protein) (29), la proteína de superficie de merozoito 5 (MSP-5, del inglés 

Merozoite Surface Protein-5) y TRAMP (23, 30). Además de ellas, se han descrito 12 moléculas 

que interactúan con los reticulocitos aparte de DBP como la proteína de unión a reticulocitos 

1 (RBP-1, por sus siglas en inglés Reticulocyte Binding Protein-1), la cual hace parte de la ruta 

de invasión selectiva del parásito a dicho tipo de células (31), 10 antígenos ricos en triptófano 

(TRAg, del inglés Tryptophan Rich Antigen) (32, 33) y el antígeno del cuello de las roptrias 5 

(RON5, del inglés Rhoptry Neck Antigen 5) (34). Este escenario muestra que la cantidad de 

moléculas de P. vivax que tienen un rol en adhesión celular es bajo comparado con la 

información disponible para P. falciparum, lo cual resalta que se requieren de estudios 

adicionales para suplementar el actual conocimiento de las proteínas tipo adhesinas que 

contiene el parásito.  

Basados en la importancia que tienen las proteínas de micronemas del parásito en el proceso 

de invasión y considerando las características reportadas para el antígeno PfGAMA, el presente 

estudio se centró en la identificación y caracterización del Antígeno de Micronemas con 
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Anclaje a GPI en la cepa VCG-1 de P. vivax y en la determinación de la unión a reticulocitos 

humanos.  
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1. Hipótesis  

P. vivax tiene un gen homólogo a gama de P. falciparum, el cual se transcribe y traduce para 

una molécula que se localiza apicalmente en esquizontes maduros y se une a reticulocitos 

humanos.  

 

2. Objetivos  

2.1 Objetivo General 

Identificar y caracterizar el Antígeno de Micronemas con Anclaje a GPI en la cepa VCG-I de 

Plasmodium vivax (PvGAMA) y determinar la unión a los reticulocitos humanos.  

2.2 Objetivos Específicos 

• Evaluar la presencia del gen pvgama y su transcripción en esquizontes de la cepa VCG-

I de P. vivax. 

• Determinar la expresión de la proteína GAMA y su localización subcelular en parásitos 

maduros (esquizontes) de la cepa VCG-I de P. vivax. 

• Evaluar la antigenicidad de la proteína PvGAMA. 

• Estudiar la unión de PvGAMA recombinante a reticulocitos humanos. 
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3. Marco Teórico 

3.1. La malaria  

La malaria es la enfermedad parasitaria más importante en el mundo, debido a que tiene un 

impacto global significativo en la salud humana y es prevalente en aproximadamente 100 

países (Figura 3-1); cerca de 198 millones de casos se presentan anualmente cobrando la vida 

de 584.000 personas, principalmente niños menores de 5 años y mujeres embarazadas (35, 

36). El 85% de los casos y el 95% de las muertes ocurren en los países africanos. Se estima que 

la mitad de la población mundial (cerca de 3.200 millones de personas) se encuentran en 

riesgo de contraer la infección (1).  

La enfermedad es causada por parásitos intracelulares obligados del género Plasmodium, los 

cuales hacen parte del filo Apicomplexa, orden Haemosporidia. Existen varias especies dentro 

del género que infectan reptiles, aves y mamíferos. Para el caso del humano, cinco especies son 

las responsables de causar la infección: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi. 

De estas cinco especies, P. falciparum y P. vivax son las más prevalentes a nivel mundial. A P. 

falciparum se le atribuyen las mayores tasas de mortalidad por su asociación con casos de 

malaria severa, causada por la adhesión de eritrocitos infectados a las células endoteliales. P. 

vivax posee la distribución geográfica más alta principalmente en zonas tropicales de Asia, 

Latinoamérica y el norte de África (37, 38). Aunque se pensaba que P. vivax era una especie 

causante de malaria benigna, estudios recientes muestran un incremento durante los últimos 

15 años de complicaciones clínicas asociadas con disfunción hepática, renal, anemia severa y 

malaria cerebral (39, 40). Sin embargo, las interacciones hospedero-parásito que causan este 

tipo de disfunción multiorgánica por P. vivax son desconocidas (41). P. malariae y P. ovale son 

especies que causan manifestaciones leves de la enfermedad y es común encontrarlos en 
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coinfecciones con otras especies como P. falciparum o P. vivax (35). Por su parte, P. knowlesi es 

un parásito que causa malaria en simios e infecta humanos que habitan principalmente en 

áreas boscosas del sudeste Asiático en donde residen primates del género Macaca (38). 

 

Figura 3-1. Distribución global de la malaria causada por especies del género Plasmodium. 
Las áreas rojas representan zonas de alta trasmisión, las rosadas zonas de trasmisión moderada y las 
grises sin riesgo de trasmisión o muy bajo. Modificado de: http://alpoma.net/carto/?p=483. 

En América, cerca de 112 millones de personas distribuidas en 21 países se encuentran en 

riesgo de contraer la malaria. P. falciparum es la especie responsable del 30% de los casos, 

mientras que el 70% restante es causado por P. vivax. Algunos países se encuentran en fases 

de pre-eliminación como: Ecuador, Republica dominicana, El Salvador, México y en fase de 

eliminación Argentina, Costa Rica y Paraguay. Sin embargo, países como Brasil, Colombia y 

Venezuela continúan presentado alta prevalencia, con un 77% de los casos reportados en 

América para el año 2013 (1).  

Colombia no es ajena a las infecciones por parásitos del género Plasmodium. Se estima que el 

23% de la población se encuentra en riesgo de contraer esta enfermedad con un 15% en zonas 

de alta trasmisión y un 8% en zonas de baja trasmisión (1).  

El reporte de malaria para Colombia por la OMS para el año 2016, confirmó 51.594 casos de 

malaria no complicada, de los cuales 20.637 (40%) correspondieron a P. vivax, 30.956 (60%) 

http://alpoma.net/carto/?p=483
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a P. falciparum. Con respecto a la malaria complicada, se reportaron 18 muerte  (42).  Merece 

la pena resaltar que, en los últimos años, en Colombia se han venido reportando alrededor de 

100.000 casos de malaria anualmente, y de estos, el 58,2% de los casos son confirmados para 

P. vivax. Las regiones más afectadas debido a sus condiciones climáticas y geográficas son 

Antioquia, Chocó, Córdoba, Bolívar y Amazonas, donde se reporta el 90% de los casos en el 

país (1, 42).  

3.2. Ciclo de vida de Plasmodium  

El filo Apicomplexa está compuesto por un grupo de parásitos intracelulares obligados que 

infectan reptiles, aves y mamíferos, dentro de los cuales se encuentra el agente causal de la 

malaria, Plasmodium. Este parásito se caracteriza por poseer un motor actina-miosina y un 

conjunto de organelos ubicados en las zonas apicales que se conocen como roptrias y 

micronemas, además de los gránulos densos distribuidos en el citoplasma. Estos organelos, 

contienen proteínas que son secretadas por el parásito para llevar a cabo el proceso de 

invasión a la célula hospedera (43, 44).  

El ciclo de vida de Plasmodium spp comprende dos fases: la fase sexual en un hospedero 

invertebrado (hospedero definitivo) que se lleva a cabo en mosquitos hembra del género 

Anopheles y una fase asexual que ocurre en un hospedero vertebrado (hospedero 

intermediario) (Figura 3-2). En esta última fase se pueden diferenciar dos sub-fases, una 

hepática y otra intra-eritrocítica. Es importante destacar que durante el ciclo de vida, el 

parásito experimenta diversos cambios morfológicos en su desarrollo y además hay una 

expresión diferencial de proteínas que le van a facilitar la interacción con las células diana en 

el hospedero (45, 46). 

El ciclo inicia cuando un mosquito hembra del género Anopheles se alimenta del hospedero 

sano e inocula por medio de su probóscide, formas del parásito denominadas esporozoitos que 

se encuentran en sus glándulas salivales y alcanzan el tejido cutáneo para luego avanzar hasta 

torrente sanguíneo. Los esporozoitos viajan rápidamente por el torrente sanguíneo hasta 

llegar al hígado en un tiempo estimado de 2 a 60 minutos, penetran los sinusoides hepáticos a 

través de las células de Kupffer e invaden los hepatocitos. Estos parásitos pueden invadir 

varios hepatocitos hasta encontrar el adecuado para poder desarrollarse. En 
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aproximadamente 6 días, los esporozoitos se desarrollan hasta formar esquizontes hepáticos 

maduros, que al romperse liberan entre 10.000 a 40.000 merozoitos uninucleados que se 

encargan de invadir eritrocitos sanos (47). Algunas especies de parásito como P. vivax y P. 

ovale tienen la capacidad de generar formas latentes que se conocen como hipnozoitos, los 

cuales pueden persistir en el individuo infectado durante meses e incluso años y están 

asociados con las recaídas de la enfermedad (48). Los mecanismos por los cuales se activan 

estas formas latentes son desconocidos pero varias hipótesis han sido planteadas: la presencia 

de proteínas en la saliva del mosquito posiblemente reconocen los hipnozoitos y median su 

activación (49) o los picos febriles podrían estimular la activación de estas formas latentes 

durante la infección por otros patógenos como bacterias o virus en el individuo afectado (50). 

Una vez los merozoitos se distribuyen por el torrente sanguíneo, estos invaden los eritrocitos 

sanos lo que da inicio al estadio eritrocítico. Una vez dentro del eritrocito, el merozoito se 

desarrolla en aproximadamente dos días generando las formas de anillo, trofozoito y 

finalmente esquizonte maduro, cada uno de los cuales puede liberar en promedio 16 

merozoitos infectivos. Alternativamente, los parásitos en la etapa eritrocítica pueden 

diferenciarse en gametocitos (microgametocitos y macrogametocitos), que son las formas 

sexuales del parásito (47). Al momento en que un nuevo mosquito se alimenta del individuo 

infectado, toma dichos gametocitos masculinos y femeninos, quienes se fusionan en su 

intestino para dar origen al cigoto. En aproximadamente 18 a 24 horas, el cigoto se transforma 

en un ooquinete que atraviesa la pared del intestino medio, pasando a través de las células 

epiteliales hasta llegar a la lámina de células basales, allí se diferencia en un oocisto, el cual 

sufre varios ciclos de reproducción asexual hasta convertirse en esporozoito; este proceso se 

lleva a cabo en 12 días hasta que los esporozoitos son liberados en la hemolinfa del mosquito 

y migran hacia las glándulas salivales, donde se convierten en infectivos para los seres 

humanos y de esta forma se continúa el ciclo de infección (35, 43). 
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Figura 3-2. Ciclo de vida de Plasmodium.  
En el ciclo de vida del parásito se diferencian dos fases, una fase sexual que se desarrolla en el hospedero 
invertebrado (mosquito) y otra fase asexual que se lleva a cabo en hospedero vertebrado (humanos). 
Modificado de: http://ciclodevidadelamalaria.blogspot.com.co/.  
 

3.2.1 Fase eritrocítica 

Esta etapa del ciclo de vida del parásito es la más importante dado a que está relacionada con 

las manifestaciones clínicas de la enfermedad y su severidad. Cabe destacar que durante la 

liberación de los merozoitos al torrente sanguíneo, se desencadena una respuesta inmune por 

parte del hospedero, la cual va dirigida contra las proteínas parasitarias. Esta respuesta a 

menudo logra inhibir la invasión de parásitos a los glóbulos rojos y por ende se considera 

importante estudiar aquellas moléculas que están implicadas en el proceso invasivo para 

evaluarlas como componentes de una vacuna (51). Dado lo anterior, esta fase ha sido 

ampliamente estudiada principalmente en P. falciparum debido a que se tiene establecido un 

cultivo in vitro para la especie (52, 53). En el caso de P. vivax, el estudio de esta fase está 

retrasado por causa de las limitaciones de propagar continuamente el parásito in vitro dado su 

http://ciclodevidadelamalaria.blogspot.com.co/
http://ciclodevidadelamalaria.blogspot.com.co/
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tropismo por invadir glóbulos rojos inmaduros (reticulocitos) (22). En este sentido, nuestro 

grupo de investigación se ha centrado en estudiar proteínas del merozoito en P. vivax con 

ayuda de herramientas bioinformáticas y confirmación experimental usando técnicas de 

biología molecular (ver más adelante). 

3.2.2 El merozoito y organelos apicales 

Los merozoitos son células eucariotas que presentan un tamaño aproximado de 1,5 x 1,0 

micras de diámetro y poseen orgánulos como núcleo, mitocondrias, ribosomas, retículo 

endoplásmico, complejo de Golgi, entre otros (Figura 3-3) (51). En la superficie, los merozoitos 

contienen una gran variedad de filamentos gruesos (complejos de proteínas de superficie) y 

delgados (proteínas individuales de superficie) que le facilitan el reconocimiento a los glóbulos 

rojos; estas proteínas son procesadas por proteasas del parásito a medida que éste se 

internaliza en la célula (54, 55). Una característica especial de estos microorganismos es la 

presencia de organelos propios del filo como micronemas y roptrias (localizados en el polo 

apical) y gránulos densos (distribuidos en el citoplasma); estos organelos son de gran 

importancia para el parásito ya que en ellos están contenidas un conjunto de proteínas que 

son secretadas durante el proceso de invasión a la célula diana (56).  

Las roptrias son organelos localizados en el polo apical del merozoito que tienen una longitud 

aproximada de 550 x 250 nm (57). Están compuestas por dos regiones distintas en la cuales se 

encuentran proteínas con diferentes roles en la invasión; una primera región es el ducto apical 

conocido como el cuello de las roptrias y una región basal rica en lípidos conocida como el 

bulbo (58). Las proteínas presentes en el cuello de las roptrias están involucradas 

principalmente en la adhesión parásito-célula diana antes y durante la invasión, y se ha 

demostrado que tienen orígenes evolutivos compartidos con proteínas de otros Apicomplexa 

(59, 60). Un ejemplo de las moléculas de P. falciparum presentes en esta región de las roptrias 

son las proteínas homologas a las de P. vivax que se unen a reticulocitos: Rh1, Rh2a, Rh2b, Rh4 

y Rh5 (Rh, del inglés Reticulocyte-binding homologs) que son adhesinas involucradas en 

establecer la interacción entre el merozoito y el glóbulo rojo por medio del reconocimiento de 

receptores celulares (61). 
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Figura 3-3. Estructura del merozoito 
El merozoito es la forma del parásito involucrada en la invasión de glóbulos rojos o de la fase eritrocítica 
asociada con las manifestaciones clínicas de la malaria. En su estructura presenta organelos típicos de 
una célula eucariota como mitocondrias, núcleo y ribosomas pero además, organelos propios del filo 
como roptrias, micronemas y gránulos densos. Modificado de (43). 

Adicionalmente, el complejo de las proteínas del cuello de roptrias (RONs, del inglés Rhoptry 

neck proteins) tales como RON-2, -4 y -5 interactúan con el antígeno apical de membrana 1 

(AMA-1, del inglés Apical Membrane Antigen 1) y ayudan a la formación de la unión fuerte 

entre el parásito y el eritrocito (62). Con respecto a las proteínas del bulbo de las roptrias, a 

diferencia de las presentes en el cuello, no comparten homología con proteínas de roptrias de 

otros Apicomplexa, lo que sugiere que son una adaptación de este organelo para invadir a su 

célula diana (63). Dos complejos de proteínas se han caracterizado en el bulbo de las roptrias 

de P. falciparum; las proteínas de las roptrias de bajo peso molecular -1, -2 y -3 (RAP, del inglés 

Rhoptry Associated Protein) y el complejo de alto peso molecular (RhopH1, -2 y -3, del inglés 

High molecular mass Rhoptry Protein) (64, 65). Sus roles en la invasión son importantes 

debido a que anticuerpos dirigidos a RAP-1 de P. falciparum bloquean parcialmente la invasión 

a glóbulos rojos in vitro (57). El rol inmunológico de una de estas proteínas se estudió en P. 

vivax; la inoculación de la proteína recombinante RAP-2 emulsificada con adyuvante de Freund 
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en monos Aotus, mostró una protección parcial de los animales, ya que disminuyó el porcentaje 

de parasitemia luego del reto experimental con la cepa VCG-1 de P. vivax (66).  

Los micronemas son organelos apicales del merozoito al igual que las roptrias, pero presentan 

un tamaño menor; tienen una longitud aproximada de 120 nm con apariencia de sacos (67). 

Estos organelos son importantes en el proceso de invasión debido a que contienen proteínas 

que están implicadas en la interacción inicial del parásito con receptores de superficie del 

glóbulo rojo (68). Dos familias de proteínas juegan un papel central en dicho proceso: los 

ligandos de unión a Duffy (DBL, del inglés Duffy Binding Ligand), los cuales tienen un dominio 

rico en cisteínas en la región II (69). Dentro de las DBL se encuentran las proteínas de unión a 

Duffy (DBPs, del inglés Duffy Binding Proteins) presentes en P. knowlesi (70) y P. vivax (29), 

los antígenos de unión a eritrocitos (EBA, del inglés Erythrocyte Binding Antigen) conformadas 

por EBA-140, -175 y 181 y el ligando de unión a eritrocitos-1 (EBL-1, del inglés Erythrocyte 

Binding Ligand-1) presente en P. falciparum (71). AMA-1, también presente en este organelo, 

está involucrada en la formación de la unión fuerte (tight junction) en complejo con algunas 

proteínas RONs (62). Otra familia de antígenos que hacen parte de los micronemas son las 

proteínas de unión a reticulocitos 1 y 2 (RBPs, del inglés Reticulocyte Binding Proteins), las 

cuales le confieren la especificidad a P. vivax de invadir reticulocitos; (31) (72). En P. vivax, solo 

se han descrito seis proteínas presentes en este organelo: DBP, AMA-1, MSP-5,  PvTRAMP y 

RBP-1a, 1b.  

En 2011, Arumugam y colaboradores identificaron el antígeno PfGAMA, el cual es una proteína 

de 738 aminoácidos con una masa molecular aproximada de 85,24 kDa, compuesta por un 

péptido señal en los residuos 1-24, una región rica en asparagina entre los residuos 356-485 y 

un dominio transmembrana del aminoácido 715-738 (Figura 3-4A). Dada la co-localización de 

GAMA con AMA-1 por inmunofluorescencia en P. falciparum, se sugirió que se encuentra en 

micronemas, lo cual se demostró posteriormente por microscopía inmunoelectrónica (Figura 

3-4B). De particular interés, la región C-terminal de la proteína contiene un dominio que se 

une fuertemente a eritrocitos y además, anticuerpos dirigidos contra la proteína completa son 

capaces de inhibir la invasión del parásito in vitro hasta un 72% (Figura 3-4C). PfGAMA es 

expuesta al sistema inmune debido a que anticuerpos generados en una infección natural por 

P. falciparum reconocen la proteína recombinante por ELISA (Figura 3-4D) (18). 

Recientemente, Huynh y colaboradores identificaron el homólogo de PfGAMA en Toxoplasma 
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gondii como una proteína que se localiza en micronemas y se procesa en múltiples fragmentos. 

Además, la proteína se une a varios tipos celulares in vitro y parásitos Knockout para TgGAMA, 

muestran una reducción significativa en su capacidad para unirse e invadir fibroblastos 

humanos (20). Dada la evidencia funcional, se sugiere que éste es un antígeno a tener en cuenta 

a la hora de utilizarlo como componente de una vacuna.  

Los gránulos densos son vesículas membranosas de forma esférica con un tamaño aproximado 

de 80 nm de diámetro y se localizan en el citoplasma del merozoito en el espacio comprendido 

entre las roptrias y el núcleo. Después de la invasión a los glóbulos rojos, dichos gránulos se 

translocan a la superficie del merozoito y descargan su contenido por exocitosis dentro de la 

vacuola parasitófora, generando unas protuberancias que se extienden en el citoplasma de la 

célula invadida (73, 74). 

Varias proteínas presentes en los gránulos densos han sido descritas en P. falciparum, entre 

ellas, el antígeno de superficie del eritrocito infectado con anillos (RESA, del inglés Ring-

Infected Erythrocyte Surface Antigen), el cual, una vez secretado, hace interacción con la 

espectrina del glóbulo rojo presumiblemente para protegerla y evitar cambios 

conformacionales que afecten la integridad de la membrana del eritrocito (74, 75). Otra 

proteína presente en gránulos densos es el antígeno de membrana de anillo (RIMA, del inglés 

Ring Membrane Antigen) que se expresa en estadios de esquizontes maduros y merozoitos 

libres, pero su función es desconocida (76). Por último, dos serin-proteasas tipo subtilisina 

hacen parte de las proteínas contenidas en los gránulos densos (SUB-1 y SUB-2, del inglés 

Subtilisine). La SUB-1 está asociada con el procesamiento de varias moléculas asociadas a la 

superficie del merozoito como la proteína de superficie de merozoito -1, -6 y -7 (MSP, del inglés 

Merozoite Surface Protein) a las cuales se les atribuye las interacciones de baja afinidad entre 

el merozoito y la célula (77). En P. vivax, a la fecha no se han descrito proteínas presentes en 

estos organelos. 
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Figura 3-4. Identificación de GAMA en P. falciparum. 
En la imagen se muestra la identificación y caracterización de PfGAMA. A) Representación gráfica de la 
composición de la proteína, B) localización subcelular de PfGAMA en el parásito por IFI y microscopía 
inmunoelectrónica, C) ensayo de inhibición de la invasión in vitro del parásito a glóbulos rojos y D) 
antigenicidad de la proteína recombinante con sueros humanos por ELISA. Figura modificada de (18).  
 

3.2.3 Mecanismos y fases de la invasión 

La invasión de merozoitos de Plasmodium a los glóbulos rojos es un proceso complejo que 

involucra múltiples pasos y es probablemente similar para todas las especies del parásito 

(Figura 3-5) (78). El proceso se lleva a cabo en tres etapas importantes, las cuales son: unión 

reversible del merozoito a la superficie de los eritrocitos y reorientación apical, la formación 

de la unión fuerte e irreversible (conocida como tight junction (TJ) en inglés) y por último la 

formación de una vacuola parasitófora, que le facilita la entrada a la célula por invaginación de 

su membrana (79, 80). 

La unión inicial del merozoito al glóbulo rojo es reversible y de baja afinidad pero es un paso 

importante ya que el parásito reconoce eritrocitos competentes para poder invadirlos; cabe 
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destacar que este contacto puede ocurrir en cualquier parte de la superficie del merozoito (81). 

En este contacto inicial, están involucradas varias proteínas de superficie que se encuentran 

ancladas a la membrana vía glicosilfosfatidilinositol (GPI, del inglés 

Glycosylphosphatidylinositol) tales como MSP-1, -2, -4, -5, -8 y -10, mientras que otras como 

MSP-3, -6, -7 y -9 son solubles. En P. vivax sólo se han descrito MSP-1, -3, -7, -8, -9 y -10 (23). 

Las MSPs se caracterizan por tener uno o dos dominios relacionados con el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermal Growth Factor) que puede estar mediando 

interacciones proteína-proteína, pero su función exacta es desconocida (78, 82). 

 

Figura 3.5. Fases de la invasión al glóbulo rojo 
En esta figura se puede observar: 1) Contacto inicial de baja afinidad, 2) reorientación del polo apical y 
formación del tight junction, 3) secreción del contenido de micronemas y roptrias para formar la vacuola 
parasitófora, 4) invasión del merozoito mediado por la acción del motor actina-miosina, 5) 
internalización completa del parásito y liberación de adhesinas por proteasas del parásito, 6, 7 y 8) 
parásito desarrollándose en el eritrocito y alimentándose de la hemoglobina citoplasmática a través del 
citostoma. Figura modificada de: https://www.qiagen.com/es/shop/genes-and-pathways/pathway-
details/?pwid=164. 
 

MSP-1 es el antígeno más abundante en la superficie del merozoito. La MSP-1 de P. falciparum 

se procesa en cuatro fragmentos proteolíticos que tienen una masa molecular de 83, 30, 38 y 

https://en.wikipedia.org/wiki/Glycophosphatidylinositol
https://www.qiagen.com/es/shop/genes-and-pathways/pathway-details/?pwid=164
https://www.qiagen.com/es/shop/genes-and-pathways/pathway-details/?pwid=164
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42 kDa, los cuales tienen la capacidad de hacer complejos no covalentes con otras proteínas 

como MSP-6, -7 y -9 para unirse a la proteína banda 3 de la superficie del eritrocito. Como 

consecuencia, este antígeno ha sido considerado como el determinante en el reconocimiento y 

unión inicial al eritrocito (83-85). 

Una vez hecho el contacto inicial entre el merozoito y el glóbulo rojo, el parásito se reorienta 

para disponer la maquinaria apical en la membrana del eritrocito. La proteína AMA-1, la cual 

es altamente conservada en el filo, está involucrada en la reorientación del parásito (86, 87); 

esto se ha comprobado dado que anticuerpos específicos contra PfAMA-1 no afectan la unión 

inicial del parásito, pero si bloquen la reorientación del merozoito (88). Si bien hacen falta 

varios estudios para elucidar completamente el rol de AMA-1 en la invasión del merozoito, se 

ha sugerido que esta proteína se requiere para establecer la interacción apical entre las 

adhesinas del cuello de las roptrias y los micronemas (43). 

Después de la reorientación del parásito se activa el proceso de invasión, el cual está mediado 

por la interacción directa de ligandos del polo apical del merozoito con receptores del 

eritrocito. El mecanismo preciso por el cual se da la liberación del contenido de las roptrias y 

micronemas es desconocido (89). En merozoitos de P. falciparum, el aumento intracelular en 

la concentración de iones calcio está relacionado con la liberación del contenido de las roptrias, 

la cual es crítica para la invasión (90). Con respecto a las proteínas de las roptrias, los 

mecanismos que subyacen detrás de su secreción son aún desconocidos. Las proteínas que se 

secretan de las roptrias y micronemas son de tipo adhesinas que reconocen receptores en el 

glóbulo rojo e invasinas que no tienen receptores específicos pero su papel es crítico para el 

proceso de invasión (91). Entre las adhesinas más importantes vinculadas con este proceso 

están las EBAs (localizadas en los micronemas), que incluyen EBA-140, -165, -175, -181 y EBL-

1, las cuales comparten un dominio rico en cisteínas en el N-terminal que les permite 

interactuar con sus receptores (43, 92). Además de ellas, se han descrito las Rhs (localizadas 

en roptrias) que incluyen Rh1, Rh2a, Rh2b, Rh4 y Rh5, las cuales se encargan de reconocer las 

células adecuadas para invadirlas mediante la unión a los receptores de membrana del 

eritrocito (93, 94). A la fecha, hay algunos receptores de la membrana del eritrocito 

identificados, a los cuales se unen moléculas de P. falciparum. Por ejemplo, la glicoforina C es 

el receptor de EBA-140, la glicoforina A interactúa con EBA-175, CR1 es el receptor de Rh4 y 

la basigina es el receptor de Rh5 (95). 
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En P. vivax, el proceso de invasión está mediado por la interacción específica de la proteína de 

unión a Duffy (PvDBP) y el antígeno Duffy presente en la superficie del eritrocito (DARC, del 

inglés Duffy Antigen Receptor for Chemokines). El antígeno Duffy está compuesto de 236 

aminoácidos que conforman siete dominios transmembranales; su función en eritrocitos está 

relacionada con la unión a quimiocinas para impedir su difusión en órganos y espacios de 

tejidos periféricos, regulando así la inflamación (96). La proteína DBP es secretada de los 

micronemas de P. vivax y la unión al receptor Duffy está mediada por la región II de la proteína, 

que se caracteriza por la presencia de un dominio rico en cisteínas similar al encontrado en 

EBA-175 de P. falciparum (Figura 3-6) (97, 98). Adicionalmente, P. vivax expresa varias 

proteínas de unión a reticulocitos dentro de las cuales, PvRBP-1 y PvRBP-2 están implicadas 

en la especificidad por invadir los reticulocitos (31). Como los eritrocitos maduros también 

expresan el antígeno Duffy, se ha propuesto que las RBPs están involucradas en la unión inicial 

y reorientación del merozoito, de manera que censan la célula adecuada (los reticulocitos en 

el caso de P. vivax) antes de que se produzca la interacción entre DBP-DARC y la formación de 

la unión estrecha (31). PvRBP-1 y PvRBP-2 se expresan en el polo apical del merozoito, tienen 

una masa molecular de 325 y 330 kDa, respectivamente, poseen dominios transmembranales 

localizados en el extremo carboxilo terminal y dominos citoplasmáticos cortos. Además, 

PvRBP-1 es una proteína dimérica que hace complejo con PvRBP-2 a través de interacciones 

no covalentes. A la fecha, los receptores presentes en los reticulocitos a los cuales se unen las 

RPBs son desconocidos (78).  

AMA-1 como se mencionó anteriormente está asociada a la reorientación del merozoito y se 

relaciona con la posterior descarga de proteínas de los organelos apicales (99). También juega 

un papel crítico en la formación de la unión estrecha, debido a que es translocada a la 

membrana del merozoito donde actúa como ligando de unión a los eritrocitos (99, 100). Los 

receptores de la membrana a los cuales se une AMA-1 es un complejo formado por las propias 

proteínas del parasito denominadas RON2, -4 y -5 en P. falciparum, mientras que para P. vivax 

dicha interacción es aún desconocida. Esta interacción entre la proteína AMA-1 con el complejo 

RONs es importante, ya que se ha demostrado que en ausencia de éstas, la invasión del parásito 

a su célula diana es inhibida (101, 102). 

Por último, luego de la secreción de las proteínas de micronemas y roptrias, se inicia la 

internalización del parásito gracias a que la unión estrecha se torna móvil por la acción del 



32 Identificación y caracterización de PvGAMA en la cepa VCG-I de P. vivax 
 

motor actina-miosina. El contenido del bulbo de las roptrias (lípidos y proteínas) participa en 

la formación de la vacuola parasitófora, mientras que algunas proteasas ayudan a liberar las 

adhesinas del parásito (56, 77). Una vez la maquinaria del parásito se encuentra en su parte 

posterior, se cierra la vacuola parasitófora y se inicia el desarrollo asexual dentro del glóbulo 

rojo para producir merozoitos infectivos (43). 

 

 

Figura 3-6. Fases de la invasión a reticulocitos por P. vivax. 
La imagen muestra las etapas de la invasión de P. vivax a reticulocitos. 1) Contacto inicial del parásito 
en cualquier parte del merozoito. 2) Reorientación del merozoito para disponer el polo apical en la 
membrana del reticulocito (células con fenotipo Duffy positivo). 3) Formación del tight junction 
mediado por el complejo AMA-1-RONs y secreción del contenido de roptrias y micronemas. 4) Invasión 
del merozoito y formación de la vacuola parasitófora. 5) Parásito internalizado y cierre de la membrana 
del reticulocito. Figura modificada de (96). 
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3.3. Candidatos a vacuna en P. vivax 

A diferencia de P. falciparum, en P. vivax la identificación y caracterización de candidatos a 

vacuna ha estado retrasada por la dificultad de desarrollar un sistema de cultivo in vitro para 

esta especie de parásito, dado principalmente por su preferencia de invadir reticulocitos (103). 

Sin embargo, gracias a la adaptación de cepas de P. vivax en distintos primates y a la 

información disponible de los estudios de genómica (24), transcriptómica (25), proteómica 

(26, 27, 104) e inmunómica (105) de la especie, se han identificado varias moléculas del 

parásito que posiblemente presentan un potencial rol en el proceso de invasión. El análisis de 

candidatos a vacuna en P. falciparum ha permitido encontrar varias características que se 

deben tener en cuenta a la hora de seleccionar una proteína para ser incluida en estudios de 

caracterización como: 1) el gen codificante de la proteína debe transcribirse y expresarse al 

final del ciclo de vida intraeritrocítico, 2) la proteína debe al menos presentar una secuencia 

señal de secreción, tener dominios de unión o secuencias transmembrana o de anclaje a GPI, 

3) la molécula debe ser capaz de generar una respuesta inmune en infecciones naturales o 

experimentales, 4) anticuerpos dirigidos contra la proteína deben inhibir la invasión del 

parásito a la célula y 5) que no sea posible generar parásitos knock out para el gen que codifica 

el antígeno, lo que implica que la proteína producto es esencial (106). 

En P. vivax se han descrito mediante herramientas bioinformáticas y confirmación 

experimental por biología molecular, varias proteínas que son homologas a las de P. falciparum 

y que están implicadas en la invasión celular. Algunas de dichas moléculas presentan un patrón 

de localización de superficie tales como PvMSP-7, -8, -10, Pv41 y Pv12, mientras que otras 

tienen patrón de localización apical como Pv34, Pv38, PvTRAMP y PvClag7 (23). Algunos de 

esos antígenos como Pv34 inducen la proliferación de células mononucleares de sangre 

periférica aisladas de individuos con antecedentes de malaria por P. vivax. Otros son blancos 

de respuesta inmune como PvTRAMP y PvClag7 durante la infección natural por la misma 

especie de parásito, indicando la importancia de usarlos para el desarrollo de una vacuna 

contra P. vivax. Por ende, se requiere confirmar su inmunogenicidad y realizar ensayos de 

protección en modelos experimentales como monos Aotus (Figura 3-7) (23).  
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Figura 3-7. Candidatos identificados en P. falciparum y P. vivax.  
En la figura se presentan los candidatos a vacunas identificados en merozoitos de P. falciparum y P. vivax 
hasta el 2016. Modificado a partir de (23). 

Recientemente, se evaluó la actividad de unión de 36 proteínas ricas en triptófano en P. vivax 

que pertenecen a la familia Pv-fam-a; diez de ellas presentan capacidad de unión a 

reticulocitos: PvTRAg35.2, PvTRAg38, PvTRAg36, PvTRAg34, PvTRAg, PvTRAg26.3, 

PvTRAg36.6, PvTRAg33.5, PvTRAg74 y PvTRAg69.4 (32, 33). Aunque sus funciones no se 

conocen con certeza, parece que interactúan con espectrina en los glóbulos rojos. Esta 

interacción puede estar mediando funciones biológicas importantes para el parásito como en 

P. falciparum tales como: transporte de proteínas, salida del merozoito y modulación del 

citoesqueleto de la célula roja, presumiblemente para proporcionar rigidez en la membrana 

del reticulocito infectado (107, 108). El antígeno PvTRAg38 tiene la capacidad de unirse al 

receptor de eritrocitos banda 3 por medio de la interacción específica con los ectodominios 1, 

3 y 6. Además, la proteína es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de P. falciparum, 

probablemente por competir con ligandos de esta especie de parásito por el receptor banda 3 

(109). Otro antígeno descrito recientemente en P. vivax es la proteína del cuello de las roptrias 

5 (RON-5), la cual fue expresada en E. coli para obtenerla de forma recombinante y se evaluó 

su capacidad de unión a células de cordón umbilical por ensayos de inmunoprecipitación e 

inmunofluorescencia. En estos ensayos, se observó que la proteína se une preferentemente a 

reticulocitos marcados con anticuerpos anti-CD71 (receptor de transferrina que se expresa en 
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fases tempranas del desarrollo eritroide), lo que soporta que PvRON-5 presumiblemente está 

involucrada en el proceso de adhesión del merozoito a glóbulos rojos inmaduros (34).  

3.4. Vacunas contra la malaria 

La complejidad del ciclo de vida de las especies de Plasmodium y los mecanismos involucrados 

en la evasión de la respuesta inmune, continúan siendo el mayor obstáculo para el desarrollo 

de una vacuna totalmente efectiva (35). Algunas vacunas están siendo ensayadas actualmente 

en ensayos clínicos, principalmente contra P. falciparum. Entre ellas se destaca la RTS,S, la cual 

está en ensayos clínicos de fase 3 y está basada en la región C- terminal de la proteína  

circumsporozoito (CSP, del inglés Circumsporozoite Protein). Sin embargo, la protección de 

esta vacuna en niños contra la malaria clínica es de 46% y del 27% en neonatos, después de 

18 meses de la vacunación (110, 111). Un estudio reciente mostró, que la protección con la 

vacuna en neonatos con malaria severa es cercana al 17% con una dosis de refuerzo y un 10% 

en aquellos infantes que no recibieron refuerzo, después de 38 meses de vacunación (112). 

Otras vacunas también se encuentran en ensayos clínicos y están basadas en antígenos de 

esporozoitos como TRAP (del inglés, Thrombospondin-Related Adhesive Protein) (113) y 

CelTOS (del inglés, Cell-Traversal protein for Ookinetes and Sporozoites) (114). Con respecto 

a vacunas de la fase eritrocítica se han probado proteínas del merozoito como MSP-1 y AMA-1 

(115, 116). Dentro de las vacunas que contienen componentes tanto de la fase pre-eritrocítica 

como de la intra-eritrocítica, se destaca la SPf66, un polipéptido sintético que mostró eficacia 

protectiva alrededor del 40% en diversos estudios en América Latina y África cuando se 

inmunizaban niños mayores de 1 año (117, 118). 

En contraste con las 12 vacunas en ensayos clínicos para P. falciparum, existen en la actualidad 

solo dos vacunas en fase clínica 1 y 2 para P. vivax (35). Una primera vacuna denominada 

proteína 001 de la malaria por P. vivax (VMP001, del inglés P. vivax Malaria Protein 001) que 

incorpora la región amino y carboxilo terminal de la proteína CSP y una región repetitiva que 

contiene secuencias de las dos formas alélicas de CSP expresadas en E. coli. La proteína 

quimérica ha sido evaluada en ensayos pre-clínicos en monos Aotus nancymaae e induce 

inmunidad protectiva en el 66% de los animales ante el reto experimental con esporozoitos de 

P. vivax (119). Sin embargo, los datos de protección de los ensayos clínicos de fase 1 y 2 para 

esta vacuna formulada en adyuvante AS01B aún no están disponibles (35). La segunda vacuna, 
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en fase 1 de ensayos clínicos está compuesta por la proteína DBP, la cual es crítica en la 

invasión gracias a su interacción con el antígeno Duffy de los glóbulos rojos. En esta vacuna, la 

proteína ha sido incorporada a vectores virales, generados del adenovirus o virus de Ankara y 

de igual manera que con VMP001, no hay datos disponibles de protección (29, 35). 

Lo anterior pone en manifiesto la importancia de identificar y caracterizar antígenos de 

Plasmodium debido a que la inmunidad contra la malaria requiere del bloqueo de todas las 

moléculas que participan en la invasión. Por ejemplo, en P. falciparum se han encontrado más 

de 50 proteínas que se unen a la célula diana. En P. vivax, el conocimiento de proteínas de 

micronemas es escaso y a la fecha solo se han identificado seis proteínas presentes en este 

orgánulo, por lo que se hace necesario continuar con el estudio de dichas moléculas, 

principalmente aquellas que presentan función de unión a sus células diana. Por ende y 

tomando en cuenta la evidencia del antígeno PfGAMA y su posible rol en la invasión del 

merozoito a eritrocitos y la importancia que representa la identificación de nuevos antígenos 

para el conocimiento de la biología del parásito P. vivax, en este trabajo se propone la 

identificación y caracterización del Antígeno de Micronemas con Anclaje a GPI en la cepa VCG-

1 de P. vivax y determinar su habilidad de unión a los reticulocitos humanos.  
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4. Materiales y métodos 

4.1. Tipo de investigación 

Este estudio es de tipo descriptivo experimental. 

4.2. Análisis bioinformático, diseño de cebadores y 
péptidos sintéticos. 

La información publicada en los estudios de proteoma de P. vivax (27, 104, 120), se empleó 

para analizar in silico, proteínas potenciales candidatas a vacuna, teniendo en cuenta los 

siguientes criterios: expresión dominante de los genes codificantes mayor a 35 horas post-

invasión según el estudio del transcriptoma del ciclo de vida intraeritrocítico de P. vivax 

(requerido) (25), 2) predicción positiva usando los programas SignalP 4.0 (121), BaCelLo 

(122), FragAnchor (123) y la base de datos InterPro (124) de una secuencia señal de secreción 

(requerido), localización extracelular (requerido), secuencias de anclaje a GPI o la presencia 

de dominios putativos sobre la secuencia de aminoácidos, respectivamente, y 3) evidencia 

previa del rol en la invasión o adhesión celular determinado experimentalmente en otras 

especies de Plasmodium (requerido). La secuencia del gen codificante de la proteína 

seleccionada se obtuvo de la base de datos PlasmoDB (125) y luego se usó para el diseño de 

cebadores específicos en el programa Gene Runner versión 3,05 (Tabla 4-1), al igual que 

epítopes de células B prediciendo los valores promedios más altos de hidrofilicidad, 

accesibilidad al solvente y Antigenicidad de Parker con el software ANTHEPROT (Tabla 4-2) 

(126). 
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4.3. Aislamiento y enriquecimiento de esquizontes de P. 
vivax 

La cepa del parásito VCG-I (Vivax Colombia Guaviare-I) se propagó hace seis años y se usó 

como fuente de material biológico (descrito más adelante). Brevemente, un mono Aotus 

mantenido en la estación de primates de FIDIC fue inoculado con 2.5x106 reticulocitos 

infectados con P. vivax, de acuerdo a una metodología previamente descrita (28). El mono fue 

supervisado continuamente por un primatólogo, quien monitoreo diariamente el progreso de 

la infección durante los días del estudio (aproximadamente 18 días), mediante tinción con 

naranja de acridina. Por último, el primate fue tratado con dosis pediátricas de cloroquina (10 

mg/Kg en el día primero y 7.5 mg/Kg al quinto día de tratamiento) y primaquina (0.25 mg/Kg 

en el tercer día de tratamiento) con la finalidad de eliminar por completo los parásitos en 

sangre. Una vez finalizado el estudio, CorpoAmazonía supervisó el retorno de los animales a 

su hábitat natural. Formas maduras del parásito, principalmente esquizontes, se enriquecieron 

a partir de 3 mL de sangre del mono Aotus infectado, usando un gradiente discontinuo de 

Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) (127). El parásito fue obtenido de estas muestras 

enriquecidas con esquizontes por incubación durante 5 min en buffer de lisis que contiene 0.02 

mM de saponina, 7 mM de K2HPO4, 1 mM  de NaH2PO4, 11 mM  de NaHCO3, 58 mM de KCl, 56 

mM de NaCl, 1 mM de MgCl2, 14 mM de glucosa, pH 7.5 y posteriormente, la muestra fue lavada 

varias veces con PBS pH 7.0. Los parásitos se usaron como fuente de ARN, ADN genómico 

(ADNg) y proteínas totales en los procedimientos que siguen a continuación. 

4.4. Extracción de material biológico 

El ARN total se extrajo de la muestra enriquecida con esquizontes usando el método del Trizol 

y tratado con DNasa RQ1 libre de RNasa (Promega, Wisconsin, USA), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, se usó 1 µg de ARN para sintetizar el ADN 

complementario (ADNc) por RT-PCR, con la enzima SuperScript III enzyme (RT+) (Invitrogen, 

California, USA). La síntesis se realizó con las siguientes condiciones: 65°C por 5 min, 50°C por 

1 hora y 70°C por 15 min. Una reacción adicional sin la enzima SuperScript III se usó como 

control negativo (RT-). Los productos sintetizados se trataron con RNasa por 15min (Promega, 

USA). Por otra parte, el ADN genómico (ADNg) se extrajo con el kit Wizard Genomic 

purification (Promega, USA). Por último, para extraer las proteínas totales, el parásito se 
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homogenizó en buffer de lisis que contiene 5% de SDS, 10 mM de PMSF, 10 mM de 

iodoacetamida y 1 mM de EDTA; el lisado se recuperó por centrifugación a 13.000 rpm por 5 

minutos. Las proteínas de la fracción soluble obtenidas, se cuantificaron usando el kit BCA 

protein assay (Thermo Scientific). El ARN, ADNc, ADNg y proteínas totales del parásito, se 

almacenaron a -70°C hasta su uso. 

4.5. Clonación y secuenciación 

Las muestras de ADNg, ADNc RT (+) y RT (-), se usaron como plantilla en reacciones de PCR de 

25 µL que contienen: 1X de la enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix 2X (KAPABiosystems), 0.3 

µM de los cebadores y agua ultrapura hasta completar el volumen de reacción. Los cebadores 

específicos previamente diseñados, se utilizaron para amplificar el gen completo de pvgama 

en P. vivax o fragmentos de la molécula según un análisis de polimorfismo realizado (Tabla 4-

1) el cual se describe a continuación. 

 

Fragmento  $Secuencia del primer (5’ – 3’) TM Tamaño del 
producto (pb) 

Masa molecular 
(kDa) 

pvgama* 
Dir: ATGAAGTGCAACGCCTCC 
Rev: AAAAATGAATAGGAGCAACG 

58 ºC 

2.313 82.7 

pvgama -Nt 
Dir: ATACGGAATGGAAACAACC 
Rev: AGTCGGTTCGTTATTCTCG 

1.284 48.5 

pvgama -Ct 
Dir: CTGCTCAAGAACACGAAC 
Rev: GCTTCCACTCTGCAATTC 

948 33.9 

pvgama –RC-1 
Dir: GACGATCATCTGTGTTCAAAAA 
Rev: GACCTCATTTTTGGACTTCTC 

60 ºC 

666 26.7 

pvgama –RV-1 
Dir: GGCGCCTTCCTGCAGTC 
Rev: CATTAACATGGTGTTGTCGCT 

438 16.2 

pvgama –RC-2 
Dir: CAGGCGGCCATCTTACTAA 
Rev: GCTCCCGTTGACGCCCTT 

321 13.0 

pvgama –RV-2 
Dir: GCCGCAAACGCAGACGCC 
Rev: GTTTGCCGAGAAGCTTCCAC 

384 13.4 

 

Tabla 4-1. Fragmentos recombinantes de GAMA. 
Nt y Ct: región amino y carboxilo terminal; RC: región conservada; RV: región variable; Dir: Directo; Rev: 
Reverso; $: El codón de inicio para la expresión de la proteína se incluyó en todos los cebadores directos 
en el extremo 5´; TM: temperatura de fusión; pb: pares de bases; kDa: kilodaltons; *: indica que la PCR 
se usó para obtener solo la secuencia del gen completo. 
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La PCR para amplificar el gen completo o los fragmentos de pvgama empezó con un paso de 

denaturación a 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos a 98°C por 20 s, 58°C por 15 s y 72°C por 

1.5 min de acuerdo con el tamaño del producto; finalmente, un paso de extensión final a 72°C 

por 5 min. Para purificar los productos de PCR a partir de RT+ y ADNg, se usó el kit Wizard 

PCR Clean-Up System (Promega, USA) y se evaluó la calidad de los amplicones por geles de 

agarosa. Los productos purificados se ligaron al vector de expresión pEXP-CT/TOPO 

(Invitrogen) o al vector de clonación pGEM (para el gen completo de la proteína) y se 

transformaron en células de E. coli TOP10 (Invitrogen). Varios clones recombinantes se 

crecieron para hacer la extracción de ADN plasmídico con UltraClean mini plasmid prep 

purification Kit (MO BIO laboratories, California, USA). La integridad del inserto y su 

orientación correcta, se confirmó por secuenciación usando el método de Sanger (MACROGEN, 

Seoul, South Korea). La comparación entre las secuencias del gen gama de la cepa de referencia 

Sal-I y la cepa VCG-I adaptada a primates se hizo usando el software ClustalW NPS@ (128). La 

secuencia de nucleótidos y aminoácidos de la cepa VCG-I se reportó en la base de datos 

GenBank bajo el código de acceso KT248546.  

4.6 Análisis de polimorfismo de PvGAMA 
 

Los métodos evolutivos comparan la tasa de mutaciones no sinónimas (dN, mutaciones que 

alteran la secuencia de proteínas) con la tasa de mutaciones sinónimas (dS, las que codifican 

el mismo aminoácido), en la búsqueda de señales de selección natural. Las mutaciones 

deletéreas suelen ser removidas de las poblaciones por selección natural negativa (dN<dS o ω 

< 1). Las regiones que experimentan este tipo de selección pueden tener importancia 

funcional/estructural, manteniendo alta conservación de secuencias entre especies (129). Por 

otro lado, las mutaciones que tienen una ventaja adaptativa (un papel beneficioso) se fijan en 

una población por selección natural positiva (dN > dS or ω > 1). Teniendo en cuenta lo anterior, 

se predijeron las regiones funcionales de pvgama mediante enfoques evolutivos (130).  

Secuencias del gen pvgama de 6 cepas de P. vivax (VCG-I, Sal-I, Brasil-I, India-VII, Mauritania-I 

y Korea del Norte (131)) y 5 especies filogenéticamente relacionadas (P. cynomolgi, P. inui, P. 

fragile, P. knowlesi y P. coatneyi) (132) se obtuvieron por tBlastn (excepto para VCG-I) usando 

la base de datos NCBI, para evaluar la diversidad genética y las fuerzas evolutivas en relación 

con GAMA. El algoritmo MUSCLE (133) se usó para alinear la secuencias y los alineamientos se 

corrigieron manualmente. La diversidad de nucleótidos por sitio (π) se estimó a partir de las 
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secuencias de P. vivax y el método de Nei-Gojobori modificado (134) se usó para evaluar la 

señales de selección natural mediante el cálculos de la diferencia entre las tasas de 

sustituciones no sinónimas y sinónimas (dN-dS). La selección natural también se evaluó 

mediante la estimación de la diferencia entre las tasas de divergencia sinónima y no sinónima 

(KN-KS), utilizando secuencias de P. vivax y especies relacionadas con el método de Nei-

Gojobori modificado y la corrección Jukes-Cantor (135). Los codones específicos bajo selección 

natural entre las especies, se identificaron usando métodos de probabilidad Bayesiana y de 

máxima verosimilitud (SLAC, FEL, REL (136), MEME (137) y FUBAR (138)), seguido por el 

método GARD para evaluar eventos de recombinación (139). Los métodos basados en codones 

estiman la tasa evolutiva (ω) en cada codón usando una prueba estadística, para determinar si 

ω es significativamente diferente a 1 (evolución neutral). El algoritmo Branch-site REL (140) 

se utilizó para identificar linajes bajo selección positiva episódica (selección ocasionalmente 

con períodos transitorios de evolución adaptativa enmascarados por la selección negativa o 

evolución neutral). El servidor web Datamonkey se utilizó para realizar estos análisis (141). 

4.7. Expresión y purificación de los fragmentos 
recombinantes 

Los plásmidos recombinantes pEXP-PvGAMA una vez confirmados por secuenciación, se 

transformaron en células de E. coli BL21-DE3 (Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Las células se crecieron toda la noche a 37°C en agitación constante y luego se 

inocularon en medio Luria Bertani (LB) suplementado con 0.1 mg/mL de ampicilina. Al día 

siguiente, se escaló la expresión a 1L de LB bajo las mismas condiciones de crecimiento. Una 

vez las células alcanzaron una DO600 de 0.5, los cultivos se incubaron en hielo por 30 min y 

luego se adicionó 1mM de IPTG para inducir la expresión de la molécula por 16h a temperatura 

ambiente y con agitación a 200 rpm. Las bacterias se recuperaron por centrifugación a 4.000 

rpm por 20 min y el pellet celular se usó para realizar extracción de proteínas en condiciones 

nativas y denaturantes.  

4.7.1 Extracción denaturante 

El pellet celular correspondiente a la expresión de los fragmentos PvGAMA-Nt y Ct se 

homogenizó en buffer de extracción denaturante (6 M de urea, 20 mM de imidazol, 10 mM de 
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Tris-Cl, 100 mM de NaH2PO4), suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas 

SIGMAFAST (Sigma Aldrich) y luego lisado con 0.1 mg/mL de lisozima toda la noche a 4°C y 

agitación a 10 rpm. La recuperación del sobrenadante se logró por centrifugación a 13.000 

rpm por 30 min.  

4.7.2 Extracción en condiciones no detaturantes  

PvGAMA Región conservada 1 (RC-1), Región variable 1 (RV-1), Región conservada 2 (RC-2) y 

Región variable 2 (RV-2) se extrajeron usando un nuevo método para obtener moléculas en su 

forma soluble, igual que para el control positivo y negativo (DBP región II y DBP región III/IV, 

respectivamente). En resumen, el pellet celular se congeló/descongeló durante tres ciclos y se 

homogenizó en buffer de extracción nativa que contiene (50 mM de Tris-Cl, 300 de mM NaCl, 

25mM de Imidazol, 0.1 mM de EGTA y 0,25% Tween-20, pH 8.0). La mezcla se incubó por 1 

hora a 4°C y agitación a 10 rpm. El sobrenadante se recuperó por centrifugación a 13.000 rpm 

por 30 min.  

4.7.3 Purificación de las proteínas 

Los sobrenadantes derivados del lisado total de las células se incubaron con la resina Ni2+-NTA 

(Qiagen, California, USA) toda la noche a 4°C para purificarlos por cromatografía de afinidad 

en fase sólida, previo a la verificación de la expresión de las proteínas por Western blot. La 

mezcla de toda la noche se vertió en una columna para cromatografía y luego se lavó con 20 

mL de buffer que contiene 0.1% de Triton X-114, seguido de 50 mL del mismo buffer sin 

detergente, para eliminar las proteínas débilmente unidas a la resina (contaminantes). Las 

proteínas extraídas bajo condiciones denaturantes se dializaron en la columna a través de 

varios pases en buffer urea en concentraciones decrecientes (6M, 3M, 1.5M, 0.75M y PBS). 

Luego, la elución de las proteínas se hizo con PBS que contenía concentraciones crecientes de 

imidazol (50, 100, 250 y 500 mM) en 2 mL cada una.  Todas las fracciones colectadas se 

analizaron por SDS-PAGE al 12% y Western blot, aquellas que presentaron una sola banda se 

dializaron en PBS pH 7.2. Las proteínas ultrafiltradas y concentradas con Amicom Ultra-4 

centrifugal filters (Merck Millipore) se cuantificaron con el kit micro BCA protein assay 

(Thermo scientific). 
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4.8. Obtención de anticuerpos policlonales 

Cuatro péptidos de 20 aminoácidos de longitud de PvGAMA de la cepa VCG-I de P. vivax, 

predichos como epítopes de células B (Tabla 4-2), y un péptido de 6 histidinas, se sintetizaron 

de acuerdo a una metodología previamente establecida por el grupo de química de nuestro 

instituto (142).  

 

Número Posición (aa)  Sequence* APR HID AS Reactividad 
39236 292-310 CG-RTRNILKKINEKSKNEVLN-GC 18,4 5,2 221 - 
39238 551-570 CG-LREIEQNRKALKNSKGTLSV-GC 27,2 4,6 174,2 + 
39470 341-360 CG-VTQGDVSVDEKGDRATTAGG-GC 44,2 4,3 129,9 - 
39472 521-540 CG-DLNAATEEDDLINEFSSRYN-GC 15,8 2,1 130,4 +++ 

 

Tabla 4-2. Epítopes lineales de células B diseñados de acuerdo al análisis de ANTHEPROT. 
 *: residuos CG se añadieron en el extremo de cada péptido para permitir su polimerización; APR: 
antigenicidad de Parker; HID: hidrofibicidad; AS: accesibilidad al solvente; aa: aminoácidos; (- ó +): 
describe la reactividad del suero contra PvGAMA por Western blot. 

Los péptidos polimerizados se liofilizaron y caracterizaron por RP-HPLC y MALDI-TOF MS. 500 

µg de cada péptido emulsificados con adyuvante completo de Freund (FCA del inglés Freund’s 

complete adyuvant) (Sigma, Missouri, USA) se inocularon en conejos de raza Nueva Zelanda 

en el día cero, mientras que dosis iguales de cada péptido se formularon con adyuvante 

incompleto de Freund e inocularon en los días 21 y 42. Se colectaron sueros antes de la primera 

inmunización (suero pre-inmune) y 20 días después de la tercera dosis (suero post-tercera). 

Anticuerpos específicos dirigidos contra el péptido 39472 se purificaron por cromatografía de 

afinidad en una columna de Sefarosa CNBr 4B (Amersham, Biosciences AB), dado que fue el 

péptido que mostró mayor reactividad contra la proteína en comparación con los otros (Tabla 

2). Brevemente, 5 µmoles de péptido se diluyeron en buffer de acople (0.1 M de NaHCO3, 0.5 M 

de NaCl, pH 8.3) y luego se incubaron 16 horas a 4°C con resina de Sefarosa. Después de varios 

lavados para eliminar el exceso de ligando con 5 volúmenes de buffer de acople, los grupos 

libres de la resina se bloquearon con buffer Tris-HCl 0.1 M por dos horas sin agitación a 

temperatura ambiente y finalmente, la resina se lavó tres veces con soluciones de diferentes 

pH (0.1 M de buffer acetato con 0.5 M de NaCl, pH 4.0 y 0.1 M de Tris-HCl con 0.5 M de NaCl, 

pH 8.0). Cinco mL de suero de conejo (inmunizados con el péptido 39472) diluido en relación 

1:1 con buffer de acople, se pasaron por la resina después de haber sido homogenizada en PBS. 

Los anticuerpos no unidos se lavaron con 10 mL de buffer de acople mientras que los 
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anticuerpos fuertemente unidos se eluyeron con 1 mL de buffer de elución en pH decreciente 

(0.1M de Glicina pH 7.0, 6.0, 5.0, 3.9 y 2.9) y se neutralizaron con 1mM de Tris pH 8.0 en 

relación 1:9 (buffer elución:buffer neutralización). Los anticuerpos se incubaron con 45% de 

sulfato de amonio por 1h en hielo con agitación constante y luego por 16h a 4°C sin agitación. 

Después de centrifugar a 13.000 rpm por 15 min, el pellet se homogenizó en 100 µL de PBS y 

la muestra se dializó y almacenó a -20°C hasta su uso.  

4.9. Western blot de las proteínas recombinantes y del 
parásito 

Cada rPvGAMA purificada (5 µg) y las proteínas totales del parásito (50 µg) se separaron en 

SDS-PAGE al 12% y luego se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Después del 

bloqueo con 5% de leche descremada en TBS-0.05% Tween por una hora a temperatura 

ambiente (TA), cada membrana se cortó en tiras que se incubaron durante una hora con sueros 

pre-inmune e hiper-inmune anti-PvGAMA en dilución 1:100. Seguido a tres lavados, las tiras 

se incubaron nuevamente durante 1h (TA) con un anticuerpo producido en cabra anti-conejo 

acoplado a fosfatasa alcalina (9503F, ICN) como anticuerpo secundario en dilución 1:5.000. 

Una de las tiras se incubó con un anticuerpo monoclonal anti-histidinas (A7058, Sigma) 

acoplado a peroxidasa (1:4.500) como control positivo que reconoce la secuencia de histidinas 

de cada recombinante. Los blots se revelaron con el kit de sustrato peroxidasa (Vector 

Laboratories, Burlingame, Canadá) o de fosfatasa (BCIP/NBT) (Promega, USA) de acuerdo con 

las recomendaciones del fabricante. Las masas moleculares para las bandas esperadas se 

determinaron por regresión lineal usando el marcador de peso XL-OptiProtein (New England 

Biolabs) como referencia de masa molecular. 

4.10. Localización de la proteína por Inmunofluorescencia 
indirecta (IFI). 

Reticulocitos de monos Aotus infectados con la cepa de parásito VCG-I de P. vivax se lavaron 

tres veces con PBS y luego se diluyeron hasta obtener de 5 a 7 esquizontes por campo con 

tinción por naranja de acridina. Posteriormente, las células se fijaron y permeabilizaron en un 

portaobjeto de vidrio de ocho pocillos (Biomedicals, Inc), durante 5 min a TA con formaldehído 

al 4% (v/v) y con 0.1% (v/v) de Tritón X-100 preparados en PBS, respectivamente. 
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Posteriormente, se procedió al bloqueo de los portaobjetos con una solución de BSA 5% en 

PBS 0.1% - Tritón X-100 a TA durante 1 hora. Seguido, los portaobjetos se incubaron con 

sueros de conejo en dilución 1:30 y luego con anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Fluor 

633 producido en cabra (Life Technologies); tanto los anticuerpos primarios como 

secundarios, se incubaron a TA durante 1 hora. Los núcleos de los parásitos se tiñeron con 

DAPI (0.5 mg/mL) durante 10 min a TA y luego se hicieron varios lavados con PBS para 

eliminar el exceso de reactivo. Por último, los portaobjetos se observaron en un microscopio 

de fluorescencia (Olympus BX51) con aceite de inmersión en un aumento de 100X. 

4.11. Colección y procesamiento de muestras de sangre   
 

Individuos con antecedentes clínicos de malaria por P. vivax (37 pacientes) y P. falciparum (30 

pacientes), entre 18 y 50 años de edad y que viven en áreas endémicas de malaria en Colombia 

(Chocó, Nariño, Córdoba, Vichada y Guaviare) se seleccionaron para este estudio. Los sueros 

de individuos sanos (16 pacientes) que nunca han sido afectados por la enfermedad y que 

viven en zonas no endémicas, se utilizaron como controles negativos. Las muestras de sangre 

colectadas en tubos Vacutainer BD sin anticoagulante por el personal de FIDIC, desde el mes 

Octubre de 2006 a Marzo de 2011 (para P. vivax) y el mes de Junio a Octubre de 1993 (para P. 

falciparum), se almacenaron a 4°C para su transporte a Bogotá y procesamiento final. La sangre 

total se centrifugó a 5.000g durante 5 min, el suero se recuperó y se almacenó a -80°C en el 

banco de sueros de FIDIC hasta la fecha.  

4.12. Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas 
(ELISA) 

La antigenicidad de PvGAMA se evaluó por ensayos de ELISA utilizando sueros de pacientes 

que han sufrido episodios de malaria por P. vivax. Para los controles negativos, se usaron 

pacientes sanos que no han tenido episodios de malaria. Brevemente, en cajas de ELISA de 96 

pozos, se fijaron cada uno de los fragmentos de PvGAMA (amino y carboxilo terminal) e 

incubaron durante toda la noche a 4°C y posteriormente a 37°C por 1 hora. Las placas se 

bloquearon con 200 µL leche descremada al 5% en PBS Tween 0.05% a 37°C durante 1 hora. 

La reactividad de los anticuerpos contra las proteínas recombinantes, se evaluó por incubación 

con sueros de humano en dilución 1:100 por una hora a 37°C. Las placas se incubaron con un 
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anticuerpo secundario anti-humano producido en cabra conjugado con peroxidasa 

(Biomedicals, Inc.) en dilución 1:5.000 usando las mismas condiciones que los sueros 

humanos. El ensayo se reveló con una solución de sustrato para peroxidasa (KPL Laboratories, 

WA, USA), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Finalmente, a las placas se les midió 

DO620 en un MultiskanGo (Thermo scientific). El valor de DO se calculó restando el valor 

obtenido para cada pocillo menos el pocillo control sin antígeno. El umbral de corte para 

determinar positividad correspondió a la media de las DO más tres veces la desviación 

estándar de la reactividad de los sueros de individuos sanos. Los ensayos se realizaron por 

triplicado. 

4.13. Procesamiento de muestras de sangre de cordón 

umbilical  

Las muestras de sangre de cordón umbilical de recién nacidos utilizadas en esta investigación, 

colectadas por el personal del Hemocentro Distrital (Bogotá D.C.), se procesaron en el sistema 

de procesamiento de células (SEPAX, Biosafe) para reducir las células nucleadas de acuerdo 

con las recomendaciones del fabricante. Las muestras se almacenaron a 4ºC y el receptor del 

Antígeno Duffy para Quimiocinas (DARC) se determinó por ensayo de aglutinación usando 

anticuerpos dirigidos contra la fracción Fya o Fyb de la molécula. El porcentaje de células 

nucleadas se determinó por el conteo de 20 campos con una ampliación de 100x, utilizando la 

tinción de Wright, antes de llevar a cabo el ensayo de unión.  

4.14. Ensayo de unión a reticulocitos humanos 

La unión de los fragmentos recombinantes de PvGAMA a reticulocitos humanos se evaluó por 

citometría de flujo en tres ensayos independientes. En resumen, 5 µL de una muestra de 

cordón umbilical con fenotipo duffy Fya-Fyb+ se incubó con 25 µg de cada proteína 

recombinante (PvGAMA RC-1, RV-1, RC-2 y RV-2) por 16 horas a 4°C y con agitación a 4 rpm. 

De igual manera, 25 µg de DBP-II y DBP-III/IV se utilizaron en el ensayo como controles. Las 

células se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-His-PE (1:40) (MACS 

molecular-Miltenyi Biotec) por 30 min en la oscuridad previo a lavados con solución de PBS-

BSA 1%. Células blancas y reticulocitos se marcaron incubando con anticuerpos monoclonales 

anti-CD45 clon 2D1 (1:80) (Becton Dickinson) y anti-CD71 APC-H7 clon M-A712 (1:80) 

(Becton Dickinson) por 20 min en oscuridad. Finalmente, la unión a reticulocitos se cuantificó 
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analizando 1 millón de eventos en el citómetro FACSCanto II (BD, San Diego, CA, USA.) y el 

software FlowJo V10. Las células CD71 low (CD71lo) y high (CD71hi) se determinaron 

considerando las señales de intensidad de PE como una función de CD71.  

4.15. Análisis estadístico  

Los valores de las medias y desviaciones estándar se calcularon de las mediciones de tres 

experimentos independientes. La significancia estadística se evaluó por comparación de 

medias usando un nivel de significancia de 0.05 para probar la hipótesis planteada. La prueba 

t-student y el análisis de varianza (ANOVA) se utilizaron para comparar cada grupo 

experimental y el grupo control. La prueba de Tukey´s se utilizó para comparaciones múltiples 

de las medias entre el grupo experimental y el control. GradhPad Software (San Diego, CA) se 

usó para calcular todos los análisis estadísticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 Identificación y caracterización de PvGAMA en la cepa VCG-I de P. vivax 
 

 

 

 

 

 

 



49 
 

 

5. Resultados 

5.1. Identificación in silico de proteínas relacionadas con la 
invasión de P. vivax 

Con los criterios establecidos en la metodología, se identificaron varios genes que codifican 

moléculas de P. vivax localizadas en organelos apicales, las cuales desempeñan un rol 

importante en la unión a células como las previamente reportadas RBPs (31, 143) y RONs (34). 

GAMA fue otra molécula identificada y está presente en otras especies de Plasmodium que 

causan malaria en humanos (P. falciparum y P. knowlesi), simios (P. cynomolgi) y roedores (P. 

yoelii, P. chabaudi y P. berghei) de acuerdo con la información disponible en la base de datos 

PlasmoDB (ID: PVX_088910). Respecto al gen gama de la cepa de referencia Sal-I de P. vivax, 

éste codifica para una proteína de 771 aa de longitud con una masa molecular aproximada de 

82.7 kDa; la molécula es 33 residuos más larga que su homólogo en P. falciparum (PfGAMA: 

738 aa). PvGAMA tiene una secuencia señal de secreción con un sitio de escisión probable en 

el aminoácido 20 y una secuencia de anclaje a GPI situada entre los residuos 750-771 de 

acuerdo con la predicción hecha con los software SignalP 4.0 y FragAnchor (Fig 5-8A), 

coincidiendo con sus  homólogos PfGAMA (18) y en TgGAMA (Toxoplasma gondii) (20). El 

análisis de la secuencia en la base de datos Interpro reveló la presencia de una repetición en 

tándem degenerada, que consiste de 21 copias del pentapétido (A/L)AN(A/G)(N/D) y está 

localizada entre los residuos 591 y 695 que contienen varios epítopes de células B de acuerdo 

con la predicción de Antheprot. Tomando en cuenta las características predichas in silico para 

GAMA y la evidencia de su rol en la invasión en parásitos del filo Apicomplexa (Plasmodium y 

Toxoplasma) descritas en una de las secciones anteriores, se escogió dicha proteína para ser 

caracterizada en la cepa VCG-I de P. vivax. 
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Figura 5-8. Caracterización de PvGAMA 
(A) Predicción in silico de características de PvGAMA. El diagrama muestra la localización del péptido 
señal, la región repetitiva de pentapéptidos y la secuencia de anclaje a GPI. Las barras en colores 
representan los péptidos seleccionados para el ensayo de inmunización en conejos: amarillo (péptido 
39236); azul (péptido 39470); rojo (péptido 39472) y verde (péptido 39238). Los fragmentos 
recombinantes usados para la ELISA (rPvGAMA-Nt (aa 22 - 449), rPvGAMA-Ct (aa 434 - 749)) y para los 
ensayos de citometría (RC-1 (aa 87 - 308); RV-1 (aa 330 - 475); RC-2 (aa 482 - 588) y RV-2 (aa 626 - 
753)) también se muestran. (B a D) Transcripción del gen gama y expresión en esquizontes. (B) Línea 1 
indica el marcador de masa molecular. Líneas 2-4 muestra la amplificación del gen usando ADNc RT+, 
RT- y ADNg, respectivamente. (C) Reconocimiento de PvGAMA usando anticuerpos producidos en 
conejos. Línea 1 indica marcador de masa molecular (MW). Líneas 2 y 3 muestran el reconocimiento de 
GAMA usando suero pre-inmune y suero post-III (anti-PvGAMA39472), respectivamente. (D) Localización 
celular de PvGAMA en esquizontes maduros y merozoitos libres. La imagen muestra el reconocimiento 
de la proteína (verde), núcleos (azul) y reticulocitos infectados (RETi) en luz blanca. 
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5.2. El gen pvgama se transcribe en esquizontes de la cepa 
VCG-I de P. vivax 

La presencia del gen gama en el genoma de la cepa VCG-I de P. vivax y su transcripción se 

confirmó por PCR usando cebadores específicos (diseñados usando la secuencia del gen en Sal-

I), ADNc y ADNg de esquizontes como molde. La Figura 5-8B muestra un producto de 

amplificación de aproximadamente 2.313 pb usando ADNc (RT+) y ADNg (líneas 2 y 4, 

respectivamente) el cual corresponde al gen pvgama completo, mientras que no se obtuvo 

producto en la muestra control (RT-), lo que indica que el ADNc no está contaminado con ADNg 

(Fig 5-8B, carril 3). Comparando la secuencia obtenida de ADNc (depositada en el NCBI bajo el 

código de acceso KT248546) y el ADNg, se pudo evidenciar que el gen es codificado por un 

único exón. Gracias a los alineamientos de la secuencia del gen de la cepa VCG-I con la cepa de 

referencia Sal-I, se identificaron tres mutaciones sinónimas c.258 T>C, c.1926 T>A y c.1929 

T>C. La amplificación del gen pvgama a partir del ADNc sintetizado, sugiere que éste se 

transcribe en esquizontes, coincidiendo así con el análisis de la transcripción de tres aislados 

clínicos de P. vivax, donde gama tiene un perfil de expresión prominente durante tiempos TP7-

TP9, correspondientes a parásitos que se desarrollan durante el estadio maduro (esquizonte 

temprano y maduro) del  ciclo de vida intra-reticulocito (25) y con los estudios en P. falciparum 

y T. gondii (18, 20).   

5.3. PvGAMA se expresa en esquizontes maduros y se 
localiza en el polo apical del parásito.  

Anticuerpos dirigidos contra el péptido sintético 39472, diseñado con base en la secuencia de 

PvGAMA (Fig. 5-8A), se usaron para evaluar la presencia de la proteína y localización en 

esquizontes maduros del parásito. Los anticuerpos se purificaron para mejorar la reactividad 

contra la proteína GAMA, dado que mostraron mayor reactividad por Western blot (Tabla 4-2, 

Anexo 2). Anticuerpos específicos anti-PvGAMA39472 detectaron bandas por Western blot en el 

lisado de parásito de VCG-I tratado en condiciones reducidas, correspondientes a productos 

de ~56 kDa, ~44 kDa y ~30 kDa; únicamente la banda de 56 kDa fue reconocida débilmente 

con el suero pre-inmune (Fig 5-8C, línea 2), lo cual indica un efecto de reactividad cruzada. 

Desafortunadamente, los péptidos 39238 y 39470 no mostraron reactividad contra el lisado 

de parásito (Tabla 4-2, anexo 2), por lo que no fue posible obtener anticuerpos para verificar 
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los productos proteolíticos generados hacia la región amino terminal de PvGAMA. Los 

resultados encontrados, sugieren que PvGAMA presenta dos procesamientos proteolíticos que 

corresponden a los fragmentos de ~44 kDa y ~30 kDa (Fig 5-8C), el primero de ellos es similar 

al observado en el fragmento carboxilo terminal de PfGAMA de ~49 kDa, generando uno de 

~42 kDa (19). La identificación de la proteína GAMA en lisado de esquizontes de la cepa VCG-

I de P. vivax, concuerda con la de un estudio del proteoma de P. vivax de 10 aislados de 

pacientes sintomáticos en Tailandia, donde un péptido de GAMA se identificó (99% de certeza) 

por espectrometría de masas (27).  

Usando anticuerpos anti- PvGAMA39472 para localizar la proteína, se detectó una señal 

punteada de fluorescencia cerca de los núcleos del parásito en esquizontes maduros (Fig 5-

8D), lo cual es característico de proteínas localizadas en organelos apicales (roptrias o 

micronemas) y es coherente con el patrón de expresión apical para PfGAMA y TgGAMA (18, 

20). La doble localización usando un marcador de roptrias o micronemas no fue exitosa, por lo 

que se sugiere que la microscopía inmunoelectrónica es fundamental para validar la 

localización orgánulo-específica de PvGAMA.  

5.4 Diversidad genética y señales de selección en el 

antígeno GAMA 
 

Las secuencias de pvgama obtenidas a partir de 5 diferentes genomas se alinearon con la 

secuencia de la cepa VCG–I y secuencias ortólogas de 5 especies filogenéticamente 

relacionadas. El alineamiento mostró la existencia de un polimorfismo de tamaño en pvgama 

debido a la repetición [C/T]C[G/C]C[A/T]AA[C/T][C/G][A/G/C][G/A]AC[G/C/A], la cual no 

está presente en P. cynomolgi, P. inui, P. fragile, P. knowlesi o P. coaneti (Anexo 3). En P. vivax se 

observaron 5 sitios segregantes y una π de 0.0008. 

Al evaluar las tasas de sustitución sinónima y no sinónima, no se encontraron valores 

significativos (dN-dS = -0.001 (0.001), p > 0.1). Sin embargo, la divergencia sinónima fue mayor 

a la divergencia no sinónima (p < 0.0001) cuando se compararon las secuencias de pvgama 

con cada una de las especies relacionadas (KN-KS P. vivax/P. cynomolgi = -0.041 (0.006); KN-KS 

P. vivax/P. inui = -0.062 (0.008); KN-KS P. vivax/P. fragile = -0.030 (0.006); KN-KS P. vivax/P. 

knowlesi = -0.072 (0.009); KN-KS P. vivax/P. coaneti = -0.049 (0.007)). La ventana deslizante de 

la tasa ω (dN/dS y KN/KS) mostró dos regiones altamente conservadas entre especies (ω < 0.5) 
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entre los codones 80 – 320 y 514 – 624 (Figura 5-9). Adicionalmente, se observaron 308 sitios 

seleccionados negativamente entre especies (Figura 5-9).  

El algoritmo Branch-site REL identifico señales de selección positiva episódica en los linajes 

que dieron origen a P. knowlesi y P. coaneti, así como al linaje formado por P. cynomolgi y P. 

fragile (Anexo 1). 22 sitios mostraron evidencia de selección positiva entre especies (Figura 5-

9). 

 

Figura 5-9. Ventana deslizante de índice ω 

Valores ω intra-especies (dN/dS) son representados en azul, mientras que los valores ω inter-especies 

(KN/KS entre P. vivax y parásitos de malaria que infectan primates) se muestra en púrpura. Un diagrama 

del gen se observa debajo de la ventana deslizante. Sitios (codones) inter-especies seleccionados 

negativamente se marcaron en verde mientras los sitios seleccionados positivamente en rojo. 

Numeración basada en el alineamiento del anexo 3. 

5.5. PvGAMA es antigénica durante una infección natural 
por P. vivax 

Fragmentos de 1.287 pb y 951 pb codificantes de la región amino terminal (rPvGAMA-Nt) y 

carboxilo terminal (rPvGAMA-Ct) de GAMA, respectivamente (Fig 5-10), se amplificaron por 

PCR, se clonaron y exitosamente se expresaron en el sistema E. coli. Después de la purificación 

de los fragmentos por cromatografía de afinidad en fase sólida, su integridad fue evaluada por 

SDS-PAGE; rPvGAMA-Nt presentó un leve procesamiento proteolítico debido posiblemente a 

proteasas de la bacteria, mientras se observó una sola banda para rPvGAMA-Ct (Figura 5-11A 

y B, línea 4). La correcta traducción de la proteína se verificó con un anticuerpo monoclonal 
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anti-Tag de histidinas (Fig. 5-11A y B, línea 5) y contra los péptidos de PvGAMA (Fig 5-11C) 

que reconocen cada fragmento recombinante.  

 

Figura 5-10. Amplificación por PCR de los fragmentos de GAMA. 

Líneas 1 y 5 indican marcador de masa molecular. Líneas 2 y 6 muestran el producto de PCR de 

rPvGAMA-Nt y rPvGAMA-Ct amplificado a partir de la muestra RT+; estos se usaron para la clonación en 

el vector de expresión pEXP-CT/TOPO. Líneas 3 y 7 corresponden a la PCR usando como templado la 

muestra RT-. Líneas 4 y 8 muestran la amplificación de rPvGAMA-Nt y rPvGAMA-Ct a partir de ADNg.  

 
 

 
 
Figura 5-11. Detección de las proteínas recombinantes. 
(A y B) Expresión y purificación de los fragmentos recombinantes de GAMA. Línea 1 indica el marcador 
de masa molecular (MW). Líneas 2 y 3 muestran el lisado celular no-inducido e inducido 
respectivamente. Líneas 4 y 5 los fragmentos purificados rPvGAMA-Nt y rPvGAMA-Ct teñidos con azul 
de Coomassie o Western blot, respectivamente, usando anticuerpos monoclonales anti-Histidinas en el 
último caso. (C) anticuerpos policlonales de conejo son capaces de reconocer rPvGAMA por Western 
blot. Línea 1 indica marcador de masa molecular (MW). Líneas 2 y 4 muestran el reconocimiento con 
suero pre-inmune. Líneas 3 y 5 indican el reconocimiento de rPvGAMA-Nt y rPvGAMA-Ct, 
respectivamente.  
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De acuerdo con el enfoque clásico, las proteínas antigénicas deben tenerse en cuenta para el 

desarrollo de vacunas; por lo tanto, se evaluó la antigenicidad de rPvGAMA-Nt y Ct con sueros 

de 37 pacientes que sufrieron malaria por P. vivax e individuos que nunca han tenido episodios 

de la enfermedad como controles. rPvGAMA-Nt reaccionó con el 64.8% de los sueros evaluados 

(punto de corte de 0.26) mientras que el fragmento rPvGAMA-Ct fue reconocido por el 67.5% 

de ellos (punto de corte de 0.47) (Fig 5-12A). Estos datos concuerdan con un estudio del perfil 

de respuesta inmune humoral para P. vivax en el cual rPvGAMA fue reconocida por el 54.5% 

con los sueros usados en el array (144). 

 

Figura 5-12. Antigenicidad de PvGAMA durante una infección natural por malaria. 
El diagrama muestra la distribución en la densidad óptica (OD) (Eje Y) para la detección rPvGAMA-Nt y 
rPvGAMA-Ct por P. vivax (A) o rPvGAMA-Ct por P. falciparum (B) con sueros de individuos infectados y 
no infectados (Eje X). Las diferencias significativas entre las medias se muestran, así como los valores p 
correspondientes al análisis estadístico.  

El análisis estadístico para rPvGAMA-Nt mostró una diferencia significativa entre las medias 

(m) de los grupos (p=0.035), obteniendo una m=0.38 para el grupo de pacientes infectados y 

m=0.12 para el grupo control (Figura 5-12A). Así mismo, hubo una diferencia estadísticamente 

significativa entre las medias para el reconocimiento de los sueros por rPvGAMA-Ct 

(p<0.0001), donde la media para el grupo de pacientes infectados fue de 0.67 y para el grupo 

control 0.14 (Figura 5-12A). Cuando se analizaron las medias entre rPvGAMA-Nt y rPvGAMA-

Ct, hubo de igual manera diferencias significativas (p=0.0002). Teniendo en cuenta que la 

respuesta fue mayor frente a rPvGAMA-Ct, se decidió confirmar si los anticuerpos generados 
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en una infección natural por P. falciparum eran capaces de detectar este fragmento. No se 

observó diferencia estadísticamente significativa (p=0.6962) para el reconocimiento de 

rPvGAMA-Ct por estos sueros. La significativa reactividad de los sueros de individuos 

infectados contra las recombinantes, indica que se generó una respuesta inmune frente a la 

proteína durante una infección natural, la cual fue más alta y específica de la especie frente a 

la región carboxilo terminal.  

5.6. PvGAMA se une a reticulocitos humanos.  

Eritrocitos con fenotipo duffy Fya- Fyb+ (Uno de los fenotipos más prevalente en Colombia) de 

sangre de cordón umbilical, se incubaron con las regiones variables y conservadas de PvGAMA, 

exitosamente extraídas en su forma soluble (Fig 5-13) y posteriormente se analizaron por 

citometría de flujo para cuantificar la interacción. El porcentaje de unión de cada recombinante 

(marcada con el anticuerpo anti-His-PE) se calculó de la población de células CD71+CD45- 

(reticulocitos) o CD71-CD45- (eritrocitos maduros), usando una estrategia de exclusión de 

glóbulos blancos (Figura 5-14). Todas las proteínas mostraron un desplazamiento en la curva 

del histograma cuando se comparó la señal de PE con el control (células no incubadas con 

proteína recombinante) (Figura 5-14).  

 

Figura 5-13. Obtención de las regiones conservadas y variables de PvGAMA en su forma soluble. 
(A y B) Expresión y purificación de los fragmentos recombinantes de GAMA. Las líneas 1 indican el 
marcador de masa molecular (MW). Líneas 2 y 4 muestra la tinción con azul de Coomassie. Líneas 3 y 5 
muestra el Western blot usando anticuerpos monoclonales anti-histidinas para cada una de la regiones 
conservadas y variables. (C) Expresión y purificación del control positivo (DBP-RII) y negativo (DBP-
RIII/IV). Se indica la tinción con azul de Coomassie (carril 2 y 4) y el Western blot (carril 3 y 5).  
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Figura 5-14. Análisis de citometría de flujo. 
El diagrama muestra la estrategia de selección para las poblaciones maduras e inmaduras de eritrocitos. 
Se excluyeron los dobletes enfrentando la señal para FSC-H contra FSC-A. Luego, las células se 
seleccionaron por su complejidad interna, analizando SSC-A contra FSC-A. La señal CD45 y CD71 se 
utilizó para escoger las poblaciones de eritrocitos maduros (CD71-CD45-) y reticulocitos (CD71+CD45-
) y omitir linfocitos activados (CD71+CD45+). El porcentaje de células que tienen la proteína unida se 
calculó usando la señal de PE (CD71+CD45-PE+). También se muestra un histograma representativo de 
tres experimentos independientes que muestran la señal de PE para el ensayo de unión de RC-2, en 
comparación con el control.  
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Es importante destacar, que los fragmentos de GAMA se unen en mayor porcentaje a 

reticulocitos comparado con glóbulos rojos maduros (Fig 5-15A). Las regiones conservadas 

mostraron mayor interacción con reticulocitos comparado con los controles negativos (DBP-

III/V: X̄±DS = 2.0±0.34; péptido de 6 histidinas: X̄±DS = 0.49±0.18) (p<0.05). RC-2 se unió a un 

10.11% (DS=1.33) de reticulocitos, lo cual fue muy similar a lo observado en el control positivo 

DBP-RII (X̄±SD = 11.8±1.15) (p>0.05), mientras que RC-1 fue capaz de unirse a un 6.36% de 

las células (DS=0.30) (Fig 5-15A). Respecto a las regiones variables, GAMA región variable 1 se 

unió un 3.08% de los reticulocitos (DS=0.54) mientras que RV-2 se unió un 5.64% (DS=0.37) 

(Figura 5-15A). Por otro lado, cuando el porcentaje de unión se analizó en función de la señal 

CD71 APC-H7, los fragmentos RC-1, RC-2 y RV-2 mostraron alta interacción con reticulocitos 

CD71hi en contraste con RV-1 y DBP-RII. Además, se encontró una diferencia significativa con 

un valor p<0.05 entre el porcentaje de unión de las recombinantes RC-1, RC-2 y RV-2 con el 

control DBP-RII en cada grupo (CD71low y CD71hi) (Figura 5-15B). Estos hallazgos son una 

fuerte evidencia para sugerir que GAMA en P. vivax tiene un rol funcional en la interacción con 

reticulocitos, principalmente de las etapas más inmaduras.  

 

Figura 5-15. Actividad de unión de PvGAMA a reticulocitos humanos. 
El análisis de citometría de flujo muestra el porcentaje de unión de los fragmentos recombinantes a las 
células CD71-CD45- y CD71+CD45- (A), como también la señal CD71- (solo para reticulocitos 
CD71+CD45-) (B). Se muestran los controles usados en el ensayo, DBP-RII (control positivo) y DBP-
RIII/IV y un péptido de 6 histidinas (controles negativos). (C) ensayo de inhibición de la unión a 
reticulocitos con las regiones C1 y C2 usado sueros humanos (Anticuerpos generados en una infección 
natural). El porcentaje de unión en ambos análisis se expresó como la media más las desviaciones 
estándar de tres experimentos independientes. ** indica una diferencia estadísticamente significativa 
con un valor P<0.05.   
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Por último, se realizó un ensayo de inhibición de la adhesión por citometría con sueros de 

individuos que habían tenido episodios de malaria por P. vivax, para determinar si los 

anticuerpos producidos en una infección natural podrían inhibir la interacción de las regiones 

funcionales conservadas (RC-1 y RC-2) con reticulocitos. La Figura 5-15C, muestra que los 

fragmentos recombinantes conservados pre-incubados con sueros humanos, fueron capaces 

de unirse a su célula diana (CR1: X̄±SD = 6.21±0.27; CR2: X̄±SD = 9.83±0.09) con un porcentaje 

similar a los controles del ensayo (CR1: X̄±SD = 6.5±0.08; CR2: X̄±SD = 10.01±0.95) (P>0.05), 

lo que sugiere que la respuesta inmune está dirigida contra las regiones que no están 

implicadas en la unión a las células.  
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6. Discusión  

La invasión de merozoitos a eritrocitos implica la participación de varias moléculas del 

parásito expresadas al final del ciclo de vida intra-eritrocítico, principalmente aquellas que 

están presentes en los organelos apicales como roptrias y micronemas (91). La mayoría de las 

proteínas apicales identificadas hasta la fecha, desempeñan un papel clave en la adhesión del 

parásito para invadir las células diana de invasión; por ejemplo, la proteína AMA-I es una de 

las proteínas mejor caracterizadas, debido a que participa en la formación de la unión fuerte 

con el eritrocito en complejo con las proteínas RONs (101), mientras que los antígenos de 

unión a eritrocitos (EBL) son proteínas integrales de membrana que poseen dominios de 

unión, que les permiten hacer interacción proteína-proteína, promoviendo así la entrada del 

parásito a la célula (91). Este estudio tuvo como objetivo principal identificar y caracterizar 

una proteína en P. vivax (diferente a las ya identificadas), con un papel potencial en la adhesión 

celular.  

Un enfoque para identificar proteínas en P. vivax emplea la proteómica en combinación con 

análisis in silico, el cual ha permitido avanzar en el conocimiento de la maquinaria proteica que 

utiliza el parásito en el proceso de invasión, junto con la predicción de la función que estas 

moléculas puedan tener (27, 120).  

Gracias a la información disponible de los estudios de proteoma de P. vivax, se realizó una 

predicción de candidatos a vacuna, teniendo en cuenta los siguientes parámetros: un perfil de 

transcripción en el ciclo intraeritrocítico, predicción de una secuencia señal de secreción o 

secuencias de anclaje a GPI y dominios putativos. Con la revisión se logró identificar GAMA 

cuyo homólogo en P. falciaprum había sido descrito como un candidato potencial a vacuna (18, 
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19). Encontrar varios homólogos en diferentes especies de Plasmodium apoyan la idea de que 

GAMA, posiblemente podría tener una función específica dentro del género.  

A pesar de la dificultad en la investigación básica con respecto a P. vivax, dadas las 

características intrínsecas de su biología (22), hemos sido capaces de identificar la proteína 

GAMA debido a la adaptación de la cepa VCG-I de P. vivax en primates (28). Los resultados 

mostraron que el gen pvgama se transcribe y codifica una proteína que sufre procesamiento 

proteolítico y muestra un patrón punteado propio de proteínas apicales en esquizontes 

maduros de la cepa VCG-I de P. vivax (Fig 5-8). Se ha encontrado, que los transcritos del 

parásito están estrictamente controlados durante el desarrollo del ciclo de vida intra-

eritrocítico (14, 25) y que los productos que codifican se correlacionan con los que ejercen una 

función especializada. Por ejemplo, más de 50 secuencias que codifican para proteínas en P. 

falciparum tienen una expresión máxima durante etapas maduras (>35 horas post-invasión) y 

desempeñan un papel importante durante la invasión celular (145). Lo anterior, sumado a que 

GAMA se transcribe y se expresa en esquizontes de P. vivax, sugiere que la proteína podría 

tener una función durante la invasión a reticulocitos.  

Recientemente Cornejo et., al (146) y Garzón-Ospina et., al (130) identificaron señales de 

selección natural en genes de P. vivax al analizar las secuencias de 5 genomas provenientes de 

diferentes regiones del mundo (131). Esos resultados fueron concordantes con los obtenidos 

al aumentar el número de secuencias analizadas (147-149), por lo tanto este tipo de análisis 

pueden ser una aproximación para seleccionar antígenos conservados y con restricciones 

funcionales con el fin de diseñar una vacuna completamente efectiva. El antígeno de 

micronemas con anclaje a GPI (GAMA), mostro una baja diversidad genética, comparable a la 

observada en msp-4 (150, 151), msp-7A/-7K/-7F/-7L (152, 153), msp-8 (154), msp-10 (152, 

154), pv12, pv38 (147, 149), pv41 (148, 149) y rap-1/-2 (155) los cuales parecen estar 

involucrados en el proceso de invasión a la célula huésped. 

Se encontró evidencia de selección positiva episódica en algunos linajes, lo cual puede ser una 

consecuencia de la adaptación en estos parásitos a diferentes hospederos (156, 157) durante 

su historia evolutiva. A pesar de que no se observó valores estadísticamente significativos en 

la diferencia dN-dS, se observó que entre especies, la divergencia KS fue mayor a la divergencia 

KN, encontrándose un alto número de sitios bajo selección negativa, sugiriendo que ésta juega 

un papel importante en la evolución del antígeno GAMA. Dos regiones a lo largo del antígeno 
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fueron altamente conservadas entre especies mostrando una tasa evolutiva (ω) <0.5. Teniendo 

en cuenta que las regiones funcionales suelen evolucionar más lentamente y que la selección 

natural tiende a mantener estas regiones conservadas entre las especies (129), nuestros 

resultados sugieren que las regiones entre los residuos 80 – 320 (40 % de los sitios 

seleccionados negativamente) y 514 – 624 (64.5 % de los sitios seleccionados negativamente) 

podrían estar restringidas funcional/estructuralmente y por lo tanto el diseño de una vacuna 

podría enfocarse en dichos fragmentos. 

Basados en el estudio de polimorfismo de PvGAMA, decidimos determinar la unión de dos 

regiones conservadas (RC-1 – RC-2) y dos regiones variables (RV-1 – RV-2) a las células, con el 

fin de validar la nueva estrategia de predicción in silico de regiones funcionales y elucidar la 

función de la proteína. Además, se utilizó una muestra de reticulocitos con un fenotipo Duffy 

positivo, dado que PvGAMA tiene actividad de unión independiente de la expresión de dicho 

antígeno (158). En este análisis, encontramos que los fragmentos de PvGAMA se unen en una 

menor proporción a eritrocitos maduros, comparado con reticulocitos (CD71+CD45-) (Fig 5-

15A), lo que permite sugerir que la proteína interactúa preferentemente con este último tipo 

de células. Los fragmentos localizados en la región carboxilo terminal (RC-2 y RV-2) 

presentaron mayor unión a los reticulocitos, a diferencia de los fragmentos presentes en la 

región amino terminal (RC-1 y RV-1) (Fig 5-15A); esto es consistente con los resultados 

observados para el fragmento C-terminal en P. falciparum (denominado Tr3 en el estudio); sin 

embrago, la región amino terminal de PfGAMA (Tr1) no tiene actividad de unión a eritrocitos 

(18). Estas diferencias pueden explicarse por la sensibilidad de las diferentes técnicas 

utilizadas para los ensayos de unión, debido a que posiblemente PfGAMA (Tr1) presenta una 

muy baja actividad de unión que no alcanza a ser detectada por Western blot (como también 

ocurre con TgGAMA-Ct (20)), pero si puede ser detectada por citometría de flujo como se 

mostró en este estudio.  

De acuerdo con la literatura, los merozoitos de P. vivax tienen tropismo por reticulocitos en 

estadios muy inmaduros que se caracterizan por expresar el receptor CD71 (159); por tanto, 

se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-CD71 para identificar la preferencia de unión de las 

regiones de GAMA (variables y conservadas) a los reticulocitos inmaduros. Hubo un alto 

porcentaje de unión para RC-1, RC-2 y RV-2 a reticulocitos CD71hi (Fig 5-15B), sugiriendo que 

PvGAMA interactúa principalmente con la etapa más inmadura de este tipo celular. Se ha 
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reportado que durante la maduración de los reticulocitos disminuyen las proteínas integrales 

de membrana (160). Por tanto, los hallazgos encontrados sugieren que el receptor de PvGAMA 

es menos abundante en células CD71lo a diferencia de CD71hi, como consecuencia de la 

maduración celular. El hecho de que más del 69% de las células CD71+CD45- fueron CD71lo 

(X̄±SD = 69.3±3.3) puede ser la explicación del porqué los fragmentos de PvGAMA no se 

unieron al 100% de los reticulocitos CD71+. Algunas moléculas descritas a la fecha de P. vivax 

presentan el mismo perfil de unión como: DBP (161), MSP-1 (162), RBP-1 (143), EBP (del 

inglés, Erythrocyte Binding Protein) (163) y las RBP-1a y 1b (72). Con respecto a la proteína 

EBP, se une preferentemente a reticulocitos CD71hi Fy+, similar a lo encontrado con PvGAMA, 

lo que sugiere, que los receptores para estos ligandos son más abundantes en reticulocitos 

jóvenes que están confinados principalmente en médula ósea (159), y que la selección de 

reticulocitos por P. vivax no solo está gobernada por las RBPs sino también por otras proteínas 

como DBP, MSP-1, EBP y ahora GAMA.   

La antigenicidad es otro de los parámetros clásicos para la selección de moléculas que pueden 

servir para el desarrollo de una vacuna,  ya que se ha visto que una respuesta inmune inducida 

durante la infección, está relaciona con la inmunidad adquirida de forma natural (164). Los 

resultados obtenidos en este estudio, indican que PvGAMA es capaz de desencadenar una 

respuesta inmune durante una infección natural por P. vivax, debido a que anticuerpos 

generados en los individuos afectados reconocen los fragmentos recombinantes por ELISA (Fig 

5-12A). Se observó un reconocimiento mayor para rPvGAMA-Ct, probablemente debido a la 

presencia de la secuencia repetitiva localizada en esta región (aa 591 a 695), compuesta por 

residuos de [A/L]AN[A/G][N/D]. Estas inserciones podrían ser una adaptación de P. vivax a los 

seres humanos ya que regiones repetitivas suelen actuar como “cortinas de humo” para evadir 

las respuestas inmunes del hospedero (45, 165). Esta característica ha sido encontrada en 

algunos antígenos descritos en la cepa VCG-I de P. vivax localizados en la superficie del parásito 

como Pv12  (166), ARP (167) y en el polo apical como Pv34 (168), RON 1 (169), RON 2 (170) 

y RON 4 (171).  

Aunque hubo una respuesta inmune frente a PvGAMA (Fig 5-12A), ésta no fue suficiente para 

inhibir la unión de las regiones conservadas a los reticulocitos (Fig 5-15C). Se ha observado 

que las regiones conservadas de las proteínas de P. falciparum (implicadas en la unión a 

eritrocitos) no desencadenan una respuesta inmune cuando se usan como vacunas en el 

modelo Aotus, mientras que las regiones variables activan respuestas alelo específicas frente 
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al reto con el parásito (172). Por consiguiente, los anticuerpos contra PvGAMA inducidos en 

una infección natural están dirigidos frente a epítopes inmunodominantes que no tienen 

importancia en la actividad de unión.  

Estos hallazgos soportan que PvGAMA posee algunas regiones que facilitan la actividad de 

unión a reticulocitos humanos. Teniendo en cuenta que GAMA es un antígeno inmunorreactivo 

y habiendo confirmado que las regiones conservadas se unen a los reticulocitos, se postulan 

RC-1 y RC-2 como posibles candidatos para el desarrollo de una vacuna contra P. vivax, las 

cuales podrían ser críticas para prevenir el problema de la enorme variabilidad del parásito en 

el desarrollo de una vacuna.   
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7. Conclusiones  

 

• El gen pvgama se transcribe y traduce para un producto proteico que sufre 

procesamiento proteolítico y presenta un patrón punteado típico de antígenos apicales 

en esquizontes de la cepa VCG-I de P. vivax; esta característica posiblemente se 

relaciona con su función en la adherencia de los merozoitos de P. vivax a los 

reticulocitos. 

 

• PvGAMA es una proteína antigénica, ya que es capaz de desencadenar una respuesta 

inmune durante una infección natural por P. vivax; esto se corroboró debido a que 

anticuerpos generados en los individuos con episodios de malaria reconocieron los 

fragmentos recombinantes por ELISA.  

 

• GAMA en P. vivax, posee algunas regiones a lo largo de la secuencia de aminoácidos que 

se unen a reticulocitos, principalmente CD71hi, que corresponden a la etapa más 

inmadura de este tipo celular. Este hallazgo pone de manifiesto sus propiedades 

funcionales como una adhesina usada por el parásito para adherirse a su célula diana.  
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8. Perspectivas  

Con la finalidad de conocer en detalle la interacción entre la molécula GAMA y el reticulocito, 

en relación a determinar la especificidad de la unión, la identidad del receptor, la 

inmunogenicidad y protección, se requiere adelantar diferentes experimentos:  

• Con respecto a determinar la especificidad de la unión y evaluar si esta es hacia el 

mismo receptor o hay redundancia por otros receptores, se beben realizar ensayos de 

saturación de la unión para evaluar si es dependiente de concentración, y ensayos de 

competencia con los fragmentos recombinantes de PvGAMA marcados y no marcados.  

 

• Para conocer la identidad del receptor en la membrana de los reticulocitos al cual se 

une GAMA, es necesario realizar ensayos como inmunoprecipitación usando 

anticuerpos policlonales anti-PvGAMA y posteriores análisis por espectrometría de 

masas de los complejos receptor-ligando aislados.  

 

• Adicionalmente, para poder usar PvGAMA como posible candidato a vacuna, es 

necesario realizar estudios de inmunogenicidad y protección en un modelo 

experimental como los monos Aotus, utilizando las regiones conservadas aquí 

identificadas. 
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9. Aspectos éticos  

9.1 Consentimiento informado 

Suero de 37 pacientes obtenidos en áreas endémicas de malaria en Colombia, quienes 

sufrieron episodios de malaria por P. vivax, como también de 6 individuos sanos que nunca 

han sufrido la enfermedad fueron usados para el estudio. Además, muestras de cordón 

umbilical empleadas para los ensayos de unión fueron colectadas y proporcionadas por el 

Hemocentro distrital de Bogotá (Colombia). Todos los individuos (incluyendo las progenitoras 

respecto a las muestras de cordón umbilical) firmaron un documento de consentimiento 

donde se les informaba detalladamente de los objetivos del estudio. Todos los procedimientos 

fueron aprobados por el comité de ética de FIDIC.  

 9.2 Manejo y regulaciones para el cuidado animal 

La manipulación experimental de animales usados en el estudio se realizó hace más de 6 años 

(estudio con Monos Aotus spp) de acuerdo con la Ley 84 de 1989 y la Resolución 504 de 1996 

de la República de Colombia. Monos Aotus spp mantenidos en la estación de primates de la 

Fundación Instituto de Inmunología de Colombia - FIDIC (Leticia, Amazonas) y conejos de la 

raza Nueva Zelanda se manipularon siguiendo las guías de cuidados para animales de 

laboratorio (National Institute of Health, USA) bajo la supervisión constante de un médico 

veterinario. Los procedimientos de inmunización y sangría de los monos Aotus y conejos, 

fueron previamente aprobados por el comité de ética de FIDIC y se realizaron de acuerdo con 

las condiciones estipuladas por CorpoAmazonía (Resolución 00066 del 13 de septiembre de 

2006). Vale la pena destacar que se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento 

de los animales utilizados en este estudio.  
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10. Anexos  

Anexo 1. Selección positiva linaje específica. Ramas bajo selección diversificación fueron 

identificadas por el método REL-site Branch. La filogenia fue inferida en MEGA v6 por el 

método de Máxima verosimilitud utilizando el modelo GTR+G. ω+: valores de la tasa ω; Pr [ω 

= ω +]: proporción de sitios evolucionando a la tasa ω+; valor P corregido para múltiples 

pruebas utilizando el método de Holm-Bonferroni. 
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Anexo 2. Reactividad de los anticuerpos policlonales. Reconocimiento de la proteína en un 

lisado de P. vivax, usando suero de conejos dirigidos contra los péptidos 39326, 39328, 39470 

y 39472. PI: suero pre-inmune, HI: suero híper-inmune.   

 

 

Anexo 3.  Alineamientos del antígeno GAMA. Secuencias del gen pvgama de 6 cepas de P. 

vivax fueron alineadas con las secuencias ortólogas de P. cynomolgi, P. inui, P. fragile, P. coatneyi  

y P. knowlesi. (A) alineamientos de las secuencias de ADN y (B) alineamientos deducidos de la 

secuencia de aminoácidos. Las secuencias fueron obtenidas del GenBank bajo los siguientes 

códigos de acceso: India-VII AFBK01000586-AFBK01000587, North Korean AFNJ01000531, 

Brazil-I AFMK01000508-AFMK01000509, Mauritania-I AFNI01000333-AFNI01000334, P. 

inui NW_0084818881, P. fragile NW_012192586, P. cynomolgi BAEJ01000249, P. coatneyi 

CM0028561 y P. knowlesi NC_0119061. (Ver páginas siguientes).  
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A. Alineamiento deducido de la secuencia de ADN 
 

                                             *        20         *        40         *        60         *             

P.coatneyi_CM002856.1               : ATGAAGTGCAACGGCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCAATACTCAGCGCTACGAACGCTTTGATACGAAATGGGAACAA :   80 

P.knowlesi_NC_011906.1              : ATGAAGTGCAACGGCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCAATACTCAGCGCCACGAACGCTTTGATACGAAATGGGAACAA :   80 

P.inui_NW_008481888.1               : ATGAAGTGCAACACGGCCTTGCTAGTACTACTTAGCGCAATACTCAGCGCTGCAAACGCTTTGATACGAAATGGGAACAC :   80 

P.fragile_NW_012192586.1            : ATGAAGTATAACGCCACCTTGCTTGTCCTACTTAGCGCAATATTGAGCGCTGGGAAAGCTTTGATACGAAATGGGAACAA :   80 

P.cynomolgi_BAEJ01000249            : ATGAAGTGCAACGCCGCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCATTACTCAGCGCTTCGAACGCTTTGATACGAAATGGGAACAA :   80 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : ATGAAGTGCAACGCCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCACTACTCAGCGCTGCGAACGCTTTGATACGGAATGGAAACAA :   80 

VCG-I                               : ATGAAGTGCAACGCCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCACTACTCAGCGCTGCGAACGCTTTGATACGGAATGGAAACAA :   80 

Sal-1_PVX_088910                    : ATGAAGTGCAACGCCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCACTACTCAGCGCTGCGAACGCTTTGATACGGAATGGAAACAA :   80 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ATGAAGTGCAACGCCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCACTACTCAGCGCTGCGAACGCTTTGATACGGAATGGAAACAA :   80 

NKorean_AFNJ01000531                : ATGAAGTGCAACGCCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCACTACTCAGCGCTGCGAACGCTTTGATACGGAATGGAAACAA :   80 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ATGAAGTGCAACGCCTCCTTGCTAGTCCTACTTAGCGCACTACTCAGCGCTGCGAACGCTTTGATACGGAATGGAAACAA :   80 

                                      ATGAAGTgcAACgcc CCTTGCTaGTcCTACTTAGCGCA TAcTcAGCGCt cgAAcGCTTTGATACG AATGG AACAa        

                                                                                                                              

                                               *       100         *       120         *       140         *       160        

P.coatneyi_CM002856.1               : TCCGCAGGCATTAGTTCCGGAAAAGAGCGATGACTCGAGTGGGGGCCAGAACAAACCCTCCGGTGACAACCAAGACACGT :  160 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TCCGCAGGCATTAGTTCCGGACAATAGTGGTGACCCGAATGCGGGCCAGAACAAAACGTCCAGTGACAACCAAGACACAT :  160 

Pinui_NW_008481888.1                : TACGCAGGCATTAGTTCCGGAAAAGAGCAATGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCCCTCCGGTGACAACCGAGAGACTT :  160 

Pfragile_NW_012192586.1             : TACGCAGGCCTTAGTTCCTGAAAATGGCGGTGACCCTAGTGGGGGACAGAACAACCCCTCCGGTGAAAACCAAGATACGT :  160 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TACGCAAGCATTAGTTCCGGAAAAGAGCGGTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCCCTCCGGTGATAACCAAGACACGT :  160 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CCCGCAGGCATTAGTTCCTGAAAAGGGCGCTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCGCTCCGGAGAAAACCAAGACACGT :  160 

VCG-I                               : CCCGCAGGCATTAGTTCCTGAAAAGGGCGCTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCGCTCCGGAGAAAACCAAGACACGT :  160 

Sal-1_PVX_088910                    : CCCGCAGGCATTAGTTCCTGAAAAGGGCGCTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCGCTCCGGAGAAAACCAAGACACGT :  160 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CCCGCAGGCATTAGTTCCTGAAAAGGGCGCTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCGCTCCGGAGAAAACCAAGACACGT :  160 

NKorean_AFNJ01000531                : CCCGCAGGCATTAGTTCCTGAAAAGGGCGCTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCGCTCCGGAGAAAACCAAGACACGT :  160 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CCCGCAGGCATTAGTTCCTGAAAAGGGCGCTGACCCGAGTGGGGGCCAGAACAACCGCTCCGGAGAAAACCAAGACACGT :  160 

                                        CGCAgGCaTTAGTTCC GAaAAg Gcg TGACcCgAgTGgGGGcCAGAACAAcc cTCCgG GA AACCaAGAcACgT        

                                                                                                                              

                                               *       180         *       200         *       220         *       240        

P.coatneyi_CM002856.1               : GCGAAATTCAAAAGATGGCGGAAGAAATGATGGAAAAAATGGTGAACGAAAAAGATGTGTTTACCTCCATCATGGAACCT :  240 

Pknowlesi_NC_011906.1               : GTGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAAGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATTATGGAACCT :  240 

Pinui_NW_008481888.1                : GTGAAATTCAACAGATGGCCCAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAAGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCC :  240 

Pfragile_NW_012192586.1             : GCGAAGTTCAAAAGATGGCTGAAGAAATGATGGGAAAAATGATGAAAGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATTATGGAACCT :  240 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : GTGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAAGAAAAAGACATGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GCGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAGGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

VCG-I                               : GCGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAGGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

Sal-1_PVX_088910                    : GCGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAGGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

Mauritania_I_AFNI01000333           : GCGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAGGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

NKorean_AFNJ01000531                : GCGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAGGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : GCGAAATTCAAAAGATGGCCGAAGAAATGATGGAAAAAATGATGAAGGAAAAAGACGTGTTTAGCTCCATCATGGAACCT :  240 

                                      G GAAaTTCAAaAGATGGCcgAAGAAATGATGGaAAAAATGaTGAA GAAAAAGAcgTGTTTAgCTCCATcATGGAACCt        
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                                               *       260         *       280         *       300         *       320        

P.coatneyi_CM002856.1               : CTCCAGAGCAAATTAACCGATGATCACCTCTGTTCAAAACTAAAATATACGAACGTTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

Pknowlesi_NC_011906.1               : CTCCAGAGCAAATTAACCGATGATCGCCTCTGTTCTAAAATGAAATATACAAATATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

Pinui_NW_008481888.1                : CTCCAGAGCAAATTAGCCGACGATCACCTCTGTTCAGAAGTAAAATATAAGAACATTTGTCTTCAAGAAAAGGACAATAA :  320 

Pfragile_NW_012192586.1             : CTCCAGAGCAAATTATCCGACAATCATCTCTGTTCAACAGTGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGATAAAAC :  320 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : CTCCAGAGCAAATTACCCGACGATCACCTCTGTTCAAAACTGAAATATACGAACATTTGTCTTCAGGAAAAGGACAAAAC :  320 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CTCCAGAGCAAATTAACCGACGATCATCTGTGTTCAAAAATGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

VCG-I                               : CTCCAGAGCAAATTAACCGACGATCATCTGTGTTCAAAAATGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

Sal-1_PVX_088910                    : CTCCAGAGCAAATTAACTGACGATCATCTGTGTTCAAAAATGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CTCCAGAGCAAATTAACCGACGATCATCTGTGTTCAAAAATGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

NKorean_AFNJ01000531                : CTCCAGAGCAAATTAACCGACGATCATCTGTGTTCAAAAATGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CTCCAGAGCAAATTAACCGACGATCATCTGTGTTCAAAAATGAAATATACGAACATTTGTCTTCACGAAAAGGACAAAAC :  320 

                                      CTCCAGAGCAAATTA CcGAcgATCa CT TGTTCaaaA TgAAATATAcgAAcaTTTGTCTTCAcGAAAAGGAcAAaAc        

                                                                                                                              

                                               *       340         *       360         *       380         *       400        

P.coatneyi_CM002856.1               : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGGAGTACGAAAAATTAATTCAGCAATTTACTTATCAAAAGTTATGCAACTCCA :  400 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TCCCTTGACCTTCCCATGCACAAATCCACAATACGAACAATTAATTCAGCAATTTACTTATAAAAAGTTATGCAACTCCA :  400 

Pinui_NW_008481888.1                : TTCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGGAGTACGAACAATTAATTCACGAATTTACTTATAAAAAGTTATGCAATTCCA :  400 

Pfragile_NW_012192586.1             : TCCCTTGACCTTCCCCTGTACAAGTCCGCAGTACGAACAATTAATTCACCACTTTACTTATAAAAAGTTGTGTAACTCTC :  400 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TCCCTTGACCTTACCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAATTAATTCAACACTTTACTTATAAAAAGTTATGCAACTCCC :  400 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAGCTAATTCATCGCTTCACTTATAAAAAGTTGTGCAACTCCA :  400 

VCG-I                               : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAGCTAATTCATCGCTTCACTTATAAAAAGTTGTGCAACTCCA :  400 

Sal-1_PVX_088910                    : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAGCTAATTCATCGCTTCACTTATAAAAAGTTGTGCAACTCCA :  400 

Mauritania_I_AFNI01000333           : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAGCTAATTCATCGCTTCACTTATAAAAAGTTGTGCAACTCCA :  400 

NKorean_AFNJ01000531                : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAGCTAATTCATCGCTTCACTTATAAAAAGTTGTGCAACTCCA :  400 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : TCCCTTGACCTTCCCCTGCACAAGTCCGCAGTACGAACAGCTAATTCATCGCTTCACTTATAAAAAGTTGTGCAACTCCA :  400 

                                      TcCCTTGACCTTcCCcTGcACAAgTCCgcAgTACGAAcA  TAATTCA c  TT ACTTATaAAAAGTT TGcAAcTCca        

                                                                                                                              

                                               *       420         *       440         *       460         *       480        

P.coatneyi_CM002856.1               : AGGTGGCCTTCAGCAACGTGTTGCTGAAATCCTTCATCGATAAGAAGAACGAAGAAAACACATTCAACGCGATCATACAG :  480 

Pknowlesi_NC_011906.1               : AGGTGGCCTTCAGCAACGTGTTGCTGAAATCCTTCATCGATAAAAAGAACGAAGAAAACACATTTAACGCGATCATACAG :  480 

Pinui_NW_008481888.1                : AGGTGGCCTTTAGCAACGTGTTGCTCAAATCGTTCATCGATAAAAAAAACGAAGAAAACACATTTAACACGATCATAGAG :  480 

Pfragile_NW_012192586.1             : AAGTGGCCTTTAACAACGTGTTGCTCAAATCCTTCATCAATAAAAACAACGAAGAAAACACATTTAACACGATTATACAG :  480 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : AGGTGGCCTTTAGTAACGTGTTGCTCAAATCCTTCATCAATAAAAAAAACGAAGAAAATACATTTAATACGATCATACAG :  480 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AGGTGGCCTTTAGCAACGTCTTGCTCAAATCCTTCATCGATAAAAAAAATGAAGAAAACACATTTAACACGATCATACAG :  480 

VCG-I                               : AGGTGGCCTTTAGCAACGTCTTGCTCAAATCCTTCATCGATAAAAAAAATGAAGAAAACACATTTAACACGATCATACAG :  480 

Sal-1_PVX_088910                    : AGGTGGCCTTTAGCAACGTCTTGCTCAAATCCTTCATCGATAAAAAAAATGAAGAAAACACATTTAACACGATCATACAG :  480 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AGGTGGCCTTTAGCAACGTCTTGCTCAAATCCTTCATCGATAAAAAAAATGAAGAAAACACATTTAACACGATCATACAG :  480 

NKorean_AFNJ01000531                : AGGTGGCCTTTAGCAACGTCTTGCTCAAATCCTTCATCGATAAAAAAAATGAAGAAAACACATTTAACACGATCATACAG :  480 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AGGTGGCCTTTAGCAACGTCTTGCTCAAATCCTTCATCGATAAAAAAAATGAAGAAAACACATTTAACACGATCATACAG :  480 

                                      AgGTGGCCTTtAgcAACGT TTGCTcAAATCcTTCATCgATAAaAA AA GAAGAAAAcACATTtAAcaCGATcATAcAG        

                                   

 

                                                                                          

                                               *       500         *       520         *       540         *       560        

P.coatneyi_CM002856.1               : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGTATTGATGAAGATTTGAAGGATATTTACAATGCATCTATAGAATTATTCTCCGACAT :  560 

Pknowlesi_NC_011906.1               : AATTACAAAGTTTTGTCCACTTGTATTGATGAAGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTTTCCGATCT :  560 

Pinui_NW_008481888.1                : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGTATTGATGCAGATTTGAAGGACATTTATAGTGCATCCATACAGTTATTCTCCGACCT :  560 
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Pfragile_NW_012192586.1             : AATTACAAAATTCTGTCCACTTGTATTGATGAAGATTTGAAGGACATTTATGATGCGTCCATACAGTTATTCTCCGACAT :  560 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : AATTACAAACTTCTGTCCACTTGTATTGATGAAGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGATTTATTCTCCGATAT :  560 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGCATTGACGATGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTCTCCGACAT :  560 

VCG-I                               : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGCATTGACGATGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTCTCCGACAT :  560 

Sal-1_PVX_088910                    : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGCATTGACGATGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTCTCCGACAT :  560 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGCATTGACGATGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTCTCCGACAT :  560 

NKorean_AFNJ01000531                : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGCATTGACGATGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTCTCCGACAT :  560 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AATTACAAAGTTCTGTCCACTTGCATTGACGATGATTTGAAGGACATTTATAATGCATCCATAGAGTTATTCTCCGACAT :  560 

                                      AATTACAAAgTTcTGTCCACTTG ATTGA Ga GATTTGAAGGAcATTTAtaaTGCaTCcATAgAgTTATTcTCCGAcaT        

                                                                                                                              

                                               *       580         *       600         *       620         *       640        

P.coatneyi_CM002856.1               : TAGAAGCTCCGTCACAGAAATCACGGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGATGTTTTAAAAACAAGAGAGCAAGCCA :  640 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TAGAACATCTGTCAGAGAAATTACGGAAAAATTGTGGTCCAAAAATATGATCGAGGTTTTAAAAACAAGAGAGCAAGCGA :  640 

Pinui_NW_008481888.1                : TAGAAGCGCCGTCACAGAAATCTCGGAAAGGTTGTGGTCCAAGAATATGATCGATGTTTTAAAGACAAGAGAGGAAACCA :  640 

Pfragile_NW_012192586.1             : TAGAGTGTCCGTCACAGAAATCACAGAAAAGCTGTGGTCTAAAAATATGATCGACGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TAGAACCTCCGTCACGGAAATCACGGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAGGTTTTAAAGGCAAGAGAGCAAACCA :  640 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AAGAACCTCCGTCACAGAAATTACCGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAAGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

VCG-I                               : AAGAACCTCCGTCACAGAAATTACCGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAAGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

Sal-1_PVX_088910                    : AAGAACCTCCGTCACAGAAATTACCGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAAGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AAGAACCTCCGTCACAGAAATTACCGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAAGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

NKorean_AFNJ01000531                : AAGAACCTCCGTCACAGAAATTACCGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAAGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AAGAACCTCCGTCACAGAAATTACCGAAAAGTTGTGGTCCAAAAATATGATCGAAGTTTTAAAGACAAGAGAGCAAACCA :  640 

                                       AGAa ctCcGTCAcaGAAAT aC GAAAagtTGTGGTCcAAaAATATGATCGA GTTTTAAAgaCAAGAGAGcAAaCcA        

                                                                                                                              

                                               *       660         *       680         *       700         *       720        

P.coatneyi_CM002856.1               : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAACGGAAACAATTCTCCCCTAGTATCAAACAGTTTGTCGTATGAAAATTTTGGA :  720 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TTGCAGGTATTTTATGTGAGTTAAGAAACGGAAATAATTCTACCCTAGTATCAAATAGTTTGTCGTATGAAAATTTTGGA :  720 

Pinui_NW_008481888.1                : TTACAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAAGGGAAATAATTCTACTCTAGTATCGAACAGTTTTTCGTATGACAATTTTGGA :  720 

Pfragile_NW_012192586.1             : TTGCAGGTATTTTATGTGAGTTACGAAATGGAAATAAATCAACCCTAGTATCAAACAGTTTGTCATATGAAAATTTTGGG :  720 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAACGGAAATAATTCTACCCTAGTATCCAACAGTTTGTCGTATGAAAATTTTGGA :  720 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAATGGAAATAATTCTCCCCTAGTATCGAACAGTTTTTCCTATGAAAATTTTGGA :  720 

VCG-I                               : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAATGGAAATAATTCTCCCCTAGTATCGAACAGTTTTTCCTATGAAAATTTTGGA :  720 

Sal-1_PVX_088910                    : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAATGGAAATAATTCTCCCCTAGTATCGAACAGTTTTTCCTATGAAAATTTTGGA :  720 

Mauritania_I_AFNI01000333           : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAATGGAAATAATTCTCCCCTAGTATCGAACAGTTTTTCCTATGAAAATTTTGGA :  720 

NKorean_AFNJ01000531                : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAATGGAAATAATTCTCCCCTAGTATCGAACAGTTTTTCCTATGAAAATTTTGGA :  720 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : TTGCAGGCATTTTATGTGAGTTAAGAAATGGAAATAATTCTCCCCTAGTATCGAACAGTTTTTCCTATGAAAATTTTGGA :  720 

                                      TTgCAGGcATTTTATGTGAGTTAaGAAA GGAAAtAAtTCt CcCTAGTATC AAcAGTTT TC TATGAaAATTTTGGa        

                                              

 

                                                                                

                                               *       740         *       760         *       780         *       800        

P.coatneyi_CM002856.1               : ATCCTCAAGGTTAATTATGAAGCCTTAATGAACCAGGCGTATAAAGCTTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 

Pknowlesi_NC_011906.1               : ATCCTTAAAGTGAATTATGAAGGCTTAATAAACCAGGCGTATAAAGCCTTTTCAGACTACTATTCTTACTTTCCCGCGTT :  800 

Pinui_NW_008481888.1                : ATCCTCAAGGTTAATTATGAAGGGTTACTAAACCAGGCGTATGTGGCATTTTCAGACTACTATTCATTCTTTCCCCTTTT :  800 

Pfragile_NW_012192586.1             : ATCCTCAAGGTTAATTATGAAGGGTTAATGAACCAGGCGTACAAGGCATTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGATTT :  800 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : ATCCTCAAGGTTAATTATGAAGAGTTACTAAACCAGGCGTATGCGGCGTTTTCAGACTACTATTCATATTTCCCCGCTTT :  800 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : ATTCTCAAGGTTAATTATGAGGGATTACTAAACCAGGCGTATGCGGCCTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 

VCG-I                               : ATTCTCAAGGTTAATTATGAGGGATTACTAAACCAGGCGTATGCGGCCTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 
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Sal-1_PVX_088910                    : ATTCTCAAGGTTAATTATGAGGGATTACTAAACCAGGCGTATGCGGCCTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ATTCTCAAGGTTAATTATGAGGGATTACTAAACCAGGCGTATGCGGCCTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 

NKorean_AFNJ01000531                : ATTCTCAAGGTTAATTATGAGGGATTACTAAACCAGGCGTATGCGGCCTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ATTCTCAAGGTTAATTATGAGGGATTACTAAACCAGGCGTATGCGGCCTTTTCAGACTACTATTCATACTTTCCCGCTTT :  800 

                                      AT CTcAAgGTtAATTATGA Gg TTA TaAACCAGGCGTAt  gGC TTTTCAGACTACTATTCaTacTTtCCCgctTT        

                                                                                                                              

                                               *       820         *       840         *       860         *       880        

P.coatneyi_CM002856.1               : TGCCATTAAATTGTTAGAAAAGGGAGGGTTCGTCGAGCGATTGGTCGCTATCCATGAAAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TGCCATTAGACTTTTAGAAAAGGATGGGTTGGTCGAGCGGTTGGTCGCTATCCATGAAAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

Pinui_NW_008481888.1                : TGCCATGCGCTTGTTAGAAAATGGCGGATTGGTCGAGCGATTGGTCGCTATCCATGAGAAATTGACCAACTACAGGACGA :  880 

Pfragile_NW_012192586.1             : TGCCATTAAATTGTTGGAGAAAGGTGGGTTGGTCGAGCGGTTGGTCGCTATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TGCCATTAAATTGTTAGAAAAGGGCGGGTTGGTCGAGCGGTTGGTCGCTATCCATGAGAGCTTAACCAACTACAGGACCA :  880 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TGCCATTAGCATGTTAGAAAAGGGAGGGTTGGTCGACCGCTTGGTCGCCATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

VCG-I                               : TGCCATTAGCATGTTAGAAAAGGGAGGGTTGGTCGACCGCTTGGTCGCCATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

Sal-1_PVX_088910                    : TGCCATTAGCATGTTAGAAAAGGGAGGGTTGGTCGACCGCTTGGTCGCCATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

Mauritania_I_AFNI01000333           : TGCCATTAGCATGTTAGAAAAGGGAGGGTTGGTCGACCGCTTGGTCGCCATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

NKorean_AFNJ01000531                : TGCCATTAGCATGTTAGAAAAGGGAGGGTTGGTCGACCGCTTGGTCGCCATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : TGCCATTAGCATGTTAGAAAAGGGAGGGTTGGTCGACCGCTTGGTCGCCATCCATGAGAGCTTGACCAACTACAGGACGA :  880 

                                      TGCCATta   TgTTaGAaAAgGg GGgTTgGTCGA CG TTGGTCGC ATCCATGAgAgcTTgACCAACTACAGGACgA        

                                                                                                                              

                                               *       900         *       920         *       940         *       960        

P.coatneyi_CM002856.1               : AAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTGAATAACGAGGATATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Pknowlesi_NC_011906.1               : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTGAATAATGAGGATATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Pinui_NW_008481888.1                : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGACAAGTCCAAAAATGAGGTCCTGAATAACGAGGATATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Pfragile_NW_012192586.1             : AAAATATTCTCCAGAAAATCAATGAGAAGTCAAAAAATGAAGTCCTGAATAACGAGGATATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAAAAGTCCAAAAATGAGGTCCTGAATAATGGGGATATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTCAATAATGAAGAAATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

VCG-I                               : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTCAATAATGAAGAAATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Sal-1_PVX_088910                    : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTCAATAATGAAGAAATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

Mauritania_I_AFNI01000333           : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTCAATAATGAAGAAATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

NKorean_AFNJ01000531                : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTCAATAATGAAGAAATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : GAAATATTCTCAAGAAGATCAATGAGAAGTCCAAAAATGAGGTCCTCAATAATGAAGAAATTATGCACAGCTTGAGCAGT :  960 

                                      gAAATATTCTCaAGAAgATCAATGAgAAGTCcAAAAATGAgGTCCT AATAA Ga GA ATTATGCACAGCTTGAGCAGT        

                                                                    

 

 

                                                           

                                               *       980         *      1000         *      1020         *      1040        

P.coatneyi_CM002856.1               : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACACGTGGCTCCTTCGTGCAGTCCAGAGGTGTGAGCCAAGTTACGCAAGGCGTCCTGAG : 1040 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TATAAGCACCACGCCGGGGGTACTCGTGGCTCCTTCATGCAGTACAGAGGTGTGGGCCAACTTTCGAAGGGCGGCCTCAG : 1040 

Pinui_NW_008481888.1                : TACAAGCACCATGCCACGGGTACGCGTGGCTCCTTCCTGCAGTCCAGAGGTGTGCGCCAAGTTACGAACAGCAACGTGAG : 1040 

Pfragile_NW_012192586.1             : TACAAGCACCGTGCCGGGAGTACGCGTGGTTCCTTCCTGCAGTCCAGAGGTGCGCACAATGTTACAAAAGTCGATGTGAA : 1040 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TACAAGCACCATGCTGGGGGCACGCGTGGCTCCTTCCTGCAGTCCAGAGTTGCGCGCGAAGTTAGGCAAGGCGACGTGAG : 1040 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACGCGTGGCGCCTTCCTGCAGTCCAGAGATGTGCGCGAAGTTACGCAAGGAGATGTGAG : 1040 

VCG-I                               : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACGCGTGGCGCCTTCCTGCAGTCCAGAGATGTGCGCGAAGTTACGCAAGGAGATGTGAG : 1040 

Sal-1_PVX_088910                    : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACGCGTGGCGCCTTCCTGCAGTCCAGAGATGTGCGCGAAGTTACGCAAGGAGATGTGAG : 1040 

Mauritania_I_AFNI01000333           : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACGCGTGGCGCCTTCCTGCAGTCCAGAGATGTGCGCGAAGTTACGCAAGGAGATGTGAG : 1040 

NKorean_AFNJ01000531                : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACGCGTGGCGCCTTCCTGCAGTCCAGAGATGTGCGCGAAGTTACGCAAGGAGATGTGAG : 1040 
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India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : TACAAGCACCATGCCGGGGGCACGCGTGGCGCCTTCCTGCAGTCCAGAGATGTGCGCGAAGTTACGCAAGGAGATGTGAG : 1040 

                                      TAcAAGCACCatGCcggGgG ACgCGTGGc CCTTCcTGCAGTcCAGAG TGtGcgC AagTTacg Aagg ga gTgAg        

                                                                                                                              

                                               *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        

P.coatneyi_CM002856.1               : CGTCGACGAGAAGGGTGACCCGTCCTCCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAACATGGCCACGGCGGCCCCCAAC- : 1116 

Pknowlesi_NC_011906.1               : CGTTGACGAGAAGGGTGGCCAGCAGATTGCCTCCGCGGTGGGCAACCAAAGCGCAAACATGGTCGCGCCGGCTCCTAAGG : 1120 

Pinui_NW_008481888.1                : CGTTGACCAGAAGGGCGATCAGACCGCCACCGCGGGG---GGCAACGAAAGCGAAAACGTGCCCGCGGCGGTCCCCAAGG : 1117 

Pfragile_NW_012192586.1             : GGTTGACGAG------------ACCTCCACCACGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAACATGGCCGCTGCGGCGCCTAACA : 1105 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : CGTTGACGAGAAGGGTGACCAGACTGCCACCACAGGG---GGCAACCAAAGCGCAAACATGGCCGCGGCGGCCCCCAAGG : 1117 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CGTTGATGAGAAGGGCGACCGGGCCACCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAGCGTGGCTGCGGCGGCCCCGAAGG : 1117 

VCG-I                               : CGTTGATGAGAAGGGCGACCGGGCCACCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAGCGTGGCTGCGGCGGCCCCGAAGG : 1117 

Sal-1_PVX_088910                    : CGTTGATGAGAAGGGCGACCGGGCCACCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAGCGTGGCTGCGGCGGCCCCGAAGG : 1117 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CGTTGATGAGAAGGGCGACCGGGCCACCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAGCGTGGCTGCGGCGGCCCCGAAGG : 1117 

NKorean_AFNJ01000531                : CGTTGATGAGAAGGGCGACCGGGCCACCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAGCGTGGCTGCGGCGGCCCCGAAGG : 1117 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CGTTGATGAGAAGGGCGACCGGGCCACCACCGCGGGG---GGCAACCAAAGCGCAAGCGTGGCTGCGGCGGCCCCGAAGG : 1117 

                                      cGTtGA gAGaaggg gacc g cc ccaCC CgGgG   GGCAACcAAAGCGcAA C TGgc gCggCGGccCC AAgg        

                                                                                                                              

                                               *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        

P.coatneyi_CM002856.1               : --------------------------------------ACGGTTCCTGCTACCAACACGGCTGCTGCTACCACTGCTACT : 1158 

Pknowlesi_NC_011906.1               : ATTCCTCCCCTACAATG---------------------GCTGCTCCTTCCACCGACACTGTTACTAACAACATGGCTACC : 1179 

Pinui_NW_008481888.1                : ATGACGCGCCTACTAGGGTTGCTTCTCCCGGCCCTGCTGCTTTTCCCAACACGGTTGCTTCCAACCCTACTGCTGTTTCC : 1197 

Pfragile_NW_012192586.1             : ATTCGGGCCCTACCACCGCTGCTGCTGCAAACAGTGCTGCTTCCCCAAACACGGCAGCAACTACCAACACTGCGGCAACT : 1185 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : ATGCGAGCCCTACCACG---GCTGCTTCCAACGCTGCTGCTTCCCCCGACACTACTGCTGCGAACACTGCTGCTGCGAAC : 1194 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : ATGCGGGCCCAACCGTG---------------------GCTGCTCCTAACACTGCTGCTACGCTCAAAACGGCT------ : 1170 

VCG-I                               : ATGCGGGCCCAACCGTG---------------------GCTGCTCCTAACACTGCTGCTACGCTCAAAACGGCT------ : 1170 

Sal-1_PVX_088910                    : ATGCGGGCCCAACCGTG---------------------GCTGCTCCTAACACTGCTGCTACGCTCAAAACGGCT------ : 1170 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ATGCGGGCCCAACCGTG---------------------GCTGCTCCTAACACTGGTGCTACGCTCAAAACGGCT------ : 1170 

NKorean_AFNJ01000531                : ATGCGGGCCCAACCGTG---------------------GCTGCTCCTAACACTGCTGCTACGCTCAAAACGGCT------ : 1170 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ATGCGGGCCCAACCGTG---------------------GCTGCTCCTAACACTGCTGCTACGCTCAAAACGGCT------ : 1170 

                                      at c   ccc ac   g                     gCt ctCC  acAC g  gCt c   ca  ac gct              

                                                        

 

 

                                                                       

                                               *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        

P.coatneyi_CM002856.1               : ACTACGAACACGGCAACTAATACCAACACGGCA------------------ACTAATACCAACACGGCTACT---AATAC : 1217 

Pknowlesi_NC_011906.1               : ACTACAACCGCGCCTGCTACTGCCAACATGGCTGCTCCTTCCACCAACACTGCTACTGCCAACATGGCTGCT---CCTTC : 1256 

Pinui_NW_008481888.1                : AACGCTACTGCTGCTTCCAACGCTACTGCTGCTTCCAACGCTACTGCTGCTTCCAACGCTACTGAT---------GCTTC : 1268 

Pfragile_NW_012192586.1             : ACCAGC---------------------------------------------------------------------GCTTC : 1196 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : ACCGCTGCTGCGAACACCGCTGCTGCTCCGAACACTGCTTCTGCTTCCAACGCTGCTGCTACTCCCAACCCTGCTGCTGC : 1274 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : ---------------------------------------------------------------------------GCTTC : 1175 

VCG-I                               : ---------------------------------------------------------------------------GCTTC : 1175 

Sal-1_PVX_088910                    : ---------------------------------------------------------------------------GCTTC : 1175 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ---------------------------------------------------------------------------GCTTC : 1175 

NKorean_AFNJ01000531                : ---------------------------------------------------------------------------GCTTC : 1175 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ---------------------------------------------------------------------------GCTTC : 1175 

                                                                                                                 gcTtC        
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                                               *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        

P.coatneyi_CM002856.1               : CAACAGTGCAGCTACTACCAACACGGCCGCT------------------ACTACCAACACGGCCGCTACTACCAACACGA : 1279 

Pknowlesi_NC_011906.1               : CACCAACACTGCTACTGCCAACATGGCTGCTCCTTCCACCGACACTGTAACTACCAACATGGCTACCACTACAACCGTGC : 1336 

Pinui_NW_008481888.1                : CAACGCTACTGCTGCTTCCAACCCTGCTGCT------------------------------------------------C : 1300 

Pfragile_NW_012192586.1             : CAACGATACTAATGCTTCTCCCCACACGAAT------------------------------------------------A : 1228 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TCCGAACACTGCTGCTACTCCCAACTCTGCT------------------------------------------------A : 1306 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CCCCAACGCGGCTGCTACTAACACTGCTGCT------------------------------------------------C : 1207 

VCG-I                               : CCCCAACGCGGCTGCTACTAACACTGCTGCT------------------------------------------------C : 1207 

Sal-1_PVX_088910                    : CCCCAACGCGGCTGCTACTAACACTGCTGCT------------------------------------------------C : 1207 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CCCCAACGCGGCTGCTACTAACACTGCTGCT------------------------------------------------C : 1207 

NKorean_AFNJ01000531                : CCCCAACGCGGCTGCTACTAACACTGCTGCT------------------------------------------------C : 1207 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CCCCAACGCGGCTGCTACTAACACTGCTGCT------------------------------------------------C : 1207 

                                      c  caa  C gcTgCT C aaCa  gCtgcT                                                         

                                                                                                                              

                                               *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        

P.coatneyi_CM002856.1               : CCGCTACTACCAGTGTAGCTACTTCCCCCCTGAACACC---------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1338 

Pknowlesi_NC_011906.1               : CTGCTACTGCCAACACGGCTGCTTCCCCC---GACACTAATACTGATTCTTCTACTTACCCCCTGTATGGCACGGAATCC : 1413 

Pinui_NW_008481888.1                : CTCCCAACACTGCTGCT---ACTTCCCAA---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTATGGCATCAGCTCC : 1356 

Pfragile_NW_012192586.1             : CTTCCAACGAGGGTGCTTCCACCAGTCCC---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCCGCTAC : 1287 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : CCCCCAACGCTGCTGCT---ACTTCCCCA---CTGAGCACC------------------CCCCTGTACGACACAAGCTCC : 1362 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CCCCCAACATGGGTGCC---ACCTCCCCG---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1263 

VCG-I                               : CCCCCAACATGGGTGCC---ACCTCCCCG---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1263 

Sal-1_PVX_088910                    : CCCCCAACATGGGTGCC---ACCTCCCCG---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1263 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CCCCCAACATGGGTGCC---ACCTCCCCG---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1263 

NKorean_AFNJ01000531                : CCCCCAACATGGGTGCC---ACCTCCCCG---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1263 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CCCCCAACATGGGTGCC---ACCTCCCCG---CTGAGCAAC------------------CCCCTGTACGGCACCAGCTCC : 1263 

                                      C  CcAac   g tgc    aC tccCc    ctgAgcaac                  CCCCTGTAcGgCAccagcTcC        

 

 

 

                                                                                                                              

                                               *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        

P.coatneyi_CM002856.1               : TCGAGGACAAAGGACGTCGTAGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAAAACACAAACATCATAAAATTCGAGAAGAACGAACC : 1418 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TCGAAGACAAAGGACGTCGTAGTTCTAGTCAGAGATCTTCTCAAAGACACAAACATCATCAAGTTCGAGAAGAACGAACC : 1493 

Pinui_NW_008481888.1                : TTGAATACAAAGGACGTCGTAGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACAAACATCATCAAGTTCGACAAGGACGAACC : 1436 

Pfragile_NW_012192586.1             : TTGAAGACAAAGGACGTCGTAGTGCTCATCAGAGATCTGCTCAAAAACACAAACATCATCAAGTTCGAGAAGGACGAACC : 1367 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TTGAAGACAAAGGACGTCGTAGTGCTCGTCAGAGATCTGCTCAAAAACACAAACATCATCAAGTTCGAGAAGGACGAACC : 1442 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CTGCAGCCAAAGGACGTCGCGGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACGAACATCATCAAGTTCGAGAATAACGAACC : 1343 

VCG-I                               : CTGCAGCCAAAGGACGTCGCGGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACGAACATCATCAAGTTCGAGAATAACGAACC : 1343 

Sal-1_PVX_088910                    : CTGCAGCCAAAGGACGTCGCGGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACGAACATCATCAAGTTCGAGAATAACGAACC : 1343 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CTGCAGCCAAAGGACGTCGCGGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACGAACATCATCAAGTTCGAGAATAACGAACC : 1343 

NKorean_AFNJ01000531                : CTGCAGCCAAAGGACGTCGCGGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACGAACATCATCAAGTTCGAGAATAACGAACC : 1343 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CTGCAGCCAAAGGACGTCGCGGTGCTGGTCAGAGATCTGCTCAAGAACACGAACATCATCAAGTTCGAGAATAACGAACC : 1343 

                                       tG ag CAAAGGACGTCG  GTgCT gTCAGAGATCTgCTCAA aACAC AACATCATcAAgTTCGAgAA  ACGAACC        

                                                                                                                              

                                               *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        

P.coatneyi_CM002856.1               : GACTAGCCAAATAGACGATGAAGGAATTAAGAAGCTCATAGAGAGTTCCTTCTTCGACCTAAGCGACAACACCATGTTAA : 1498 

Pknowlesi_NC_011906.1               : GACTAGCCAAATAGACGATGAAGGAATTAAGAAGCTCATAGAGAGTTCGTTCTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1573 
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Pinui_NW_008481888.1                : GACTAGTCAAATGGACGATGAAGGAATTAAGAAGCTCATAGAGAGTTCCTTCTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1516 

Pfragile_NW_012192586.1             : AACTGGCCAAATTGACCATGAAGGAATTAAAAAACTCATAGAAAGTTCCTTCTTCGACCTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1447 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : GACTAGCCAAATAGACGAGGAAGGAATTAAGAAGCTCATAGAGAGTTCCTTCTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1522 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GACTAGCCAAATGGACGATGAAGAAATTAAGAAGCTCATTGAGAGCTCCTTTTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1423 

VCG-I                               : GACTAGCCAAATGGACGATGAAGAAATTAAGAAGCTCATTGAGAGCTCCTTTTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1423 

Sal-1_PVX_088910                    : GACTAGCCAAATGGACGATGAAGAAATTAAGAAGCTCATTGAGAGCTCCTTTTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1423 

Mauritania_I_AFNI01000333           : GACTAGCCAAATGGACGATGAAGAAATTAAGAAGCTCATTGAGAGCTCCTTTTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1423 

NKorean_AFNJ01000531                : GACTAGCCAAATGGACGATGAAGAAATTAAGAAGCTCATTGAGAGCTCCTTTTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1423 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : GACTAGCCAAATGGACGATGAAGAAATTAAGAAGCTCATTGAGAGCTCCTTTTTCGACTTGAGCGACAACACCATGTTAA : 1423 

                                      gACTaGcCAAAT GACgAtGAAG AATTAAgAAgCTCAT GAgAG TCcTT TTCGACtTgAGCGACAACACCATGTTAA        

                                                                                                                              

                                               *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        

P.coatneyi_CM002856.1               : TGCGCTTGCTCATAAAGCCGCAGGCAGCCATCCTATTCATCATTCAGTCCTTCATTATGATGACGCCGTCCCCCACAAGA : 1578 

Pknowlesi_NC_011906.1               : TGCGATTGATCATAAAGCCGCAGGCTTCCATCTTATTCATTATCCAGTCCTTCATTATGATGACGCCATCCCCCACGAGA : 1653 

Pinui_NW_008481888.1                : TGCAGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCAGCCATGTTATTCATCATTCAGTCCTTCATTATGATGACACCCTCCCCCACGCGA : 1596 

Pfragile_NW_012192586.1             : TGAGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCAGCCATCTTATTCATCATTCAGTCCTTTATCATGATGACACCGTCGCCCACAAGA : 1527 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TGCGATTGCTCATAAAGCCGCAGGCAGCCATCTTATTCATCATTCAGTCCTTCATTATGATGACGCCGTCCCCCACGCGA : 1602 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TGCGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCGGCCATCTTACTAATCATTGAGTCCTTCATTATGATGACGCCCTCCCCCACGAGG : 1503 

VCG-I                               : TGCGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCGGCCATCTTACTAATCATTGAGTCCTTCATTATGATGACGCCCTCCCCCACGAGG : 1503 

Sal-1_PVX_088910                    : TGCGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCGGCCATCTTACTAATCATTGAGTCCTTCATTATGATGACGCCCTCCCCCACGAGG : 1503 

Mauritania_I_AFNI01000333           : TGCGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCGGCCATCTTACTAATCATTGAGTCCTTCATTATGATGACGCCCTCCCCCACGAGG : 1503 

NKorean_AFNJ01000531                : TGCGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCGGCCATCTTACTAATCATTGAGTCCTTCATTATGATGACGCCCTCCCCCACGAGG : 1503 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : TGCGGTTGCTCATAAAGCCGCAGGCGGCCATCTTACTAATCATTGAGTCCTTCATTATGATGACGCCCTCCCCCACGAGG : 1503 

                                      TGcg TTGcTCATAAAGCCGCAGGC gCCATctTA T ATcATt AGTCCTTcATtATGATGACgCC TCcCCCACgaG         

 

 

 

                                                                                                                              

                                               *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        

P.coatneyi_CM002856.1               : GACGCCAAAATGTATTGCAAGAAAAAGCTAGTTAATGGCCAGCTAATAGAAAACTCCGACTTAAAAGCTGCGACGGAGGA : 1658 

Pknowlesi_NC_011906.1               : GACGCCAGAATGTATTGCAAGAAAAAACTAGTTAATGGCCAGTTAATAGAAAACAACGATTTAAAGGCTGAGACAGAGGA : 1733 

Pinui_NW_008481888.1                : GACGCCAAAACCTATTGCAACAAAAGCCTAGTTAATGGCAAGCTAATCGAAACCTCCGATATAAAGGCTTCGACGGAGGA : 1676 

Pfragile_NW_012192586.1             : GACGCCAAAATTTATTGCAAGAAAAATCTAGTTAATGGCCAGCTAGTACAAACCTCTGATTTCAGCGATGCGCACGAGGA : 1607 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : GACGCCAAAATCTATTGCAAGAAAGTCCTAGTTAATGGTCAGCTAGTCGAAACCTCCGATTTAAGCGCTGCGACGGAGGA : 1682 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GACGCCAAGACCTATTGCAAGAAAGCCCTAGTTAATGGCCAGCTAATCGAAACCTCAGATTTAAACGCGGCGACGGAGGA : 1583 

VCG-I                               : GACGCCAAGACCTATTGCAAGAAAGCCCTAGTTAATGGCCAGCTAATCGAAACCTCAGATTTAAACGCGGCGACGGAGGA : 1583 

Sal-1_PVX_088910                    : GACGCCAAGACCTATTGCAAGAAAGCCCTAGTTAATGGCCAGCTAATCGAAACCTCAGATTTAAACGCGGCGACGGAGGA : 1583 

Mauritania_I_AFNI01000333           : GACGCCAAGACCTATTGCAAGAAAGCCCTAGTTAATGGCCAGCTAATCGAAACCTCAGATTTAAACGCGACGACGGAGGA : 1583 

NKorean_AFNJ01000531                : GACGCCAAGACCTATTGCAAGAAAGCCCTAGTTAATGGCCAGCTAATCGAAACCTCAGATTTAAACGCGGCGACGGAGGA : 1583 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : GACGCCAAGACCTATTGCAAGAAAGCCCTAGTTAATGGCCAGCTAATCGAAACCTCAGATTTAAACGCGGCGACGGAGGA : 1583 

                                      GACGCCAa A  TATTGCAAgAAA   CTAGTTAATGGccAGcTAaT gAAAcCtc GAttTaAa Gc gcGacgGAGGA        

                                                                                                                              

                                               *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        

P.coatneyi_CM002856.1               : AGAAGACATGATAACCGAGTTTTCCAGCAAGTACAATTTATTCTACGAAAGGCTGAAACTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1738 

Pknowlesi_NC_011906.1               : AGAAGATATGATAAACGAATTTTCCAGTAAGTACAATTTATTCTATGAAAGGCTTAAGATGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1813 

Pinui_NW_008481888.1                : AGAAGACCTGATAACCGAGTTTTCCAGCAAGTACAATTTATTCTACGAAAAGCTGAAGATGGAAGAGTTGCGAGAAATTG : 1756 

Pfragile_NW_012192586.1             : AGAAGATCTGATAAACGAATTTTCCAGCAAATACAATTTATTCTACGAAAGGTTGAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1687 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : AGAAGATCTGATAAATGAGTTTTCCAGCAAGTACAATTTATTCTACGAAAGGCTGAAACTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1762 
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Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AGACGACCTCATAAACGAGTTTTCCAGCAGGTACAATTTATTCTACGAGAGGCTCAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1663 

VCG-I                               : AGACGACCTCATAAACGAGTTTTCCAGCAGGTACAATTTATTCTACGAGAGGCTCAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1663 

Sal-1_PVX_088910                    : AGACGACCTCATAAACGAGTTTTCCAGCAGGTACAATTTATTCTACGAGAGGCTCAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1663 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AGACGACCTCATAAACGAGTTTTCCAGCAGGTACAATTTATTCTACGAGAGGCTCAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1663 

NKorean_AFNJ01000531                : AGACGACCTCATAAACGAGTTTTCCAGCAGGTACAATTTATTCTACGAGAGGCTCAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1663 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AGACGACCTCATAAACGAGTTTTCCAGCAGGTACAATTTATTCTACGAGAGGCTCAAGCTGGAGGAGTTGCGCGAAATTG : 1663 

                                      AGA GA cT ATAAacGAgTTTTCCAGcA gTACAATTTATTCTAcGA AgGcT AAgcTGGAgGAGTTGCGcGAAATTG        

                                                                                                                              

                                               *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        

P.coatneyi_CM002856.1               : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGAAGTCTGTCCGTGCTGCAGGTCGGCAACTCGCAGAATGGTCCAGAC : 1818 

Pknowlesi_NC_011906.1               : AACAGGACAGAAAATCGCTAAAGAATTCCAAGGGCAACTTGTCTGTGTTGGAGGTGCGCAACTCCCAGAATGGTCCCGAC : 1893 

Pinui_NW_008481888.1                : AAGAGAACAAGAAAGCTATCAAGAATTCGAAGGGCAGCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAAAATAGTCCCGAC : 1836 

Pfragile_NW_012192586.1             : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATGCGAAGGGTAGCCTCTCCGTGCTGCAGGTCAGCAATTCGCAGAATGGTACCCAC : 1767 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCAGCCTGTCCGTGCTGGAGGTAGGCAACTCGCAGAATGGTCCAGAC : 1842 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCACCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAGAACGCCCCCGAC : 1743 

VCG-I                               : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCACCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAGAACGCCCCCGAC : 1743 

Sal-1_PVX_088910                    : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCACCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAGAACGCCCCCGAC : 1743 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCACCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAGAACGCCCCCGAC : 1743 

NKorean_AFNJ01000531                : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCACCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAGAACGCCCCCGAC : 1743 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AACAGAACAGGAAAGCGCTCAAGAATTCGAAGGGCACCCTGTCCGTGCTGGAGGTCGCCAACTCGCAGAACGCCCCCGAC : 1743 

                                      AAcAGaACAggAAAgCgcTcAAGAATtCgAAGGGcA ccTgTCcGTGcTGgAGGTcg CAAcTCgCAgAA g  cCcgAC        

 

 

 

                                                                                                                              

                                               *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        

P.coatneyi_CM002856.1               : GGGAAGGAGGCCAACGGAAGTGGAAACGCCGCAAATGGA----------------------------------------- : 1857 

Pknowlesi_NC_011906.1               : GGGAAGGAAGTCAACGGAAGCGGAGATGCCGCAAATGGA----------------------------------------- : 1932 

Pinui_NW_008481888.1                : GGGAAGAGGGTCAACGGAAGCGGAAACGACGCGAATGGA----------------------------------------- : 1875 

Pfragile_NW_012192586.1             : GGGAACGGGGTCAATCAAGGTGGACACGCTGCAAATGAA----------------------------------------- : 1806 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : GGGAGCGGAAACAACGGAAGCGGAAACGCCGCAAATGGA----------------------------------------- : 1881 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GGGAAGGGCGTCAACGGGAGCGGAAACGCAGCAAATGCGAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1823 

VCG-I                               : GGGAAGGGCGTCAACGGGAGCGGAAACGCAGCAAATGCGAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1823 

Sal-1_PVX_088910                    : GGGAAGGGCGTCAACGGGAGCGGAAACGCAGCAAATGCGAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1823 

Mauritania_I_AFNI01000333           : GGGAAGGGCGTCAACGGGAGCGGAAACGCAGCAAATGCC----------------------------------------- : 1782 

NKorean_AFNJ01000531                : GGGAAGGGCGTCAACGGGAGCGGAAACGCAGCAAATGCGAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1823 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : GGGAAGGGCGTCAACGGGAGCGGAAACGCAGCAAATGCGAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1823 

                                      GGGAaggg gtCAAcgg aGcGGAaAcGc GCaAATG                                                   

                                                                                                                              

                                               *      2020         *      2040         *      2060         *      2080        

P.coatneyi_CM002856.1               : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pknowlesi_NC_011906.1               : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pinui_NW_008481888.1                : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pfragile_NW_012192586.1             : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TGCAAACGCCGCAAATGGGAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAAC---------------------------- : 1875 

VCG-I                               : TGCAAACGCCGCAAATGGGAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAGACGCCGCAAACGCAA : 1903 

Sal-1_PVX_088910                    : TGCAAACGCCGCAAATGGGAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAGACGCCGCAAACGCAA : 1903 
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Mauritania_I_AFNI01000333           : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

NKorean_AFNJ01000531                : TGCAAACGCCGCAAATGNNN-------AAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAA : 1893 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : TGCAAACGCCGCAAATNNGAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCA---------------------- : 1879 

                                                                                                                              

                                                                                                                              

                                               *      2100         *      2120         *      2140         *      2160        

P.coatneyi_CM002856.1               : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pknowlesi_NC_011906.1               : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pinui_NW_008481888.1                : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pfragile_NW_012192586.1             : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

VCG-I                               : ACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTC : 1983 

Sal-1_PVX_088910                    : ACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAATGCAAACGCCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTC : 1983 

Mauritania_I_AFNI01000333           : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

NKorean_AFNJ01000531                : ACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAATGCAAACGCCGCAAATGGG------------------------------------ : 1937 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : --------------------------------------AATGGG------------------------------------ : 1885 

 

 

                                                                                                                              

                                                                                                                              

                                               *      2180         *      2200         *      2220         *      2240        

P.coatneyi_CM002856.1               : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pknowlesi_NC_011906.1               : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pinui_NW_008481888.1                : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pfragile_NW_012192586.1             : ------------------------------------------------------------------------------AG : 1808 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : ------------------------------------------------------AACAACGCAAATGGGAACAACGCAAA : 1907 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1955 

VCG-I                               : GCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 2063 

Sal-1_PVX_088910                    : GCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAATGCAAACCTCGCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 2063 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ---------------------------------------------GCAAACGCAAACGCCGCAAACGCAAACGCCGCTAA : 1817 

NKorean_AFNJ01000531                : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

                                                                                                                              

                                                                                                                              

                                               *      2260         *      2280         *      2300         *      2320        

P.coatneyi_CM002856.1               : -------------------AACGCCCAAAATGGAAACGGCGCAAATGTAAATGCTCAAAATGAAAACGCCCCAAATGGAA : 1918 

Pknowlesi_NC_011906.1               : -------------------AACAACATGAATGGA------------------------------------------GGTA : 1951 

Pinui_NW_008481888.1                : ----------------------------------------------------------------AACGCCGCAAATGGAA : 1891 

Pfragile_NW_012192586.1             : CGGACATGCGGCAAATGAC---------------------------------------------AACGCACATGCTGCAA : 1843 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TGGAAACAACGCAAATGGA---------------------------------------------AACGCCGCAAATGGAA : 1942 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : TGCAAACGCCGCAAATGGG---------------------------------------------AACGCCCCAAATAGCA : 1990 

VCG-I                               : TGCAAACGCCGCAAATGGG---------------------------------------------AACGCCCCAAATAGCA : 2098 

Sal-1_PVX_088910                    : TGCAAACGCCGCAAATGGG---------------------------------------------AACGCCCCAAATAGCA : 2098 

Mauritania_I_AFNI01000333           : TGCAAACGCCGCAAATGGG---------------------------------------------AACGCCCCAAATAGCA : 1852 

NKorean_AFNJ01000531                : ----------------------------------------------------------------AACGCCCCAAATAGCA : 1953 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ----------------------------------------------------------------AACGCCCCAAATAGCA : 1901 

                                                                                                      aacgcc caaat g A        
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                                               *      2340         *      2360         *      2380         *      2400        

P.coatneyi_CM002856.1               : ACAACGGAAGCGCCTCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGACGAGCTCGGAGAAAAAACCGACGATATCATCAAAAAAAAT : 1998 

Pknowlesi_NC_011906.1               : ACAACGGAAGCGCCTCCTCCCTCATCGTAGTAGTAAGGGACGATCTCGCTGAAAAAACTGATGACATCATCAAAAATAAT : 2031 

Pinui_NW_008481888.1                : ACAACGGAAGCGGCTCCCCCCTCCTCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACCGAAGACATCATCAAGAACAAT : 1971 

Pfragile_NW_012192586.1             : ATGACNNN------------------------------------------------------------------------ : 1848 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : ACAACGGAAACGGATCCCCCCTCATCGCAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACTGACGACATCATCAAGAACAAT : 2022 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : ACAACGGAAGCGGATCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACCGAGGACATCATCAAGAACAAC : 2070 

VCG-I                               : ACAACGGAAGCGGATCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACCGAGGACATCATCAAGAACAAC : 2178 

Sal-1_PVX_088910                    : ACAACGGAAGCGGATCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACCGAGGACATCATCAAGAACAAC : 2178 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ACAACGGAAGCGGATCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACCGAGGACATCATCAAGAACAAC : 1932 

NKorean_AFNJ01000531                : ACAACGGAAGCGGATCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTCGGCGAAAAAACCGAGGACATCATCAAGAACAAC : 2033 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ACAACGGAAGCGGATCCCCCCTCATCGTAGTGGTAGGGGCCGATCTTGGCGAAAAAACCGAGGACATCATCAAGAACAAC : 1981 

                                      AcaACggaagcg  tcccccctcatcgtagtggtagggg cgatctcgg gaaaaaac ga gacatcatcaa aa aa         

 

 

 

                                                                                                                              

                                               *      2420         *      2440         *      2460         *      2480        

P.coatneyi_CM002856.1               : GTGGACGTGGAAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTCAAAAGCTTCGAATACCAAAGTGGAAGTTTCTCTGCAAA : 2078 

Pknowlesi_NC_011906.1               : GTGGACCTGGAATCCTTAAAAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAGAAACTTCGAATACCAAAGTGGAAGTTTCTCGGCAAA : 2111 

Pinui_NW_008481888.1                : GTGGACGTGGCAACCTTGACAGAAGGCGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCTCATTGGAAGGTGGAAGTTTCTCGGCAAA : 2051 

Pfragile_NW_012192586.1             : -------------------------------------------------------------------------------- :    - 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : GTGGACGTGGCAGCCTTGGCAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAGAAACCTCGAATTGAAAAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2102 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : GTGGACGTGGCAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCGAATTGCAGAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2150 

VCG-I                               : GTGGACGTGGCAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCGAATTGCAGAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2258 

Sal-1_PVX_088910                    : GTGGACGTGGCAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCGAATTGCAGAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2258 

Mauritania_I_AFNI01000333           : GTGGACGTGGCAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCGAATTGCAGAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2012 

NKorean_AFNJ01000531                : GTGGACGTGGCAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCGAATTGCAGAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2113 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : GTGGACGTGGCAGCCTTGACAGCCGACGTGGAACAAGCCTTTAAAAACCTCGAATTGCAGAGTGGAAGCTTCTCGGCAAA : 2061 

                                      gtggacgtgg a ccttgacagccgacgtggaacaagccttta aaac tcgaat   a agtggaag ttctcggcaaa        

                                                                                                     

                                               *      2500         *      2520         *             

P.coatneyi_CM002856.1               : CTTATCTCACGCCCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCTTATTCATTTGT : 2133 

Pknowlesi_NC_011906.1               : CTTATCTCACGCCCTGGTTCTCCTATCCTCCATTGCGTTAGTCCTATTCATTTGT : 2166 

Pinui_NW_008481888.1                : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCTTCCATTGCTTTACTCCTATTCATTTGT : 2106 

Pfragile_NW_012192586.1             : ------------------------------------------------------- :    - 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCTTCCATTGCGTTACTCCTATTCATTTTT : 2157 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCCTATTCATTTTT : 2205 

VCG-I                               : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCCTATTCATTTTT : 2313 

Sal-1_PVX_088910                    : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCCTATTCATTTTT : 2313 

Mauritania_I_AFNI01000333           : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCCTATTCATTTTT : 2067 

NKorean_AFNJ01000531                : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCCTATTCATTTTT : 2168 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : CTTATCGCACGCGCTGGTTCTCCTCTCCTCCATTGCGTTGCTCCTATTCATTTTT : 2116 

                                      cttatc cacgc ctggttctcctctc tccattgcgtt ctcctattcattt t        
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B. Alineamiento deducido de la secuencia de aminoácidos  
 

                                               *        20         *        40         *        60         *        80          

P.coatneyi_CM002856.1               : MKCNGSLLVLLSAILSATNALIRNGNNPQALVPEKSDDSSGGQNKPSGDNQDTCEIQKMAEEMMEKMVNEKDVFTSIMEPL :  81 

Pknowlesi_NC_011906.1               : MKCNGSLLVLLSAILSATNALIRNGNNPQALVPDNSGDPNAGQNKTSSDNQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

Pinui_NW_008481888.1                : MKCNTALLVLLSAILSAANALIRNGNTTQALVPEKSNDPSGGQNNPSGDNRETCEIQQMAQEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

Pfragile_NW_012192586.1             : MKYNATLLVLLSAILSAGKALIRNGNNTQALVPENGGDPSGGQNNPSGENQDTCEVQKMAEEMMGKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : MKCNAALLVLLSALLSASNALIRNGNNTQALVPEKSGDPSGGQNNPSGDNQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDMFSSIMEPL :  81 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : MKCNASLLVLLSALLSAANALIRNGNNPQALVPEKGADPSGGQNNRSGENQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

VCG-I                               : MKCNASLLVLLSALLSAANALIRNGNNPQALVPEKGADPSGGQNNRSGENQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

Sal-1_PVX_088910                    : MKCNASLLVLLSALLSAANALIRNGNNPQALVPEKGADPSGGQNNRSGENQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

Mauritania_I_AFNI01000333           : MKCNASLLVLLSALLSAANALIRNGNNPQALVPEKGADPSGGQNNRSGENQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

N.Korean_AFNJ01000531               : MKCNASLLVLLSALLSAANALIRNGNNPQALVPEKGADPSGGQNNRSGENQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : MKCNASLLVLLSALLSAANALIRNGNNPQALVPEKGADPSGGQNNRSGENQDTCEIQKMAEEMMEKMMKEKDVFSSIMEPL :  81 

                                      MKcN  LLVLLSA6LSA nALIRNGNn QALVPek  DpsgGQNn Sg NqdTCE6QkMA2EMMeKM6kEKD6F3SIMEPL       

                                                                                                                              

                                              *       100         *       120         *       140         *       160         

P.coatneyi_CM002856.1               : QSKLTDDHLCSKLKYTNVCLHEKDKTPLTFPCTSPEYEKLIQQFTYQKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNAIIQNY : 162 

Pknowlesi_NC_011906.1               : QSKLTDDRLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTNPQYEQLIQQFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNAIIQNY : 162 

Pinui_NW_008481888.1                : QSKLADDHLCSEVKYKNICLQEKDNNSLTFPCTSPEYEQLIHEFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIENY : 162 

Pfragile_NW_012192586.1             : QSKLSDNHLCSTVKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHHFTYKKLCNSQVAFNNVLLKSFINKNNEENTFNTIIQNY : 162 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : QSKLPDDHLCSKLKYTNICLQEKDKTPLTLPCTSPQYEQLIQHFTYKKLCNSQVAFSNVLLKSFINKKNEENTFNTIIQNY : 162 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : QSKLTDDHLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHRFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIQNY : 162 

VCG-I                               : QSKLTDDHLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHRFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIQNY : 162 

Sal-1_PVX_088910                    : QSKLTDDHLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHRFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIQNY : 162 

Mauritania_I_AFNI01000333           : QSKLTDDHLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHRFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIQNY : 162 

N.Korean_AFNJ01000531               : QSKLTDDHLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHRFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIQNY : 162 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : QSKLTDDHLCSKMKYTNICLHEKDKTPLTFPCTSPQYEQLIHRFTYKKLCNSKVAFSNVLLKSFIDKKNEENTFNTIIQNY : 162 

                                      QSKL D1hLCSk6KYtN6CLhEKDktpLTfPCTsP2YEqLI  FTYkKLCNSkVAFsNVLLKSFI1KkNEENTFNtII2NY       

                                                                                                                              

                                             *       180         *       200         *       220         *       240          

P.coatneyi_CM002856.1               : KVLSTCIDEDLKDIYNASIELFSDIRSSVTEITEKLWSKNMIDVLKTREQAIAGILCELRNGNNSPLVSNSLSYENFGILK : 243 

Pknowlesi_NC_011906.1               : KVLSTCIDEDLKDIYNASIELFSDLRTSVREITEKLWSKNMIEVLKTREQAIAGILCELRNGNNSTLVSNSLSYENFGILK : 243 

Pinui_NW_008481888.1                : KVLSTCIDADLKDIYSASIQLFSDLRSAVTEISERLWSKNMIDVLKTREETITGILCELRKGNNSTLVSNSFSYDNFGILK : 243 

Pfragile_NW_012192586.1             : KILSTCIDEDLKDIYDASIQLFSDIRVSVTEITEKLWSKNMIDVLKTREQTIAGILCELRNGNKSTLVSNSLSYENFGILK : 243 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : KLLSTCIDEDLKDIYNASIDLFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKAREQTIAGILCELRNGNNSTLVSNSLSYENFGILK : 243 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : KVLSTCIDDDLKDIYNASIELFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKTREQTIAGILCELRNGNNSPLVSNSFSYENFGILK : 243 

VCG-I                               : KVLSTCIDDDLKDIYNASIELFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKTREQTIAGILCELRNGNNSPLVSNSFSYENFGILK : 243 

Sal-1_PVX_088910                    : KVLSTCIDDDLKDIYNASIELFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKTREQTIAGILCELRNGNNSPLVSNSFSYENFGILK : 243 

Mauritania_I_AFNI01000333           : KVLSTCIDDDLKDIYNASIELFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKTREQTIAGILCELRNGNNSPLVSNSFSYENFGILK : 243 

N.Korean_AFNJ01000531               : KVLSTCIDDDLKDIYNASIELFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKTREQTIAGILCELRNGNNSPLVSNSFSYENFGILK : 243 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : KVLSTCIDDDLKDIYNASIELFSDIRTSVTEITEKLWSKNMIEVLKTREQTIAGILCELRNGNNSPLVSNSFSYENFGILK : 243 

                                      K6LSTCID DLKDIY ASI LFSD6R sVtEI3E4LWSKNMI VLKtRE2tIaGILCELRnGNnS LVSNS SYeNFGILK       
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                                            *       260         *       280         *       300         *       320           

P.coatneyi_CM002856.1               : VNYEALMNQAYKAFSDYYSYFPAFAIKLLEKGGFVERLVAIHESLTNYRTKNILKKINEKSKNEVLNNEDIMHSLSSYKHH : 324 

Pknowlesi_NC_011906.1               : VNYEGLINQAYKAFSDYYSYFPAFAIRLLEKDGLVERLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEDIMHSLSSYKHH : 324 

Pinui_NW_008481888.1                : VNYEGLLNQAYVAFSDYYSFFPLFAMRLLENGGLVERLVAIHEKLTNYRTRNILKKINDKSKNEVLNNEDIMHSLSSYKHH : 324 

Pfragile_NW_012192586.1             : VNYEGLMNQAYKAFSDYYSYFPDFAIKLLEKGGLVERLVAIHESLTNYRTKNILQKINEKSKNEVLNNEDIMHSLSSYKHR : 324 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : VNYEELLNQAYAAFSDYYSYFPAFAIKLLEKGGLVERLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNGDIMHSLSSYKHH : 324 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : VNYEGLLNQAYAAFSDYYSYFPAFAISMLEKGGLVDRLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEEIMHSLSSYKHH : 324 

VCG-I                               : VNYEGLLNQAYAAFSDYYSYFPAFAISMLEKGGLVDRLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEEIMHSLSSYKHH : 324 

Sal-1_PVX_088910                    : VNYEGLLNQAYAAFSDYYSYFPAFAISMLEKGGLVDRLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEEIMHSLSSYKHH : 324 

Mauritania_I_AFNI01000333           : VNYEGLLNQAYAAFSDYYSYFPAFAISMLEKGGLVDRLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEEIMHSLSSYKHH : 324 

N.Korean_AFNJ01000531               : VNYEGLLNQAYAAFSDYYSYFPAFAISMLEKGGLVDRLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEEIMHSLSSYKHH : 324 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : VNYEGLLNQAYAAFSDYYSYFPAFAISMLEKGGLVDRLVAIHESLTNYRTRNILKKINEKSKNEVLNNEEIMHSLSSYKHH : 324 

                                      VNYEgL6NQAY AFSDYYS5FPaFA6 6LEkgGlV RLVAIHEsLTNYRT4NILkKINeKSKNEVLNNe IMHSLSSYKHh       

                                                                                                                              

                                           *       340         *       360         *       380         *       400            

P.coatneyi_CM002856.1               : AGGTRGSFVQSRGVSQVTQGVLSVDEKGDPSSTAG-GNQSANMATAAPN-------------TVPATNTAAATTATTTNTA : 391 

Pknowlesi_NC_011906.1               : AGGTRGSFMQYRGVGQLSKGGLSVDEKGGQQIASAVGNQSANMVAPAPKDSSPTM-------AAPSTDTVTNNMATTTTAP : 398 

Pinui_NW_008481888.1                : ATGTRGSFLQSRGVRQVTNSNVSVDQKGDQTATAG-GNESENVPAAVPKDDAPTRVASPGPAAFPNTVASNPTAVSNATAA : 404 

Pfragile_NW_012192586.1             : AGSTRGSFLQSRGAHNVTKVDVKVDE----TSTTG-GNQSANMAAAAPNNSGPTTAAAANSAASPNTAATTNTAATTS--- : 397 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : AGGTRGSFLQSRVAREVRQGDVSVDEKGDQTATTG-GNQSANMAAAAPKDASPTT-AASNAAASPDTTAANTAAANTAAAN : 403 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AGGTRGAFLQSRDVREVTQGDVSVDEKGDRATTAG-GNQSASVAAAAPKDAGPTV-------AAPNTAATLKTA------- : 390 

VCG-I                               : AGGTRGAFLQSRDVREVTQGDVSVDEKGDRATTAG-GNQSASVAAAAPKDAGPTV-------AAPNTAATLKTA------- : 390 

Sal-1_PVX_088910                    : AGGTRGAFLQSRDVREVTQGDVSVDEKGDRATTAG-GNQSASVAAAAPKDAGPTV-------AAPNTAATLKTA------- : 390 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AGGTRGAFLQSRDVREVTQGDVSVDEKGDRATTAG-GNQSASVAAAAPKDAGPTV-------AAPNTGATLKTA------- : 390 

N.Korean_AFNJ01000531               : AGGTRGAFLQSRDVREVTQGDVSVDEKGDRATTAG-GNQSASVAAAAPKDAGPTV-------AAPNTAATLKTA------- : 390 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AGGTRGAFLQSRDVREVTQGDVSVDEKGDRATTAG-GNQSASVAAAAPKDAGPTV-------AAPNTAATLKTA------- : 390 

                                      AggTRG F6QsR v  6  g 6sVD2kgd   t g GN2Sa 6aaaaPk   pt        a P T a   ta              

                                                                                                                              

                                          *       420         *       440         *       460         *       480             

P.coatneyi_CM002856.1               : TNTNTA------TNTNTAT-NTNSAATTNTAA------TTNTAATTNTTATTSVATSPLNT-------PLYGTSSSRTKDV : 452 

Pknowlesi_NC_011906.1               : ATANMAAPSTNTATANMAA-PSTNTATANMAAPSTDTVTTNMATTTTVPATANTAASP-DTNTDSSTYPLYGTESSKTKDV : 477 

Pinui_NW_008481888.1                : SNATAASNATAASNATD---ASNATAASNPAA----------------PPNTAA-TSQ-LSN------PLYGISSLNTKDV : 458 

Pfragile_NW_012192586.1             : --------------------ASNDTNASPHTN----------------TSNEGASTSP-LSN------PLYGTRYLKTKDV : 435 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : TAAAPNTASASNAAATPNPAAAPNTAATPNSA----------------TPNAAA-TSP-LST------PLYDTSSLKTKDV : 460 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : --------------------ASPNAAATNTAA----------------PPNMGA-TSP-LSN------PLYGTSSLQPKDV : 427 

VCG-I                               : --------------------ASPNAAATNTAA----------------PPNMGA-TSP-LSN------PLYGTSSLQPKDV : 427 

Sal-1_PVX_088910                    : --------------------ASPNAAATNTAA----------------PPNMGA-TSP-LSN------PLYGTSSLQPKDV : 427 

Mauritania_I_AFNI01000333           : --------------------ASPNAAATNTAA----------------PPNMGA-TSP-LSN------PLYGTSSLQPKDV : 427 

N.Korean_AFNJ01000531               : --------------------ASPNAAATNTAA----------------PPNMGA-TSP-LSN------PLYGTSSLQPKDV : 427 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : --------------------ASPNAAATNTAA----------------PPNMGA-TSP-LSN------PLYGTSSLQPKDV : 427 

                                                          a    aa n aa                  n  a tSp l3n      PLYgtssl  KDV       
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                                         *       500         *       520         *       540         *       560              

P.coatneyi_CM002856.1               : VVLVRDLLKNTNIIKFEKNEPTSQIDDEGIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILFIIQSFIMMTPSPTRDAKMYCK : 533 

Pknowlesi_NC_011906.1               : VVLVRDLLKDTNIIKFEKNEPTSQIDDEGIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLIIKPQASILFIIQSFIMMTPSPTRDARMYCK : 558 

Pinui_NW_008481888.1                : VVLVRDLLKNTNIIKFDKDEPTSQMDDEGIKKLIESSFFDLSDNTMLMQLLIKPQAAMLFIIQSFIMMTPSPTRDAKTYCN : 539 

Pfragile_NW_012192586.1             : VVLIRDLLKNTNIIKFEKDEPTGQIDHEGIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILFIIQSFIMMTPSPTRDAKIYCK : 516 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : VVLVRDLLKNTNIIKFEKDEPTSQIDEEGIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILFIIQSFIMMTPSPTRDAKIYCK : 541 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : AVLVRDLLKNTNIIKFENNEPTSQMDDEEIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILLIIESFIMMTPSPTRDAKTYCK : 508 

VCG-I                               : AVLVRDLLKNTNIIKFENNEPTSQMDDEEIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILLIIESFIMMTPSPTRDAKTYCK : 508 

Sal-1_PVX_088910                    : AVLVRDLLKNTNIIKFENNEPTSQMDDEEIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILLIIESFIMMTPSPTRDAKTYCK : 508 

Mauritania_I_AFNI01000333           : AVLVRDLLKNTNIIKFENNEPTSQMDDEEIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILLIIESFIMMTPSPTRDAKTYCK : 508 

N.Korean_AFNJ01000531               : AVLVRDLLKNTNIIKFENNEPTSQMDDEEIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILLIIESFIMMTPSPTRDAKTYCK : 508 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : AVLVRDLLKNTNIIKFENNEPTSQMDDEEIKKLIESSFFDLSDNTMLMRLLIKPQAAILLIIESFIMMTPSPTRDAKTYCK : 508 

                                       VL6RDLLK1TNIIKFe 1EPTsQ6DdE IKKLIESSFFDLSDNTMLMrL6IKPQAa6L II2SFIMMTPSPTRDA4 YCk       

                                                                                                                              

                                        *       580         *       600         *       620         *       640               

P.coatneyi_CM002856.1               : KKLVNGQLIENSDLKAATEEEDMITEFSSKYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGSLSVLQVGNSQNGPDGKEANGSG : 614 

Pknowlesi_NC_011906.1               : KKLVNGQLIENNDLKAETEEEDMINEFSSKYNLFYERLKMEELREIEQDRKSLKNSKGNLSVLEVRNSQNGPDGKEVNGSG : 639 

Pinui_NW_008481888.1                : KSLVNGKLIETSDIKASTEEEDLITEFSSKYNLFYEKLKMEELREIEENKKAIKNSKGSLSVLEVANSQNSPDGKRVNGSG : 620 

Pfragile_NW_012192586.1             : KNLVNGQLVQTSDFSDAHEEEDLINEFSSKYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNAKGSLSVLQVSNSQNGTHGNGVNQGG : 597 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : KVLVNGQLVETSDLSAATEEEDLINEFSSKYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGSLSVLEVGNSQNGPDGSGNNGSG : 622 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : KALVNGQLIETSDLNAATEEDDLINEFSSRYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGTLSVLEVANSQNAPDGKGVNGSG : 589 

VCG-I                               : KALVNGQLIETSDLNAATEEDDLINEFSSRYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGTLSVLEVANSQNAPDGKGVNGSG : 589 

Sal-1_PVX_088910                    : KALVNGQLIETSDLNAATEEDDLINEFSSRYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGTLSVLEVANSQNAPDGKGVNGSG : 589 

Mauritania_I_AFNI01000333           : KALVNGQLIETSDLNATTEEDDLINEFSSRYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGTLSVLEVANSQNAPDGKGVNGSG : 589 

N.Korean_AFNJ01000531               : KALVNGQLIETSDLNAATEEDDLINEFSSRYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGTLSVLEVANSQNAPDGKGVNGSG : 589 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : KALVNGQLIETSDLNAATEEDDLINEFSSRYNLFYERLKLEELREIEQNRKALKNSKGTLSVLEVANSQNAPDGKGVNGSG : 589 

                                      K LVNGqL62tsD  a tEE D6InEFSS4YNLFYE4LK6EELREIE214Ka6KNsKG LSVL2V NSQN pdGk vNgsG       

                                                                                                                              

                                       *       660         *       680         *       700         *       720                

P.coatneyi_CM002856.1               : NAANG---------------------------------------------------------------------------- : 619 

Pknowlesi_NC_011906.1               : DAANG---------------------------------------------------------------------------- : 644 

Pinui_NW_008481888.1                : NDANG---------------------------------------------------------------------------- : 625 

Pfragile_NW_012192586.1             : HAANE---------------------------------------------------------------------------- : 602 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : NAANG---------------------------------------------------------------------------- : 627 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : NAANANAANANAANANAANANAANGNLANANLANAN------------------------------------ANANLANAN : 634 

VCG-I                               : NAANANAANANAANANAANANAANGNLANANLANANAANADAANANAANANAANANAANANLANANLANANLANANLANAN : 670 

Sal-1_PVX_088910                    : NAANANAANANAANANAANANAANGNLANANLANANAANADAANANAANANAANANAANANLANANLANANLANANLANAN : 670 

Mauritania_I_AFNI01000333           : NAANA---------------------------------------------------------------------------- : 594 

N.Korean_AFNJ01000531               : NAANANAANANAANANAANANAANX--XNANLANANAANANAANANAANANAANANAANG--------------------- : 645 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : NAANANAANANAANANAANANAANXNLANANLANANAA--------------------NG--------------------- : 628 

                                       aAN                                                                                    
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                                      *       740         *       760         *       780         *       800         *       

P.coatneyi_CM002856.1               : ------------------------NAQNGNGANVNAQNENAPNGNNGSASPLIVVVGDELGEKTDDIIKKNVDVEALTADV : 676 

Pknowlesi_NC_011906.1               : ------------------------NNMNG--------------GNNGSASSLIVVVRDDLAEKTDDIIKNNVDLESLKADV : 687 

Pinui_NW_008481888.1                : ---------------------------------------NAANGNNGSGSPLLVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVATLTEGV : 667 

Pfragile_NW_012192586.1             : -----------------SGHAAND---------------NAHAAND----------------------------------- : 616 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : ---------NNANGNNANGNNANG---------------NAANGNNGNGSPLIAVVGADLGEKTDDIIKNNVDVAALAADV : 684 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : LANANLANANAANANAANANAANG---------------NAPNSNNGSGSPLIVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVAALTADV : 700 

VCG-I                               : LANANLANANAANANAANANAANG---------------NAPNSNNGSGSPLIVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVAALTADV : 736 

Sal-1_PVX_088910                    : LANANLANANAANANAANANAANG---------------NAPNSNNGSGSPLIVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVAALTADV : 736 

Mauritania_I_AFNI01000333           : ------ANANAANANAANANAANG---------------NAPNSNNGSGSPLIVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVAALTADV : 654 

N.Korean_AFNJ01000531               : ---------------------------------------NAPNSNNGSGSPLIVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVAALTADV : 687 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : ---------------------------------------NAPNSNNGSGSPLIVVVGADLGEKTEDIIKNNVDVAALTADV : 670 

                                                                             na n N1gs spl vvvg dlgekt diiknnvd   l adv       

                                                                                

                                             820         *       840            

P.coatneyi_CM002856.1               : EQAFKSFEYQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIC : 711 

Pknowlesi_NC_011906.1               : EQAFRNFEYQSGSFSANLSHALVLLSSIALVLFIC : 722 

Pinui_NW_008481888.1                : EQAFKNLSLEGGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIC : 702 

Pfragile_NW_012192586.1             : ----------------------------------- :   - 

Pcynomolgi_BAEJ01000249             : EQAFRNLELKSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 719 

Brazil-I_AFMK01000508.1_A           : EQAFKNLELQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 735 

VCG-I                               : EQAFKNLELQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 771 

Sal-1_PVX_088910                    : EQAFKNLELQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 771 

Mauritania_I_AFNI01000333           : EQAFKNLELQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 689 

N.Korean_AFNJ01000531               : EQAFKNLELQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 722 

India-VII_AFBK01000586_AFBK01000587 : EQAFKNLELQSGSFSANLSHALVLLSSIALLLFIF : 705 

                                      eqaf n e  sgsfsanlshalvllssial lfi       
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Como producto de la investigación, se tiene sometido un artículo en la revista Parásitos 

y Vectores, del cual estamos esperando respuesta a los comentarios menores de los 

revisores asignados.    
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