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RESUMEN

Anaplasma marginale es una bacteria intraeritrocitica y es el principal agente etiolégico de
la anaplasmosis bovina. Los signos clinicos de la enfermedad son: anemia hemolitica,
fiebre, pérdida de peso, pérdida en la produccion de leche, abortos, ictericia, e incluso la
muerte subita de los bovinos si los medicamentos no se aplican de manera oportuna. Este
patdgeno se distribuye ampliamente en todo el mundo, principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales del planeta. Actualmente, no existe una vacuna contra la
anaplasmosis bovina a nivel mundial. Una alternativa para prevenir esta enfermedad es
mediante el disefio de vacunas que estan basadas en la informacién gendémica. Sin
embargo, solamente se han reportado genomas de cepas americanas (Estados Unidos),
australianas, brasilefias y puertorriquefia de A. marginale en la base de datos GenBank.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es identificar los péptidos o proteinas con potencial
inmunogénico para el control de la anaplasmosis bovina en México, mediante el analisis de
genodmica comparativa entre nueve cepas mexicanas de A. marginale. En este trabajo se
reportd que el DNA gendmico de las cepas MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) y
MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) contenia informacion gendmica adicional de otros
patégenos, los cuales se reportaron como Mycoplasma wenyonii INIFAP02 y ‘Candidatus
Mycoplasma haemobos’ INIFAPO1, respectivamente. Ademas, los genomas de las cepas
MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas) y MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas)
mostraron una superinfeccién de diferentes cepas de A. marginale y fueron excluidos de los
analisis genodmicos posteriores. Por otra parte, los borradores de genomas de siete cepas
mexicanas fueron ensamblados con una elevada calidad, entre 32 y 46 contigs con una
longitud total de ~1.16 Mb, un contenido G+C de ~49.7% y una cobertura de ensamblaje
mayor de 19X. Los borradores de genomas de las siete cepas mexicanas fueron
depositados en la base de datos GenBank. La estructura de repetidas de MSP1a de cinco
cepas mexicanas no coincidieron con las estructuras reportadas en la literatura. Estos
errores pueden disminuir considerablemente mediante la secuenciacion masiva de los
genomas y no solamente del gen msp7a. La anotacion automatica de los borradores de
genomas de las siete cepas mexicanas obtuvo entre 1,138 y 1,178 CDS. Ademas, los siete
borradores de genomas contienen una copia de los tres genes rRNAs y 37 genes tRNAs. El
anadlisis filogenético del genoma core de 24 genomas de A. marginale, mostré que: las
cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-30-184-02 (Tlapacoyan,
Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) estan altamente relacionadas con cepas de
la region de Norteamérica; las cepas MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01
(Texcoco, Estado de Meéxico) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) estan altamente
relacionadas con cepas de la region de Sudamérica; y la cepa MEX-17-017-01 (Puente de
Ixtla, Morelos) estd altamente relacionada con cepas de la region de Asia. El analisis
pangendmico entre las siete cepas mexicanas reveld que el genoma core contiene 883
genes, mientras que este valor disminuye a 534 genes al utilizar los 24 genomas de A.
marginale. La gendmica comparativa mostré que los genomas de A. marginale estan
altamente conservados con valores de identidad mayores del 98%. Por ultimo, 12 posibles
candidatos vacunales fueron identificados. Estos candidatos vacunales estan presentes en
las siete cepas mexicanas, no muestran homologia con las proteinas de eucariotas, tienen
una localizacion subcelular en la membrana externa y de manera extracelular, son
antigenos protectores y contienen una amplia variedad de epitopos de tipo B con longitudes
entre 10 y 25 aminoacidos. Ademas, se identificaron 47 epitopos de tipo B de los 12
posibles candidatos vacunales que pueden ser utilizados para el disefio de MAPs (Multiple
Antigenic Peptides) como una alternativa para el disefio de vacunas contra la anaplasmosis
bovina en México.



ABSTRACT

Anaplasma marginale is an intraerythrocytic bacterium and is the main etiological agent of
bovine anaplasmosis. The clinical signs of the disease are: hemolytic anemia, fever, weight
loss, loss of milk production, abortions, jaundice, and even sudden death in cattle if
medications are not applied in a timely manner. This pathogen is widely distributed
throughout the world, mainly in the tropical and subtropical regions of the planet. Currently,
there is no vaccine against bovine anaplasmosis worldwide. An alternative to prevent this
disease is through the design of vaccines based on genomic information. However, only
genomes from American (United States), Australian, Brazilian, and Puerto Rican strains of
A. marginale have been reported in the GenBank database. Therefore, the objective of this
work is to identify peptides or proteins with immunogenic potential for the control of bovine
anaplasmosis in Mexico, through comparative genomic analysis of nine Mexican strains of
A. marginale. In this work, it was reported that the genomic DNA of the MEX-15-099-01
(Texcoco, Estado de México) and MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) strains contained
additional genomic information of other pathogens, which were reported as Mycoplasma
wenyonii INIFAP0O2 and 'Candidatus Mycoplasma haemobos' INIFAPO1, respectively. In
addition, the genomes of MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas) and MEX-28-037-02 (Soto
la Marina, Tamaulipas) strains showed a superinfection of different strains of A. marginale
and were excluded from the next genomics analyses. On the other hand, the draft genomes
of seven Mexican strains were assembled with a high quality, between 32 and 46 contigs
with a total length of ~1.16 Mb, a G+C content of ~49.7% and an assembly coverage
greater than 19X . The draft genomes of the seven Mexican strains were deposited in the
GenBank database. The repeats structure of MSP1a of five Mexican strains did not coincide
with the structures reported in the literature. These errors can be considerably reduced by
massive sequencing of genomes and not only of the msp7a genes. Automatic annotation of
the draft genomes of the seven Mexican strains obtained between 1,138 and 1,178 CDS.
Furthermore, the seven draft genomes contain one copy of the three rRNAs and 37 tRNAs.
Phylogenetic analysis of the core genome of 24 A. marginale genomes showed that: MEX-
01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz) and
MEX-31-096 -01 (Tizimin, Yucatan) strains are highly related to strains from the North
America region; MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado
de México) and MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) strains are highly related to strains
from South America region; and MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) strain is highly
related to strains from Asian region. The pangenomic analysis among the seven Mexican
strains revealed that the core genome contains 883 genes, while this value decreases to
534 genes when using the 24 genomes of A. marginale. Comparative genomics showed
that A. marginale genomes are highly conserved with identity values greater than 98%.
Finally, 12 potential vaccine candidates were identified. These vaccine candidates are
present in the seven Mexican strains, do not show homology with eukaryotic proteins, have
a subcellular location in the outer membrane and extracellularly, are protective antigens,
and contain a wide variety of B-type epitopes with lengths between 10 and 25 amino acids.
In addition, 47 type B epitopes of the 12 possible vaccine candidates were identified that
can be used for the design of MAPs (Multiple Antigenic Peptides) as an alternative for the
design of vaccines against bovine anaplasmosis in Mexico.



1. INTRODUCCION

1.1 Género Anaplasma

Del griego “an’ y “plasma”, que significan “sin” y “cualquier cosa formada o
moldeada”, respectivamente, los organismos que pertenecen al género Anaplasma
son a-proteobacterias, Gram-negativas, del orden de los Rickettsiales y de la familia
Anaplasmataceae. Estas diminutas bacterias no méviles, de formas cocoides a
elipsoidales y a menudo pleomorficas, son parasitos intracelulares obligados de

células eucariotas que se replican por fisién binaria [1].

El género Anaplasma, descubierto en 1910 por Sir Arnold Theiler y
reorganizado en el afno 2001 por Dumler y colaboradores [2], comprende seis
especies de manera oficial: A. marginale, A. centrale, A. bovis, A. ovis, A.
phagocytophilum y A. platys [1]. Estas seis especies difieren en los animales
hospederos, las células blanco, los vectores bioldgicos y la distribucion geografica

(Tabla 1).

Estudios posteriores basados en el analisis filogenético de la secuencia del
gen 16S RNA ribosomal (rRNA) y groESL, mostraron que Aegyptinaella pullorum
esta fuertemente relacionado con las especies de Anaplasma. Sin embargo, aun no

ha sido clasificado de manera oficial como miembro del género Anaplasma [3].



Tabla 1. Caracteristicas de las seis especies del género Anaplasma (Editada de Battilani M., et al. 2017) [1].

. Animales Células Vectores Distribucion
Especie Enfermedad(es) s ppe
hospederos blanco biolégicos geografica
Especies de .
. . Regiones
. Ganado bovino los géneros: :
. Anaplasmosis . L tropicales y
A. marginale bovina y r.umlantes Eritrocitos Ixodes, subtropicales en
silvestres Dermacentory (il &l mundke
Rhipicephalus
Regiones
A. centrale Anapla.smos[s . Ganado bovino Eritrocitos Rhip lcep halus troppales y
bovina asintomatica simus subtropicales en
todo el mundo
Especies de :
los géneros: Africa, Asia,
. Anaplasmosis Ganado bovino . Amblyomma, Europa, Estados
P bovina y bufalos MpTeEEE Rhipicephalus, Unidos y
Hyalomma 'y Sudamérica
Haemaphysalis
Melophagus
) Ovejas, ovinus y Africa, Asia,
. Anaplasmosis cabrasy T especies de
A. ovis ) . Eritrocitos . . Europa y Estados
ovina rumiantes los géneros: /
. Unidos
silvestres Dermacentory
Rhipicephalus
Anaplasmosis
granulocitica
IR . Humanos,
Anaplasmosis bl
equina; Fiebre . ’ Granulocitos .
, 2 rumiantes, . Especies del
A. phagocytophilum transmitida por e — y celu!as género Ixodes Todo el mundo
garrapatas de los carnivoros e endoteliales
rumiantes; . .
Anaplasmosis insectivoros
de perros y
gatos
A. platys T’ror.nbocnopenla Perros Plaquetas Rhip icep halus Todo el mundo
ciclica en perros sanguineus

Recientemente, se han identificado otras posibles especies del género

Anaplasma. En el afio 2012, se reportd una posible especie que esta fuertemente

relacionada con A. phagocytophilum y fue detectada en el ciervo sika (Cervus

nippon yesoensis) en Japon [4]. Posteriormente, en el afio 2013 se reporté a

Anaplasma odocoilei sp. nov., la cual fue detectada en el ciervo de cola blanca

(Odocoileus virginianus) en Estados Unidos [5]. Por ultimo, en el afo 2015 se

reportd una nueva especie de Anaplasma, nombrada de manera provisional como




Anaplasma capra, la cual fue detectada en cabras asintomaticas en China y es

potencialmente patdégena de humanos [6].

1.1.1 Ciclo de vida y transmision

El ciclo de vida de las especies del género Anaplasma, involucra la replicacion
de las bacterias en los animales vertebrados y las garrapatas de la familia Ixodidae
[7]. Los animales vertebrados funcionan como hospederos y se consideran
reservorios de estas bacterias porque pueden desarrollar infecciones de manera
persistente. Ademas, los animales hospederos pueden actuar como una fuente de
infeccion para las garrapatas, las cuales funcionan como vectores biologicos [8—10].
El ciclo de vida inicia cuando las garrapatas se alimentan de la sangre de los
animales hospederos infectados con especies del género Anaplasma. Después,
estas bacterias ingresan al epitelio del intestino medio de las garrapatas, en donde
ocurre el primer ciclo de replicacion. Posteriormente, las bacterias migran al epitelio
de las glandulas salivales de las garrapatas, en donde ocurre el segundo ciclo de
replicacion. Por ultimo, las bacterias ingresan a la saliva de las garrapatas, cuando
estas se alimentan de la sangre de otros animales vertebrados [11]. Los vectores
biolégicos transmiten a estas bacterias de manera transestadial (es decir, de larvas
a ninfas y de ninfas a adultos), pero no de manera transovarica (es decir, a las

generaciones sucesivas) [12,13].

La transmisibn mecanica de las especies del género Anaplasma ocurre

mediante la picadura de insectos (por ejemplo, las moscas hematofagas) o de



fomites (por ejemplo, las agujas), cuando estan contaminados con la sangre de los
animales hospederos de estas bacterias. La transmision mecanica ocurre cuando

los vectores bioldgicos estan presentes o ausentes [14].

1.1.2 Anaplasmosis

Las especies del género Anaplasma son los agentes etioldégicos de la
enfermedad llamada Anaplasmosis. Esta enfermedad afecta a diversos organismos,
incluidos los rumiantes, pero la enfermedad clinica es mas notable en el ganado.
Sin embargo, los rumiantes silvestres pueden estar infectados de manera
persistente. La Anaplasmosis es una enfermedad infecciosa pero no contagiosa

[15].

La anaplasmosis bovina es causada por la infeccion de A. bovis, A.
phagocytophilum, A. centrale o A. marginale al ganado bovino. El patégeno A. bovis
infecta a los monocitos de los bovinos que induce una enfermedad clinica leve,
como la presencia de fiebre, anemia, somnolencia, convulsiones, pérdida de peso y
agrandamiento de los ganglios linfaticos [16]. A. phagocytophilum es un parasito
intragranulocitico que infecta a los neutrofilos y eosindfilos de los animales
hospederos, los cuales pueden ser bovinos y humanos [17]. Los animales
infectados con A. phagocytophilum pueden desarrollar leucopenia, neutropenia y la
reduccion de la funcion de los neutrofilos, lo cual puede ocasionar una
inmunosupresion y la aparicidn de infecciones oportunistas [18]. Por otra parte, A.

centrale es un parasito intraeritrocitico que causa una enfermedad clinica leve o



asintomatica en el ganado bovino, es decir, es una especie naturalmente atenuada
[13]. A. centrale se considera una especie menos virulenta pero fuertemente
relacionada con A. marginale. Por lo tanto, A. centrale puede proporcionar un tipo
de inmunidad protectora contra la infeccion de algunas cepas de A. marginale. Por
este motivo, A. centrale se ha utilizado como una opcion de vacuna viva para
prevenir la infeccidn de A. marginale en paises como lIsrael, Sudafrica, Sudamérica
y Australia [14,19]. Por ultimo, A. marginale también es un parasito intraeritrocitico,
el cual es considerado el principal agente etiologico de la anaplasmosis bovina a

nivel mundial porque puede causar una enfermedad potencialmente mortal [1,14].

1.2 Anaplasma marginale

El patégeno A. marginale fue descrito por primera vez en 1910 por Sir Arnold
Theiler, quien observo pequefas inclusiones cerca del borde (area marginal) de los
eritrocitos del ganado bovino enfermo [20]. A. marginale se distribuye ampliamente
a nivel mundial, especialmente en las regiones tropicales y subtropicales del
planeta. Sin embargo, la diseminacidon de este patégeno esta en constante
aumento. Una propuesta es debido al cambio climatico, el cual puede influir en el
movimiento del ganado bovino por los drasticos cambios de temperatura, y por lo
tanto, ocasiona el movimiento de las poblaciones de garrapatas como vectores
bioldgicos [21]. Los vectores biologicos de A. marginale incluyen al menos a 20
especies de garrapatas, principalmente de los géneros Dermacentor y
Rhipicephalus [14]. La transmision transplacentaria de A. marginale en el ganado

bovino, resulta en el nacimiento de terneros sanos pero infectados de manera



persistente [22]. A. marginale también puede infectar una amplia diversidad de
animales rumiantes silvestres, que incluyen al bufalo de agua (Bubalus bubalis), el
bisonte americano (Bison bison), el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus),
el ciervo mulo (Odocoileus hemionus hemonius), el ciervo de cola negra
(Odocoileus hemionus culumbianus), el antilope americano (Antilocapra
americana), el borrego cimarrén (Ovis canadensis) y la jirafa (Giraffa

camelopardalis), por mencionar algunos [15].

1.2.1 Genomas de Anaplasma marginale

Hasta el dia 10 de marzo del afio 2022, se han reportado 24 genomas de A.

marginale que estan depositados en la base de datos GenBank de NCBI (siglas del

inglés National Center for Biotechnology Information) (https://bit.ly/3vJiL11), de los
cuales dos genomas estan completos, cuatro genomas estan cerrados en un
cromosoma y 18 son borradores de genomas (Tabla 2). En Estados Unidos se
reportaron tres genomas que pertenecen al mismo microorganismo: el genoma
completo de A. marginale Florida y los dos borradores de genomas de A. marginale
Florida y Florida Relapse (DNA genomico obtenido 129 dias después de la
infeccion). También, en Estados Unidos se reportaron dos genomas que pertenecen
al mismo microorganismo: el genoma completo y el borrador de genoma de A.

marginale St. Maries.



Tabla 2. Caracteristicas de los 24 genomas de A. marginale que estan depositados en la base de datos
GenBank (datos actualizados hasta el 10 de marzo de 2022).

Longitud

Contenido

Cepa total (pb) Cromosomas | Contigs G+C (%)* Genes CcDS Pais
A. marginale Dawn 1,196,760 I 49.73 1,145 1,107 Australia
A. marginale Gypsy Plains 1,198,622 I 49.72 1,189 1,149 Australia
A. marginale Jaboticabal 1,195,321 I 49.77 1,238 1,198 Brasil
A. marginale Palmeira 1,195,200 I 49.75 1,219 1,179 Brasil
A. marginale Florida 1,202,435 R 49.77 1207 | 1,187 | Estados
Unidos
A. marginale Florida 1,136,981 | - 204 49.84 1,186 1147 | Estados
Unidos
A. marginale Florida 1154411 | 61 49.81 1189 | 1,149 | Estados
Relapse Unidos
A. marginale Mississippi 1,141,520 | - 82 49.79 1,208 1168 | Estados
. (¢] pp , ) : ’ ’ Unidos
A. marginale Okeechobee 1,390,087 | = - 403 47.49 1267 | 1225 | Fotados
A. marginale Oklahoma 1,156,921 | - 57 49.82 1,167 1,127 EUStf"dos
nidos
A. marginale Oklahoma-2 1,160,766 | = - 49 49.79 1,188 1,148 %St?d"s
nidos
A. marginale South Idaho 1,409,432 | - 358 46.73 1,316 1,262 EUStf"dos
nidos
A. marginale St. Maries 1,197,687 R 49.76 1250 | 1210 | Fotados
nidos
A. marginale St. Maries 1155236 | - 60 49.79 1194 | 1,154 | Fotados
nidos
A. marginale Virginia 1,153,875 | - 70 49.79 1241 | 1201 | Fotados
nidos
A, marginale Washington 1,383,255 | - 332 46.94 1331 | 1,274 | Estados
Okanogan Unidos
A. marginale MEX-01-001-01 | 1,179,425 | - 34 49.79 1,218 1,178 | México
A. marginale MEX-14-010-01 | 1,172,327 | - 46 49.79 1,190 1,150 | México
A. marginale MEX-15-099-01 | 1,169,440 | - 32 49.79 1,185 1,145 | México
A. marginale MEX-17-017-01 | 1,172,716 | - 41 49.79 1,203 1,163 | México
A. marginale MEX-30-184-02 | 1,176,681 |  -— 40 49.79 1,205 1,165 | México
A. marginale MEX-30-193-01 | 1,167,111 | - 41 49.80 1,178 1,138 | México
A. marginale MEX-31-096-01 | 1,176,579 | - 43 49.79 1,204 1,164 | México
A. marginale Puerto Rico 1,158,530 | = - 59 49.80 1,220 1,180 Pgiecréo

* Datos obtenidos con el programa QUAST.
** Datos obtenidos con el servidor RAST.




En la base de datos GenBank estan reportados los borradores de genomas de
siete cepas mexicanas de A. marginale: MEX-01-001-01 (Aguascalientes,
Aguascalientes), MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco,
Estado de México), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos), MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz), MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) y MEX-31-096-01
(Tizimin, Yucatan); los cuales son el resultado del trabajo de la presente tesis de
doctorado. La informacion gendémica de A. marginale que esta disponible en las
bases de datos, ha sido reportada de cinco paises (Australia, Brasil, Estados
Unidos, México y Puerto Rico) y resulta poco representativa en comparacién con la

amplia distribucion geografica que tiene este patdégeno a nivel mundial.

1.2.2 Superinfeccién de Anaplasma marginale

Previamente, se creia que la infeccion de los eritrocitos del ganado bovino por
un genotipo de A. marginale, excluia la infeccion de otros genotipos diferentes de A.
marginale en el mismo animal. A este fendmeno se le nombré como exclusion de la
infeccion [23]. En el afo 2014, Palmer y colaboradores estudiaron un rebafo de
bovinos en Estados Unidos, donde se detectaron 70 animales que estaban
infectados con un genotipo de A. marginale. Sin embargo, se detectaron cinco
animales que estaban infectados con dos genotipos diferentes de A. marginale en
el mismo bovino. Es decir, cada animal estaba superinfectado con dos cepas
diferentes de A. marginale [24]. Posteriormente, en el afo 2015, Castafieda-Ortiz y
colaboradores estudiaron dos rebafios de bovinos en la republica mexicana: en la

Joya, Jalisco y el Verdinefio, Nayarit. Con base en la amplificacién, la clonacion y la
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secuenciacion del gen msp1a, en el rebafo de la Joya se detectaron siete animales
infectados con una cepa de A. marginale. Y ademas, se detectaron siete animales
superinfectados hasta con cinco cepas diferentes de A. marginale. Por otra parte,
en el rebano del Verdineno se detectaron seis animales infectados con una cepa de
A. marginale, mientras que se detectaron 37 animales superinfectados hasta con

nueve cepas diferentes de A. marginale (Tabla 3) [25].

Tabla 3. Genotipos de mspa en la superinfeccion de cepas mexicanas de A. marginale (Editada de
Castainieda-Ortiz E. J., et al. 2015) [25].

Numero de genotipos diferentes Numero de animales infectados

de A. marginale identificados en
el mismo bovino Rebaiio de la Joya, Jalisco Rebaiio del Verdinefio, Nayarit

-

6

11

10

Ol | N|j|o|o|~|W]|DN
Ol |OC|OC|=|N|IN|IN|N
N[N |w]|O

1.3 Anaplasmosis bovina

La anaplasmosis bovina es una enfermedad que se ha reportado en las
regiones tropicales y subtropicales del planeta, que incluyen Sudameérica, Ameérica
Central, Estados Unidos, el sur de Europa, Africa, Asia y Australia. Ademas, se ha
reportado que es una enfermedad endémica del ganado bovino en México, América

Central, el Caribe y Sudamérica [14]. En el afio 1969, Canada legislé el control para
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la importacién del ganado bovino, y en la actualidad, existe una politica estricta para

la erradicacion de la anaplasmosis bovina.

Los signos clinicos de la anaplasmosis bovina son: anemia hemolitica
progresiva, fiebre, pérdida excesiva de peso, pérdida en la produccion de leche,
abortos en el ultimo trimestre del embarazo, ictericia en la etapa final de la
enfermedad, e incluso la muerte subita de los bovinos si los medicamentos no se
aplican de manera oportuna [15]. Sin embargo, la enfermedad clinica solo se puede
confirmar mediante la identificacion del patégeno A. marginale. Esto se logra
mediante la observacion en el microscopio de frotis de sangre que estan tefidos
con Giemsa u otra tincibn de Romanowsky [26]; o mediante la amplificacién de
genes o fragmentos de genes de A. marginale por PCR (siglas del inglés
Polymerase Chain Reaction) [27]. La anaplasmosis bovina es responsable de
importantes pérdidas econdmicas en la industria de la ganaderia a nivel mundial

[14,20].

Actualmente, el tratamiento de los casos clinicos agudos contra la
anaplasmosis bovina, consiste en la administracién de tetraciclinas, las cuales son
medicamentos bacteriostaticos que funcionan al inhibir la sintesis de proteinas de
A. marginale [28]. La clorotetraciclina y oxitetraciclina son los unicos compuestos
derivados de la tetraciclina que estan aprobados en Estados Unidos como
tratamiento contra la anaplasmosis bovina. También, el Imidocarb® es un

medicamento que se utiliza para el tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo,
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el tratamiento con estos quimicos resulta altamente costoso y restringe la venta de

la carne y leche de los bovinos en un periodo de aproximadamente 30 dias [29].

Por otra parte, una medida de control contra la anaplasmosis bovina es el uso
de acaricidas que permiten disminuir considerablemente las poblaciones de
garrapatas. Sin embargo, el uso de estas sustancias permite la seleccion de las
poblaciones de garrapatas resistentes. Ademas, la presencia de residuos de
acaricidas en la carne y leche de los bovinos, es un tema de preocupacion para la
salud publica [30]. Una opcion para prevenir la anaplasmosis bovina es mediante la
aplicacion de vacunas de cepas vivas atenuadas o inactivadas de A. marginale. No
obstante, estas vacunas han tenido resultados variables, principalmente por el
deficiente y costoso proceso de purificacion de las cepas de A. marginale [29]. Por
lo tanto, el disefio y desarrollo de vacunas que permitan prevenir la anaplasmosis

bovina tiene un especial interés economico y cientifico a nivel mundial.

1.3.1 Vacunologia tradicional

A partir del siglo pasado, se han propuesto vacunas de cepas vivas atenuadas
o inactivadas de A. marginale o A. centrale contra la anaplasmosis bovina [31-35].
Sin embargo, estas vacunas permiten diseminar a otros organismos patogenos de
transmision sanguinea, pueden causar una reversion de la patogenicidad, e incluso
pueden generar una contaminacion con los antigenos de los eritrocitos del bovino
hospedero [36—38]. También, se han desarrollado vacunas recombinantes a partir

de las proteinas de membrana externa, como las proteinas Vir del Sistema de
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Secrecion Tipo IV [39]. No obstante, estas proteinas recombinantes han generado
una inmunoproteccidn deficiente debido a la amplia diversidad y variabilidad
genética de las cepas de A. marginale en diferentes regiones geograficas, en el
mismo rebafio e incluso en el mismo animal [24,25,40,41]. Las vacunas
recombinantes tienen la limitante de invertir tiempo, recursos y esfuerzo para
identificar y analizar solo una proteina como candidato vacunal. En la actualidad, no
existen vacunas recombinantes comerciales contra la anaplasmosis bovina a nivel

mundial.

1.3.1.1 Principales proteinas de superficie

Actualmente, las cinco principales proteinas de superficie (MSPs del inglés
Major Surface Proteins) mejor caracterizadas en A. marginale son las proteinas de
membrana externa, las cuales estan codificadas en los genes de copia unica
msp1a, msp4 y msp5 que estan conservados a nivel de especie y son ampliamente
utilizados como marcadores moleculares para determinar la diversidad genética
entre las cepas de A. marginale [15]. La diversidad del gen msp1a se utiliza para
identificar las diferentes cepas de A. marginale a nivel mundial. Ademas, la
secuencia del gen msp4 es utilizada para estudios filogenéticos [40]. Por ultimo, la
presencia del gen mspb se utiliza para el diagnéstico molecular de la infeccion de A.
marginale en los eritrocitos del ganado bovino. Ademas, la proteina Msp5 es
altamente inmunogénica y se utiliza para el diagnostico serologico de la

anaplasmosis bovina [27].
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La estructura de la proteina Msp1a esta formada por un dominio conservado
intracelular en el extremo C-terminal y por un dominio variable extracelular en el
extremo N-terminal. El dominio variable contiene una o mas secuencias similares
que son llamadas repetidas, las cuales tienen entre 23 y 31 aminoacidos de
longitud cada una [42,43]. En el aino 2007, de la Fuente y colaboradores
identificaron 79 diferentes secuencias de repetidas en 131 cepas de A. marginale
de América del Norte, Sudamérica, Europa, Africa, Asia y Australia. También,
reportaron que el 78% de las secuencias de repetidas estan presentes en las cepas
de A. marginale de cualquier region geografica. Ademas, existen secuencias de
repetidas unicas para algunas cepas presentes en regiones geograficas como ltalia,
Espafia, China, Argentina y Sudamérica. Por ultimo, se reportaron que cuatro cepas
de A. marginale de Australia tienen un genotipo de msp7a con la secuencia de la

repetida unica llamada “8” [34,44].

1.3.2 Vacunologia reversa

En la actualidad, el progreso de las tecnologias de secuenciacion masiva del
DNA esta generando una inmensa cantidad de informacion gendémica que esta
disponible en las bases de datos a nivel mundial. El disefio de vacunas que estan
basadas en la informacion gendmica de los organismos patdgenos, cultivables y no
cultivables in vitro, es una alternativa segura y eficaz para identificar los péptidos o
proteinas que tienen el potencial antigénico e inmunogénico predicho para ser
considerados como posibles candidatos vacunales [34,45]. Hasta la fecha, solo se

han reportado los genomas de siete cepas mexicanas de A. marginale en las bases
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de datos a nivel mundial, como resultado del trabajo de la presente tesis de
doctorado. Por lo tanto, previamente no habia sido posible disefar vacunas contra
la anaplasmosis bovina para la region geografica de México mediante la

vacunologia reversa.

Por otra parte, los péptidos antigénicos multiples, también llamados MAPs (del
inglés Muiltiple Antigenic Peptides), estan formados por uno o mas péptidos
sintéticos, los cuales estan unidos de manera covalente a una macromolécula de
matriz sélida con ramificaciones de residuos de lisina [46]. El disefio de MAPs que
contengan los péptidos sintéticos obtenidos a partir de los genomas de las cepas
mexicanas de A. marginale, podrian ser utilizados como una alternativa para el

disefio de vacunas contra la anaplasmosis bovina en México.

1.4 Anaplasmosis bovina en México

La industria ganadera es una de las actividades agroindustriales mas
redituables a nivel mundial y México ocupa el octavo puesto en inventario del
ganado bovino [47]. En el afio 2020 se registraron 35,653,619 cabezas de ganado,
de las cuales 2,606,311 y 33,047,308 son utilizadas para la produccién de leche y
carne, respectivamente (datos obtenidos del Servicio de Informacion

Agroalimentaria y Pesquera; https://bit.ly/35IuVNQ).

En México, la anaplasmosis bovina provoca importantes pérdidas econdmicas

a la industria ganadera. Estas pérdidas econdémicas son dificiles de calcular porque
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existen varios factores a considerar, como la pérdida de peso, la pérdida en la
produccion de leche, el aborto y la mortalidad, por mencionar algunos ejemplos. No
existen datos exactos, pero se estima que esta enfermedad es responsable de
aproximadamente el 25% de la mortalidad del ganado bovino en los programas de

mejoramiento genético [48].

Por otra parte, no existen vacunas comerciales disponibles contra la
anaplasmosis bovina a nivel mundial. Sin embargo, en México se ha utilizado como
vacuna a la cepa viva de A. marginale Yucatan, la cual induce proteccion solida y
sin efectos secundarios [32]. Ademas, no se ha utilizado a A. centrale como vacuna

viva porque se considera un organismo exotico y no permitido en México.

1.5 Cepas mexicanas de Anaplasma marginale

En la actualidad, son escasos los reportes sobre las cepas mexicanas de A.
marginale. En el afio 2012, Jiménez-Ocampo y colaboradores reportaron el analisis
estructural de la proteina Msp1a e identificaron 28 diferentes cepas mexicanas de
A. marginale de diferentes regiones geograficas de la republica mexicana (Tabla 4)
[49]. Posteriormente, en el afio 2015, Castafieda-Ortiz y colaboradores reportaron
diferentes cepas mexicanas de A. marginale en dos rebafios de bovinos: en la Joya,
Jalisco y el Verdineno, Nayarit [25]. La tasa de infeccion de las cepas mexicanas de
A. marginale fue del 36% (30 animales infectados de 84 posibles) y del 100% (82
animales) en los rebafios de bovinos de la Joya y el Verdinefio, respectivamente.

Ademas, se reportaron dos (LJ1 y LJ2) y 12 (EV1 hasta EV12) nuevas secuencias
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de repetidas del gen msp7a a nivel mundial, las cuales provienen de los rebafios de

bovinos de la Joya y el Verdinefo, respectivamente. También, se identificaron 20 y

60 genotipos diferentes de msp71a de las cepas mexicanas de A. marginale en los

bovinos infectados de la Joya y el Verdinefio, respectivamente [25]. Por lo tanto, la

amplia diversidad genética de las cepas mexicanas de A. marginale, ha dificultado

la identificacién de péptidos o proteinas como posibles candidatos vacunales contra

la anaplasmosis bovina en México.

Tabla 4. Estructura de las secuencias de repetidas del gen msp71a de 28 diferentes cepas mexicanas de A.

marginale (Editada de Jiménez-Ocampo R., et al. 2012 [49]).

Cepa mexicana

Estructura de repetidas de msp7a

Numero de repetidas

Mex-31-089-01 - Ticul, Yucatan F M M 3
Mex-30-184-03 - Tlapacoyan, Veracruz T C B B C 6
Mex-30-130-01- Playa Vicente, Veracruz T C B B C 7
Mex-31-096-01 - Tizimin, Yucatan T C B B C 7
Mex-15-099-01 - Texcoco, Edo. de México o B B T 4
Mex-17-030-01 - Yautepec, Morelos o B B T 4
Mex-30-193-01 - Veracruz, Veracruz o B B T 4
Mex-18-017-01 - Tepic, Nayarit o B B r 4
Mex-07-068-02 - Sta. Martha, Chiapas o B B r B 5
Mex-07-068-01 - Pichucalco, Chiapas o B B T B 6
Tamaulipas 17 y 18 (G10) a B B B r 5
Mex-07-065-01 - Palenque, Chiapas B B B B r 5
Mex-30-184-02 - Tlapacoyan, Veracruz 73 B B B r 5
Tamaulipas 15 (G9) T 57 13 18 4
Mex-14-010-01 - Atitalaquia, Hidalgo T 57 13 18 4
Mex-28-037-01 - Soto la Marina, Tamaulipas T 57 13 18 4
Mex-01-001-01 - Aguascalientes, Aguascalientes 4 9 10 11 5
Tamaulipas 13 (G2) 10 10 5
Mex-17-017-01 - Puente de Ixtla, Morelos 12 13 14 3
Mex-28-037-02 - Soto la Marina, Tamaulipas 28 29 74 29 M 6
Tamaulipas 1 (G1) 56 57 58 59 4
Tamaulipas 4 (G3) 60 61 61 62 61 5
Tamaulipas 7,9, 10 y 12 (G4) 4 63 63 27 12 5
Tamaulipas 11 (G5) 67 68 63 27 12 5
Tamaulipas 14 (G6) 69 61 70 71 61 5
Tamaulipas 5 (G7) 64 65 D 65 66 5
Tamaulipas 6 y 8 (G8) D 65 D 65 66 5
Mex-30-184-01 - Tlapacoyan, Veracruz 72 C F 3
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Por lo antes expuesto, el presente trabajo tiene el propdsito de identificar a las
secuencias codificantes que tengan el potencial para ser utilizadas como posibles
candidatos vacunales contra la anaplasmosis bovina en México. Esto se lograra
mediante el analisis de gendmica comparativa entre diferentes cepas mexicanas de
A. marginale. Ademas, se identificaran las similitudes y diferencias genémicas que
existen entre las cepas mexicanas, americanas (Estados Unidos), australianas,

brasilefias y puertorriquefia de A. marginale.

19



2. HIPOTESIS

El analisis de gendomica comparativa entre nueve cepas mexicanas de
Anaplasma marginale permite identificar los posibles inmunégenos contra la

anaplasmosis bovina en México.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Identificar péptidos o proteinas con potencial inmunogénico mediante el

analisis de gendmica comparativa para el control de la anaplasmosis bovina en

México.

3.2 Objetivos particulares
I.  Secuenciar, ensamblar y anotar los genomas de nueve cepas mexicanas de
Anaplasma marginale.
Il. ldentificar los péptidos o proteinas con potencial inmunogénico mediante

analisis bioinformaticos.
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4. ESTRATEGIA METODOLOGICA

Seleccion de cepas mexicanas de Anaplasma marginale ¢

v
Secuenciacion masiva del DNA gendmico ¢
v
Ensamblaje de los genomas ¢
v
Analisis de MSP1a ¢
v
Anotacion de los genomas ¢
v
Analisis filogenético ¢
v
Analisis pangendémico ¢
v
Gendmica comparativa ¢
v

Identificacion de los posibles candidatos vacunales ¢
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Seleccion de cepas mexicanas de Anaplasma marginale

La Unidad de Anaplasmosis del CENID-SAI que pertenece al INIFAP, posee
una coleccién exclusiva de diferentes cepas mexicanas de A. marginale [49]. Nueve
cepas mexicanas (Tabla 5) fueron seleccionadas bajo los siguientes criterios: (i)
cepas que provienen de diferentes regiones geograficas de la republica mexicana;
(i) cepas que tienen diferente estructura de repetidas de MSP1a; y (iii) dos cepas
que tienen reportado un diferente grado de virulencia: la cepa de alto grado de
virulencia de Texcoco, Estado de México [50] y la cepa de bajo grado de virulencia
de Tizimin, Yucatan [32]. La nomenclatura de las nueve cepas mexicanas utiliza los
codigos del INEGI que describen los numeros del estado, municipio y aislado,
respectivamente, los cuales estan separados por guiones, como fue reportado
previamente [49]. Las nueve muestras de sangre que fueron obtenidas de bovinos
infectados con las cepas mexicanas de A. marginale, se almacenaron en nitrégeno

liquido hasta su uso.

Tabla 5. Caracteristicas de nueve cepas mexicanas de Anaplasma marginale.

Cepa Region geografica Estructura de repetidas de MSP1a
MEX-01-001-01 Aguascalientes, Aguascalientes 4910 11 9
MEX-07-068-01 Pichucalco, Chiapas a BB BTr
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo t 57 13 18
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México afBpr
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 12 13 14
MEX-28-037-02 Soto la Marina, Tamaulipas 2829 74 29 M F
MEX-30-184-02 Tlapacoyan, Veracruz 3BBPT
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz afBpr

MEX-31-096-01

Tizimin, Yucatan

TCBBCB=x
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5.2 Secuenciacién masiva del DNA genémico

La extraccion del DNA genomico (gDNA) se realiz6 a partir de 200 ul de
sangre de bovino infectada con cada una de las nueve cepas mexicanas de A.
marginale, al utilizar el kit UltraClean® BloodSpin® DNA Isolation (Laboratorios MO
BIO) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las nueve muestras del gDNA se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

La secuenciacion masiva del gDNA de las nueve cepas mexicanas de A.
marginale se realiz6 a partir de 2 ung de cada muestra del gDNA mediante una
corrida de tipo Paired-End, al utilizar la plataforma MiSeq (tecnologia lllumina) en la
Universidad de Arizona en Estados Unidos. Como resultado, la informacion
genomica de las lecturas crudas (cada lectura cruda tiene 300 bases de longitud)
fue almacenada en 18 archivos con formato FASTQ en el servidor Lotr, el cual esta
ubicado en las instalaciones del Centro de Investigacion en Dinamica Celular

(CIDC), UAEM.

Las lecturas editadas se obtuvieron al eliminar las secuencias completas o
parciales de los adaptadores de lllumina (los adaptadores fueron incorporados al
gDNA durante el proceso de la secuenciacion masiva) al utilizar el algoritmo

ILLUMINACLIP del programa Trimmomatic (version 0.36) [51].

Las lecturas recortadas se obtuvieron al eliminar los nucle6tidos que tuvieron

una calidad Phred menor de 13 (Q<13) en el proceso de la secuenciacion masiva
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del gDNA, al utilizar el algoritmo dynamictrim de la paqueteria de software

SolexaQA++ (version 3.1.7.1) [52].

Las lecturas crudas, editadas y recortadas fueron analizadas con el programa

FastQC (version 0.11.7) (https://bit.ly/3Cq1gMa) para obtener la siguiente

informacion: (i) numero total de lecturas; (ii) longitud total de las lecturas; (iii)
graficas de calidad Phred por base; y (iv) graficas de la distribucién del contenido

G+C por lectura.

5.3 Ensamblaje de los genomas

Los genomas originales de las nueve cepas mexicanas de A. marginale se
ensamblaron de novo con el programa SPAdes (version 3.11.1) [53], al utilizar las
siguientes opciones: (i) solamente se ejecutd el médulo de ensamblaje (--only-
assembler); (ii) se redujo el numero de desajustes, también llamados mismatches (-
-careful); y (iii) se utilizaron los valores (numeros impares) de k-mer entre 21 hasta

127.

Los genomas depurados de las nueve cepas mexicanas de A. marginale se
obtuvieron al eliminar los contigs que tuvieron una cobertura de ensamblaje menor
de 2.0 y/o una longitud menor de 500 pb, al utilizar un script de Perl disefiado por el

Dr. Luis Fernando Lozano Aguirre Beltran (CCG, UNAM).
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Los genomas finales de las nueve cepas mexicanas de A. marginale se
obtuvieron al eliminar los contigs que pertenecen a organismos de otros géneros.
Los contigs de los genomas finales cumplieron con tres criterios de seleccion: (i) los
contigs de los genomas depurados se alinearon contra la base de datos de las
secuencias de nucleotidos (nr/nt) del género Anaplasma, al utilizar el programa

Blastn (https://bit.ly/3sSUmVa) [54]. Los contigs de los genomas finales tuvieron una

cobertura de alineamiento igual o mayor de 50%, una identidad igual o mayor de
70% y un valor de expectancia (E-value) igual o menor de 1e-100; (ii) los contigs de
los genomas finales tuvieron un contenido G+C entre 49 y 50%, al utilizar un script
de Python disefiado por el M. en B. Fernando Martinez Ocampo (CEIB, UAEM)

(Nota: el script de Python esta disponible en: https://bit.ly/SMCKqgzq); y (iii) los

contigs de los genomas finales tuvieron una cobertura de ensamblaje igual o mayor

de 5.0, al utilizar el programa de ensamblaje SPAdes (version 3.11.1) [53].

Los genomas originales, depurados y finales de las nueve cepas mexicanas
de A. marginale, fueron analizados con el programa QUAST (version 4.6.2) [55]
para obtener la siguiente informacioén: (i) numero total de contigs; (ii) longitud total

del genoma; (iii) longitud NS0, y (iv) contenido G+C.

5.4 Analisis de MSP1a

La posible superinfeccion de diferentes cepas mexicanas de A. marginale
presentes en el gDNA, fue verificada mediante la deteccion de dos o mas

secuencias completas o parciales del gen msp1a en cada uno de los nueve
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genomas finales. La secuencia de MSP1a de A. marginale St. Maries (numero de
acceso GenBank AAV86554.1) se alined contra los contigs que pertenecen a los

nueve genomas finales, al utilizar el programa tBlastn (https://bit.ly/310mOZs) [54].

Las secuencias completas o parciales del gen msp7a que fueron detectadas en los
nueve genomas finales, tuvieron una identidad igual o mayor del 50% y un valor de

expectancia (E-value) igual o menor de 1e-50.

Las estructuras de repetidas de la regién variable de MSP1a de las nueve
cepas mexicanas de A. marginale, fueron obtenidas al utilizar el programa
RepeatAnalyzer (version 2.8) [56]. La calidad de ensamblaje de las estructuras de
repetidas de MSP1a se verific6 de manera visual mediante el alineamiento entre las
lecturas crudas contra los genes msp17a, al utilizar los programas Bowtie2 (version
2.3.4.3) [57], SAMtools (version 1.9) [568] y BamView (version 17.0.1) [59]. Ademas,
las estructuras de repetidas de MSP1a se compararon contra la base de datos de
A. marginale (actualizada hasta el dia 13 de diciembre de 2017 con 412 cepas y
274 secuencias de repetidas) del programa RepeatAnalyzer (version 2.8) [56] para

obtener la posible distribucion geografica a nivel mundial.

Como resultado, los genomas finales de las cepas MEX-07-068-01
(Pichucalco, Chiapas) y MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas) muestran una
superinfeccion, es decir, cada genoma final contiene la informacion genémica de
dos o mas cepas mexicanas diferentes de A. marginale. Por lo tanto, los dos

genomas finales fueron excluidos de los analisis gendmicos posteriores.
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Las secuencias de los microsatétites que se ubican en la region 5-UTR (del
inglés Untranslated Region) de los genes msp7a, fueron localizadas entre la
secuencia Shine-Dalgarno (SD): GTAGG, y el codén de inicio de la traduccién: ATG
[60]. Las estructuras de los microsatélites (letras en negrita) se determinaron
mediante la secuencia: GTAGG (G/A TTT)m (GT)n T ATG [61]. El analisis de los
genotipos se realizd de acuerdo con la nomenclatura propuesta por de la Fuente y
colaboradores en el afio 2007 [44]. Las distancias (en nucleétidos) SD-ATG se

calcularon al utilizar la siguiente formula: (4 x m) + (2 x n) + 1 [61].

La cobertura final de ensamblaje de los genomas finales de siete cepas
mexicanas de A. marginale, fue obtenida mediante el alineamiento entre las lecturas
crudas contra los contigs que pertenecen a los genomas finales, al utilizar el
programa Bowtie2 (version 2.3.4.3) [57]. El valor de la cobertura final de ensamblaje

de siete genomas finales se calcul6 al utilizar la siguiente ecuacion:

[Numero total de lecturas crudas alineadas contra el genoma final] X [300 (longitud de las lecturas crudas)]

[Longitud total del genoma final]

5.5 Anotacién de los genomas

La anotacion automatica de los genomas finales de las siete cepas mexicanas
de A. marginale se realiz6 mediante la prediccién de los marcos abiertos de lectura
(ORFs del inglés Open Reading Frames) y las secuencias codificantes (CDS del

inglés Coding Sequences), al utilizar el algoritmo Classic RAST del servidor RAST
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(del inglés Rapid Annotation wusing Subsystem Tecnology) (version 2.0)

(https://bit.ly/3tISKIT) [62].

La anotacién automatica de los genes RNA ribosomales (rRNAs) y de
transferencia (tRNAs) en los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A.
marginale, se realiz6 al utlizar los servidores RNAmmer (version 1.2)

(https://bit.ly/35B7CVL) [63] y ARAGORN (version 1.2.38) (https://bit.ly/3sVOBI7)

[64], respectivamente.

Las proteinas que fueron anotadas en los genomas finales de las siete cepas
mexicanas de A. marginale, se agruparon en diferentes conjuntos predeterminados
de proteinas ortologas de la base de datos COG (del inglés Clusters of Orthologous

Groups of proteins) (versién 2003-2014) [65].

La busqueda de las proteinas que estan involucradas con la resistencia a
antimicrobianos en los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A.
marginale, se realiz6 al utilizar los servidores ResFinder (version 3.0)

(https://bit.ly/3sVeaat) [66], antiSMASH (version 3.0) (https://bit.ly/3hPFHGT) [67] vy

CARD 2017 (del inglés Comprehensive Antibiotic Resistance Database)

(https://bit.ly/3vPzrnR) [68]. El servidor CARD 2017 tiene la opcidn de realizar la

busqueda de las proteinas con los programas BLAST (https://bit.ly/365TNhy) y RGI

(del inglés Resistance Gene Identifier) (version 4.0.3) (https://bit.ly/3HX0Bvx) [68].

28



La busqueda de las proteinas que estan involucradas con la virulencia y/o la
patogenicidad, se realizd al utilizar los servidores VirulenceFinder (version 1.5)

(https://bit.ly/3sVIgup) [69], PathogenFinder (version 1.1) (https://bit.ly/3vZoeRs)

[70], VFDB (del inglés Virulence Factor DataBase) (https://bit.ly/3KvLwm4) [71] y

PAIDB (del inglés Pathogenicity Island  DataBase) (version 2.0)

(https://bit.ly/3KxTVp1) [72].

5.6 Analisis filogenético

Las secuencias concatenadas de los genes unicos del genoma core (también
llamado genoma nucleo o basico) de las siete cepas mexicanas y las cepas
americanas (Estados Unidos), australianas, brasilefias y puertorriquefia de A.
marginale (Tabla 2), y A. centrale Israel (humero de acceso GenBank CP001759.1)
como grupo externo (outgroup), se obtuvieron con los programas Prokka (version
1.12) [73] y Roary (version 3.8.0) [74]. Brevemente, los genomas fueron anotados
de manera automatica al utilizar el programa Prokka (del inglés rapid prokaryotic
genome annotation). Los archivos con formato GFF (del inglés General Feature
Format) fueron utilizados como archivos de entrada por el programa Roary (the pan-
genome pipeline), el cual realizé el alineamiento multiple entre los genes unicos
concatenados de los genomas core al utilizar la opcidén: create a multiFASTA
alignment of core genes (-e). El programa JModelTest (versiéon 2.1.10) [75]
selecciond el mejor modelo de sustitucion de nucledtidos al utilizar el criterio de
informacion Akaike (AIC del inglés Akaike information criterion). Dos arboles

filogenéticos fueron estimados con el método de maxima verosimilitud (ML del
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inglés Maximum Likelihood) al utilizar el programa PhyML (version 3.1) [76] con las
opciones: (i) probabilidades bayesianas posteriores (PP del inglés Bayesian
posterior probabilities); y (i) 1,000 repeticiones bootstrap. Los dos arboles
filogenéticos se visualizaron y editaron al utilizar el programa FigTree (version 1.4.3)

(https://bit.ly/3KM1SHF).

5.7 Analisis pangenémico

Dos analisis pangendmicos se realizaron a partir de las proteinas anotadas en
los genomas de A. marginale al \utilizar la paqueteria de software
GET_HOMOLOGUES (v11042019) [77] con las opciones: (i) entre los genomas
finales de las siete cepas mexicanas; y (ii) entre los genomas de las cepas
mexicanas, americanas, australianas, brasilefias y puertorriquefia de A. marginale
(Tabla 2). Brevemente, los archivos con formato FAA (del inglés Fasta Amino Acid)
obtenidos con el algoritmo Classic RAST del servidor RAST (ver seccion 5.5),
fueron utilizados como archivos de entrada por la paqueteria de software
GET_HOMOLOGUES. Los scripts de Perl get_homologues.pl y compare_clusters.pl
se utilizaron para calcular el pangenoma consenso, el cual resulté del alineamiento
tipo todos-contra-todos (all-against-all) de las proteinas con el programa Blastp, y
ademas, de la agrupacion de los resultados al utilizar los algoritmos COGtriangles y
OMCL. Como resultado, la matriz binaria (presencia o ausencia de las proteinas)
permitié obtener los grupos de proteinas que pertenecen a los diferentes tipos de
genomas: unique (proteinas presentes solamente en un genoma), cloud (proteinas

presentes entre el 0 y menos del 15% de los genomas), shell (proteinas presentes
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entre el 15 y menos del 95% de los genomas), soft core (proteinas presentes entre
el 95 y menos del 100% de los genomas) y core (proteinas presentes en el 100%

de los genomas).

5.8 Genémica comparativa

Los valores de la identidad promedio de nucleétidos (ANI del inglés Average
Nucleotide Identity) se calcularon mediante la comparacion de los genomas de las
cepas mexicanas, americanas, australianas, brasilefas y puertorriquefia de A.
marginale (Tabla 2), al utilizar los algoritmos ANIb (basado en Blast) y ANIm

(basado en MUMmer) del script de Python calculate_ani.py (https://bit.ly/3hS8LUA).

El orden y la orientacién de los contigs que pertenecen a los genomas de las
siete cepas mexicanas de A. marginale, se obtuvieron mediante el alineamiento
entre los contigs de los genomas finales contra el genoma de referencia de A.
marginale St. Maries (numero de acceso GenBank CP000030.1), al utilizar el

algoritmo Move Contigs del programa Mauve (version 2.4.0) [78].

La presencia de eventos evolutivos a gran escala, como el reordenamiento y
la inversion de segmentos gendmicos, se detecté mediante el alineamiento entre los
contigs ordenados de los genomas finales de las siete cepas mexicanas (ver
parrafo anterior) y los genomas de las cepas Dawn, Gypsy Plains, Jaboticabal,
Palmeira y Florida (numeros de acceso GenBank CP006847.1, CP006846.1,

CP023731.1, CP023730.1 y CP001079.1, respectivamente), contra el genoma de
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referencia de A. marginale St. Maries (numero de acceso GenBank CP000030.1), al
utilizar el algoritmo “Align with progressiveMauve...” del programa Mauve (version

2.4.0) [78].

El analisis de gendmica comparativa a nivel de sintenia se realizé mediante el
alineamiento entre los genomas de las siete cepas mexicanas y las cepas Dawn,
Gypsy Plains, Jaboticabal, Palmeira y Florida (numeros de acceso GenBank
CP006847.1, CP006846.1, CP023731.1, CP023730.1 'y CP001079.1,
respectivamente), contra el genoma de referencia de A. marginale St. Maries
(numero de acceso GenBank CP000030.1), al utilizar el programa BRIG (del inglés

BLAST Ring Image Generator) (v0.95) [79].

5.9 Identificacion de los posibles candidatos vacunales

La anotacion automatica de las CDS que pertenecen a los genomas finales de
las siete cepas mexicanas de A. marginale, se realizé al utilizar los algoritmos
Classic RAST (ver seccidn 5.5) y RASTtk del servidor RAST (version 2.0)

(https://bit.ly/31Zirz1) [62], y los programas Prokka (version 1.12) [73] (ver seccion

5.6) y GeneMark (version 4.33) [80]. Las proteinas que fueron anotadas con el

algoritmo Classic RAST se utilizaron para los analisis posteriores.

La prediccion de la localizacién subcelular de las proteinas de membrana
externa y extracelulares que pertenecen a las siete cepas mexicanas de A.

marginale, se determin6é al utilizar los servidores PSORTb (version 3.0.2)
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(https://bit.ly/3MB63HF) [81], CELLO (version 2.5) (https:/bit.ly/3hUabo4) [82] y

SOSUIGramN (https://bit.ly/3MDBx04) [83]. Las proteinas de membrana externa y

extracelulares que fueron predichas por al menos dos servidores, se utilizaron para

los analisis posteriores.

La prediccion de los antigenos protectores se realizd al utilizar el servidor

Vaxiden (version 2.0) (https://bit.ly/3KxArkK) [84] con un valor de corte igual a 0.7,

los cuales deben tener las siguientes caracteristicas: (i) estar conservados en las
siete cepas mexicanas (cobertura igual o mayor del 90% e identidad igual o mayor a
98%); (ii) no muestrar homologia con las proteinas de eucariotas (cobertura menor
del 60% y similitud menor del 60%); y (iii) también fueron anotados por el algoritmo
RASTtk del servidor RAST y los programas Prokka y GenMark (cobertura igual o
mayor del 90% e identidad igual o mayor a 98%) (ver el primer parrafo de la seccion

5.9).

La prediccion de los epitopos de tipo B de los antigenos protectores se realizo

al utilizar los servidores: (i) Bcepred (https:/bit.ly/3hYvMf3) [85]; (ii) ABCpred

(https://bit.ly/3vSOwXB) [86]; y (iii) IEDB-AR (del inglés Immune Epitope DataBase

Analysis Resource) (version 2.19) (https://bit.ly/3tKyt9A) [87]. Los epitopos de tipo B

fueron predichos por al menos un servidor y tienen una longitud entre 10 y 25 aa.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seleccion de cepas mexicanas de Anaplasma marginale

En México, estudios serolégicos y moleculares han reportado la presencia de
anaplasmosis bovina en las regiones tropicales y subtropicales del pais [48,88-90].
La Figura 1 muestra que la anaplasmosis bovina tiene una prevalencia mayor del
50% en seis estados que comprenden el Golfo de México y la peninsula de Yucatan
(Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan) y tres
estados que colindan con el océano Pacifico (Chiapas, Nayarit y Sinaloa). Ademas,
la anaplasmosis bovina tiene una prevalencia del 10 al 50% en ocho estados del
centro del pais (Aguascalientes, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Morelos,
Puebla, Querétaro y Tlaxcala) y cinco estados que colindan con el océano Pacifico

(Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan y Oaxaca) [48].

. Prevalencia> 50%
- Prevalenciadel 10 al 50%

Prevalenciadel 1 al 10%

Figura 1. Distribucion de la prevalencia de la anaplasmosis bovina en México. En el afio 2020, se reportaron
35.6 millones de cabezas de ganado en el pais (ver la seccion 1.4). La prevalencia de la anaplasmosis bovina
en cada estado de la republica mexicana se muestra con el siguiente cédigo de colores: el blanco tiene una
prevalencia del 1 al 10% y 7.1 millones de cabezas de ganado (20%); el verde tiene una prevalencia del 10 al
50% y 15.7 millones de cabezas de ganado (44%); y el azul tiene una prevalencia mayor del 50% y 12.8
millones de cabezas de ganado (36%) (Figura editada de Rodriguez Camarillo SD., et al. 2009) [48].
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Las nueve cepas mexicanas de A. marginale que fueron seleccionadas para el

presente trabajo, provienen de ocho diferentes estados de la republica mexicana y

tienen ocho diferentes estructuras de repetidas de MSP1a (Tabla 5 y Figura 2).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE
NUEVE CEPAS MEXICANAS DE A. marginale

ETIQUETAS

. A. marginale MEX-01-001-01

X
¢

3

*
*
A
]

(Aguascalientes, Aguascalientes)

A. marginale MEX-07-068-01
(Pichucalco, Chiapas)

A. marginale MEX-14-010-01
(Atitalaquia, Hidalgo)

A. marginale MEX-15-099-01
(Texcoco, Estado de México)

A. marginale MEX-17-017-01
(Puente de Ixtla, Morelos)

A. marginale MEX-28-037-02
(Soto la Marina, Tamaulipas)

A. marginale MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz)

A. marginale MEX-30-193-01
(Veracruz, Veracruz)

A. marginale MEX-31-096-01
(Tizimin, Yucatan)

Figura 2. Distribucion geografica de nueve cepas mexicanas de A. marginale. El nombre del municipio y estado
donde fue obtenida cada cepa de A. marginale se muestra entre paréntesis. La cepa de alto grado de virulencia
se muestra en letras de color rojo y la cepa de bajo grado de virulencia se muestra en letras de color azul.

Cinco cepas mexicanas provienen de cuatro estados que tienen una

prevalencia de la anaplasmosis bovina mayor del 50%: las cepas MEX-07-068-01
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(Pichucalco, Chiapas), MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas), MEX-30-184-
02 (Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) fueron obtenidas
a partir de bovinos infectados en campo que presentaron signos clinicos tipicos de
la enfermedad [49,91,92]; y la cepa MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) fue obtenida
a partir de un bovino portador asintomatico [50]. Ademas, tres cepas aisladas en
México: MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas), MEX-30-184-02 (Tlapacoyan,
Veracruz) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) comparten las repetidas o, py I’
en diferentes estructuras de MSP1a, mientras que las dos cepas mexicanas
restantes: MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas) y MEX-31-096-01 (Tizimin,

Yucatan) no comparten secuencias de repetidas de MSP1a (Tabla 5).

Por otra parte, las cuatro cepas mexicanas que provienen de cuatro estados
del centro del pais tienen una prevalencia de la anaplasmosis bovina del 10 al 50%:
las cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-14-010-01
(Atitalaquia, Hidalgo) y MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos); fueron obtenidas
a partir de bovinos infectados en campo que presentaron signos clinicos tipicos de
la enfermedad [49,91]; y la cepa MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) fue
obtenida a partir de un brote agudo en un lote de acopio [50]. Ademas, estas cuatro

cepas mexicanas no comparten secuencias de repetidas de MSP1a (Tabla 5).

Es importante mencionar que las cepas MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de
México) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) comparten la misma estructura de

repetidas de MSP1a (o B B I'), pero provienen de diferentes regiones geograficas
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con diferente porcentaje de prevalencia de la anaplasmosis bovina (Tabla 5 y
Figuras 1 y 2). No existe informacion concluyente para determinar si las dos cepas
mexicanas corresponden al mismo microorganismo, el cual probablemente
consiguio trasladarse de una region geografica a otra mediante el movimiento del

ganado o vectores bioldgicos (garrapatas).

Dos cepas mexicanas que tienen reportado un diferente grado de virulencia,
fueron incluidas para el presente trabajo. En el afo 2000, Garcia Ortiz vy
colaboradores evaluaron el grado de virulencia de las cepas MEX-15-099-01
(Texcoco, Estado de México) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) [50].
Brevemente, dos grupos de cuatro bovinos fueron inoculados con una dosis de
1x108 eritrocitos infectados por bovino. Como resultado, todos los animales
infectados con la cepa MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) desarrollaron
anaplasmosis clinica, mientras que solo un animal infectado con la cepa MEX-31-
096-01 (Tizimin, Yucatan) desarrollé la enfermedad. Los autores del trabajo
concluyeron que la cepa MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) muestra un
mayor grado de virulencia [50]. Por otra parte, en el afio 2008, Rodriguez Camarillo
y colaboradores evaluaron el grado de virulencia de la cepa MEX-31-096-01
(Tizimin, Yucatan) [32]. Brevemente, 113 bovinos fueron inoculados con el
patogeno a dosis crecientes. Como resultado, s6lo un animal requirié tratamiento
para la enfermedad clinica. Los autores del trabajo concluyeron que la cepa MEX-
31-096-01 (Tizimin, Yucatan) tiene un bajo grado de virulencia [32]. Por lo tanto, en

el presente trabajo se considera que las cepas MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado
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de México) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) tienen un alto y bajo grado de

virulencia, respectivamente (Figura 2).

6.2 Secuenciaciéon masiva del DNA genémico

A. marginale es una bacteria intracelular obligada que es dificil de cultivar in
vitro. La linea celular IDE8 fue obtenida a partir de embriones de la garrapata
Ixodes scapularis [93] y ha sido utilizada para establecer algunas cepas de A.
marginale a nivel mundial [94-96]. En México, algunas cepas de A. marginale se
han intentado establecer y mantener en condiciones de laboratorio sin obtener
resultados concluyentes [97]. Actualmente, en el Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del INIFAP, se realiza el
trabajo de obtener y desarrollar lineas celulares en condiciones de laboratorio, con
el objetivo de establecer un modelo que permita el cultivo in vitro de diferentes
cepas mexicanas de A. marginale [98,99]. Por lo tanto, el gDNA de cepas
mexicanas de A. marginale solamente se puede extraer a partir de la sangre de
bovinos infectados, lo cual dificulta obtener el gDNA puro de A. marginale y
favorece la presencia del gDNA de otros organismos, por ejemplo, de bovinos y

otros patdgenos.

En el afo 1993, Alleman y colaboradores determinaron que el genoma de A.
marginale esta constituido por un cromosoma circular con una longitud total entre
1.20 y 1.26 Mb, y un contenido G+C de 56% en moles, lo cual se determino

mediante una electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE por las siglas en

38



inglés) y un analisis espectral, respectivamente [100]. Hasta la fecha, 17 genomas
de cepas australianas, brasilefias, americanas y puertorriquefia de A. marginale,
han sido depositados en la base de datos GenBank con una longitud total entre
1.13 y 1.40 Mb, y un contenido G+C entre 46.73 y 49.84% (Tabla 2), lo cual es
inusualmente elevado para un organismo intracelular obligado. Ya que los genomas
de otras especies que pertenecen al orden de los Rickettsiales tienen un contenido

G+C promedio de 31% [101].

La secuenciacion masiva del gDNA de las nueve cepas mexicanas de A.
marginale, generd lecturas recortadas de alrededor de 83 y 281 Mb de informacion
genomica con una elevada calidad Phred (Q>13, es decir, con una precision de la
base mayor del 90%), que ademas, no contienen secuencias de los adaptadores de

lllumina (Tabla 6 y lado izquierdo de las Figuras 3-11).

Tabla 6. Caracteristicas de las lecturas crudas, editadas y recortadas de las nueve cepas mexicanas de A.
marginale.

Lecturas crudas Lecturas editadas Lecturas recortadas
Reaién Numero Longitud Namero Longitud Namero Longitud
Cepa co g:éfica total total total total total total
geog de lecturas | (nuclectidos) | de lecturas | (nucledtidos) | de lecturas | (nuclestidos)
Aguascalientes,
MEX-01-001-01 | 0 o entes | 1:100,300 | 330,090,000 | 1,100,300 | 324,358,591 1,100,208 160,181,089
Pichucalco,
MEX-07-068-01 Ghianas 660,182 198,054,600 660,182 193,924,310 660,010 101,797,462
MEX-14-010-01 Aﬁﬁ}zﬁgﬂav 1,418,888 | 425,666,400 | 1,418,888 | 416,290,003 | 1,418,550 227,063,992
Texcoco,
MEX-15-099-01 |  TeX0000 605,370 181,611,000 605,370 178,268,652 605,318 91,290,317
MEX-17-017-01 | PUepede e | 567480 | 170,244,600 | 567,482 | 166,200,132 | 567,434 | 83,320,463
MEX-28-037-02 S‘;tjnﬁm;g& 1,408,630 | 422,589,000 1,408,630 | 412,156,618 | 1,408,550 213,544,001
MEX-30-184-02 | ‘aacoyan 671,050 | 201,315,000 | 671,050 | 193,209,796 | 669,396 102,199,946
MEX-30-193-01 ‘\’,‘jjf;‘g‘fz' 940,598 282,179,400 940,598 270,978,018 940,392 173,803,802
MEX-31-096-01 yeami, 1,671,658 | 501,497,400 | 1,671,658 | 493,256,198 | 1,671,606 | 281,138,662
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Las graficas de distribucién del contenido G+C por lectura de las cepas MEX-
01-001-01  (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-07-068-01 (Pichucalco,
Chiapas), MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla,
Morelos), MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas), MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz), muestran la
presencia de una cresta de ~49% (lado derecho de las Figuras 3-5 y 7-10,
respectivamente). El contenido G+C es similar a los valores reportados para los 17
genomas de cepas australianas, brasilefias, americanas y puertorriquefia de A.
marginale (Tabla 2). Por lo tanto, la mayor cantidad de informacién gendmica

pertenece a las siete cepas mexicanas de A. marginale.

Las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura de la cepa MEX-15-
099-01 (Texcoco, Estado de Meéxico), muestran la presencia de dos crestas,
principal y secundaria de ~49 y ~34%, respectivamente (lado derecho de la Figura
6). Por lo tanto, la mayor cantidad de informacion genomica pertenece a la cepa
mexicana de A. marginale, y la menor cantidad de informacion gendmica pertenece
a otro patdogeno que fue reportado como Mycoplasma wenyonni INIFAPO2
(Apéndices 12 y 13). Por otra parte, la cepa MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan),
muestra la presencia de dos crestas, principal y secundaria de ~31 y ~49%,
respectivamente (lado derecho de la Figura 11). Por lo tanto, la mayor cantidad de
informacion gendomica pertenece a otro patdogeno que fue reportado como
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ INIFAPO1 (Apéndices 10 y 11), y la menor

cantidad de informacion gendmica pertenece a la cepa mexicana de A. marginale.
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Figura 3. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H) de A.
marginale MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes). Las graficas de calidad Phred por base muestran
en el eje horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas)
muestran los valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (region roja),
valores entre 20 y 28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad
(regidn verde). Las lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de
la calidad, las cajas amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores
representan los puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido
G+C por lectura muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el
eje vertical (ordenadas) muestran el nimero de lecturas entre 0 y 10,000 (B y F), 25,000 (D) o 40,000 (H). Las
lineas rojas representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion tedrica del contenido
G+C por lectura.
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Figura 4. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de A.
marginale MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el eje
horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran los
valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (regién roja), valores entre 20 y
28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el nimero de lecturas entre 0 y 6,000 (B), 14,000 (D), 5,000 (F) o 20,000 (H). Las lineas
rojas representan la distribucién real y las lineas azules representan la distribucion teérica del contenido G+C
por lectura.
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Figura 5. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de A.
marginale MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el eje
horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran los
valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (regién roja), valores entre 20 y
28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el nimero de lecturas entre 0 y 10,000 (B), 25,000 (D), 9,000 (F) o 35,000 (H). Las lineas
rojas representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion teérica del contenido G+C
por lectura.
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Figura 6. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de A.
marginale MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el
eje horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran
los valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (region roja), valores entre 20
y 28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el niumero de lecturas entre 0 y 7,000 (B y F), 16,000 (D) o 22,500 (H). Las lineas rojas
representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion teérica del contenido G+C por
lectura.
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Figura 7. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de A.
marginale MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el eje
horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran los
valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (region roja), valores entre 20 y
28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el niumero de lecturas entre 0 y 9,000 (B y F), 20,000 (D) o 25,000 (H). Las lineas rojas
representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion teérica del contenido G+C por
lectura.
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Figura 8. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de A.
marginale MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el
eje horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran
los valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (region roja), valores entre 20
y 28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el nimero de lecturas entre 0 y 12,000 (B), 30,000 (D), 10,000 (F) o 45,000 (H). Las
lineas rojas representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucién tedrica del contenido
G+C por lectura.
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Figura 9. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucion del contenido G+C por lectura (derecha)
de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de A.
marginale MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el eje
horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran los
valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (regién roja), valores entre 20 y
28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el niumero de lecturas entre 0 y 6,000 (B y F), 14,000 (D) o 22,500 (H). Las lineas rojas
representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion teérica del contenido G+C por
lectura.
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Figura 10. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucién del contenido G+C por lectura
(derecha) de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de
A. marginale MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el eje
horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran los
valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (regién roja), valores entre 20 y
28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el numero de lecturas entre 0 y 14,000 (B y F), 25,000 (D) o 30,000 (H). Las lineas rojas
representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion teérica del contenido G+C por
lectura.
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Figura 11. Graficas de calidad Phred por base (izquierda) y distribucién del contenido G+C por lectura
(derecha) de las lecturas R1 (A-D) y R2 (E-H), para las lecturas crudas (A-B y E-F) y recortadas (C-D y G-H), de
A. marginale MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan). Las graficas de calidad Phred por base muestran en el eje
horizontal (abscisas) la posicion de las 300 bases de las lecturas; y en el eje vertical (ordenadas) muestran los
valores de calidad Phred entre 0 y 40: valores entre 0 y 20 tienen baja calidad (regién roja), valores entre 20 y
28 tienen moderada calidad (region naranja) y valores entre 28 y 40 tienen elevada calidad (region verde). Las
lineas rojas representas el valor de la mediana, las lineas azules representa el promedio de la calidad, las cajas
amarillas representan el rango inter-cuartil (25 al 75%) y los bigotes inferiores y superiores representan los
puntos del 10 y 90%, respectivamente. Por otra parte, las graficas de distribucion del contenido G+C por lectura
muestran en el eje horizontal (abscisas) el porcentaje del contenido G+C entre 0 y 100; y en el eje vertical
(ordenadas) muestran el numero de lecturas entre 0 y 18,000 (B y F), 35,000 (D) o 50,000 (H). Las lineas rojas
representan la distribucion real y las lineas azules representan la distribucion tedérica del contenido G+C por
lectura.
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6.3 Ensamblaje de los genomas

En el ano 2004, el genoma completo de A. marginale St. Maries fue
depositado en la base de datos GenBank (numero de acceso GenBank
CP000030.1). Posteriormente, 16 genomas de cepas americanas, australianas,
brasilefias y puertorriquefia de A. marginale han sido reportados a nivel mundial.
Estos 17 genomas de A. marginale tienen una longitud total entre 1.13 y 1.40 Mb
con un contenido G+C entre 46.73 y 49.84% (Tabla 2). Sin embargo, tres
borradores de genomas de las cepas americanas: Okeechobee, South Idaho y
Washington Okanogan (numeros de acceso GenBank AFMV00000000.1,
AFMY00000000.1 y AFMWO00000000.1, respectivamente), estan ensamblados en
mas de 300 contigs con una longitud total mayor de 1.3 Mb y un contenido G+C
menor de 47.49% (Tabla 2). En el presente trabajo, estos tres borradores de
genomas estan considerados como ensamblajes de baja calidad. Por otra parte,
seis genomas de las cepas Dawn, Florida, Gypsy Plains, Jaboticabal, Palmeira y St.
Maries (numeros de acceso GenBank CP006847.1, CP001079.1, CP006846.1,
CP023731.1, CP023730.1 y CP000030.1, respectivamente), estan ensamblados en
un cromosoma con una longitud total entre 1.19 y 1.20 Mb, y un contenido G+C
entre 49.72 y 49.77% (Tabla 2). En el presente trabajo, estos seis genomas
cerrados en un cromosoma estan considerados como ensamblajes de alta calidad.
Los datos anteriores sugieren que los genomas de las nueve cepas mexicanas de

A. marginale tienen una longitud total de ~1.19 Mb con un contenido G+C de

~49.7%.
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Los genomas depurados de las cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes,

Aguascalientes), MEX-07-068-01  (Pichucalco, Chiapas), MEX-14-010-01
(Atitalaquia, Hidalgo), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos), MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) se ensamblaron
entre 58 y 121 contigs con una longitud total entre 1.19 y 1.24 Mb, y un contenido
G+C entre 48.99 y 50% (Tabla 7). Los genomas depurados de estas seis cepas
mexicanas muestran una longitud total y un contenido G+C similar a los valores
reportados para los 17 genomas de cepas americanas, australianas, brasilefias y
puertorriquefia de A. marginale (Tabla 2). Los seis genomas depurados se
ensamblaron en menos de 122 contigs, lo cual sugiere que cada genoma depurado

contiene la informacion gendmica de una cepa mexicana de A. marginale.

Tabla 7. Caracteristicas de los genomas originales y depurados de las nueve cepas mexicanas de A. marginale.

Genomas originales Genomas depurados
Cepa Region Nuamero de Longitud Contenido | Numero de Longitud Contenido
P geografica contigs total (pb) G+C (%) contigs total (pb) G+C (%)
MEX-01-001-01 | Aguascalientes, 2,502 2,263,366 48.83 70 1,224,488 49.78
Aguascalientes

MEX-07-068-01 Pichucalco, 3,766 2,944,874 48.73 71 1,214,436 49.79
Chiapas

MEX-14-010-01 Atgij'zf‘guo'a’ 9,135 5,444,003 44.76 97 1,249,350 50.00

MEX-15-099-01 Texcoco, 912 2,162,604 44.27 82 1,798,848 44.35

Edo. de México

MEX-17-017-01 | Fuente de Ixtla, 541 1,466,308 47.71 121 1,247,542 48.99
Morelos

MEX-28-037-02 | Sofola Marina, 3,660 2.111,924 49.84 1,078 1,436,355 49.84

Tamaulipas

MEX-30-184-02 VEpaeayE, 1,835 1,938,229 49.48 86 1,214,902 49.82
Veracruz

MEX-30-193-01 Veracruz, 148 1,217,727 4973 58 1,193,748 4973
Veracruz

MEX-31-096-01 Tl 4,074 3,709,717 41.44 135 2,151,655 41.36
Yucatan
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El genoma depurado de la cepa MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas)
se ensambld en 1,078 contigs con una longitud total de 1.43 Mb, y un contenido
G+C de 49.84% (Tabla 7). El genoma depurado de la cepa mexicana muestra una
longitud total y un contenido G+C similar a los valores reportados para los 17
genomas de cepas americanas, australianas, brasilefas y puertorriquefia de A.
marginale (Tabla 2). Sin embargo, el genoma depurado de la cepa mexicana se
ensambl6 en mas de 1,000 contigs, lo cual sugiere que la informacion gendmica de
A. marginale esta duplicada, es decir, existe la posibilidad que el genoma depurado
contenga la informacion genomica de dos o mas cepas mexicanas diferentes de A.

marginale.

Los genomas depurados de las cepas MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de
México) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) tienen una longitud total de 1.79 y 2.1
Mb, y un contenido G+C de 44.35 y 41.36%, respectivamente (Tabla 7). Los
genomas depurados de las dos cepas mexicanas muestran una longitud total mayor
y un contenido G+C considerablemente menor a los valores reportados para los 17
genomas de cepas americanas, australianas, brasilefas y puertorriquefia de A.
marginale (Tabla 2). Las caracteristicas de los genomas depurados de las dos
cepas mexicanas sugieren que la informacion gendmica contiene una combinacion
del gDNA de A. marginale con otros patdégenos, lo cual coincide con los datos
obtenidos de las graficas de la distribucion del contenido G+C por lectura en la

seccion 6.2.
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Por otra parte, los genomas finales de las cepas MEX-01-001-01
(Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas), MEX-14-
010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México), MEX-
17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos), MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz),
MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) se
ensamblaron entre 32 y 46 contigs con una longitud total entre 1.16y 1.17 Mb, y un
contenido G+C entre 49.78 y 49.80% (Tabla 8). Los genomas finales de las ocho
cepas mexicanas muestran una longitud total y un contenido G+C similar a los
valores reportados para los seis genomas que estan ensamblados en un
cromosoma (Tabla 2). Sin embargo, los genomas finales de las ocho cepas
mexicanas se ensamblaron en un numero considerablemente menor a los valores
reportados para los 11 borradores de genomas de cepas americanas y
puertorriquefia de A. marginale (Tabla 2), lo cual sugiere que los ocho genomas

finales tienen una elevada calidad de ensamblaje.

Tabla 8. Caracteristicas de los genomas finales de las nueve cepas mexicanas de A. marginale.

Cepa Regién geogréfica Numer.o de Longitud total Longitud Contenoido
contigs (pb) N50 (pb) G+C (%)
MEX-01-001-01 Aguascalientes, Aguascalientes 34 1,179,425 65,428 49.79
MEX-07-068-01 Pichucalco, Chiapas 46 1,174,034 58,899 49.78
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 46 1,172,327 85,147 49.79
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México 32 1,169,440 85,955 49.79
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 41 1,172,716 65,203 49.79
MEX-28-037-02 Soto la Marina, Tamaulipas 982 1,345,681 1,706 49.79
MEX-30-184-02 Tlapacoyan, Veracruz 40 1,176,681 61,328 49.79
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 41 1,167,111 65,442 49.80
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 43 1,176,579 62,699 49.79
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El genoma final de la cepa MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas) se
ensambl6 en 982 contigs con una longitud total de 1.34 Mb, y un contenido G+C de
49.79% (Tabla 8). El genoma final de la cepa mexicana muestra una longitud total y
un contenido G+C similar a los valores reportados para los 17 genomas de cepas
americanas, australianas, brasilefias y puertorriquefia de A. marginale (Tabla 2). Sin
embargo, el genoma final de la cepa mexicana se ensamblé en mas de 900 contigs
con una longitud N50 de 1.7 Kb (Tabla 8), lo cual sugiere que el genoma final tiene
una baja calidad de ensamblaje porque contiene la informacion genémica de dos o

mas cepas mexicanas diferentes de A. marginale.

6.4 Analisis de MSP1a

En la actualidad, diversos trabajos han reportado que las regiones tropicales
que tienen un elevado porcentaje de prevalencia de la anaplasmosis bovina,
muestran tasas de superinfeccion de A. marginale que son considerablemente
mayores en comparacion con las regiones templadas o tropicales que tienen un
menor porcentaje de prevalencia de la enfermedad [25,102,103]. En el afio 2015,
Castaneda-Ortiz y colaboradores utilizaron los genes msp7a (un alelo por genoma)
y msp2 (multiples alelos por genoma) para determinar que el grado de
superinfeccion de A. marginale es considerablemente mayor en el rebafio del
Verdineno, Nayarit (region tropical que tiene una prevalencia de la anaplasmosis
bovina mayor del 50%) en comparacioén con el rebafo de la Joya, Jalisco (region
tropical que tiene una prevalencia de la anaplasmosis bovina del 10 al 50%). Cabe

mencionar que las dos regiones geograficas comparten a la garrapata

54



Rhipicephalus (Boophilus) microplus como vector biologico [25]. En el presente
trabajo, el gen mspia fue utilizado para detectar la posible superinfeccion de A.
marginale en los genomas finales de las nueve cepas mexicanas de A. marginale.
Por otra parte, los nueve genomas finales solamente contienen secuencias
parciales de las multiples copias del gen msp2. Por lo tanto, el gen msp2 no fue
utilizado en el presente trabajo para detectar la posible superinfeccion de A.

marginale.

Los genomas finales de las cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes,
Aguascalientes), MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco,
Estado de México), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos), MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz), MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) y MEX-31-096-01
(Tizimin, Yucatan), contienen la secuencia completa de una copia del gen msp7a en
el contig 1 (Figura 12). Por lo tanto, los genomas finales de las siete cepas
mexicanas de A. marginale no muestran una superinfeccion, es decir, cada genoma

final contiene la informacién gendmica de una cepa mexicana de A. marginale.

| 1 1 ?UGI'Y 1 1 |
1 100 200 300 400 500 600

Figura 12. Diagrama representativo que muestra el resultado del alineamiento entre la proteina MSP1a (linea
azul) de A. marginale St. Maries (niUmero de acceso GenBank AAV86554.1) contra el contig 1 (lineas negra y
roja) de los genomas finales de las cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-14-010-01
(Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos),
MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz), MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin,
Yucatan) de A. marginale, al utilizar el programa tBlastn. Los niumeros que se ubican en la linea azul muestran
la longitud de la proteina MSP1a en aminoacidos. Las lineas de color negro y rojo muestran la region variable y
conservada de MSP1a, respectivamente. La linea delgada de color negro muestra la regiéon donde se ubica la
estructura de repetidas de MSP1a.
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Por otra parte, los genomas finales de las cepas MEX-07-068-01 (Pichucalco,
Chiapas) y MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas) contienen secuencias
parciales de multiples copias del gen msp7a en diferentes contigs (Figuras 13 y 14,
respectivamente). Por lo tanto, los genomas finales de las dos cepas mexicanas de
A. marginale muestran una superinfeccion, es decir, cada genoma final contiene la
informacion gendmica de dos o mas cepas mexicanas diferentes de A. marginale.
Cabe mencionar que las dos cepas mexicanas de A. marginale fueron obtenidas de
dos estados que se ubican en regiones tropicales con una prevalencia de la
anaplasmosis bovina mayor del 50% (Figuras 1 y 2). Estos resultados apoyan el
trabajo reportado por Castafieda-Ortiz y colaboradores en el afio 2015 [25], en el
cual muestran que la incidencia de la superinfeccion de A. marginale es
considerablemente mayor en las regiones tropicales que tienen un elevado
porcentaje de prevalencia de la anaplasmosis bovina, en comparacion con las
regiones templadas o tropicales que tienen un bajo porcentaje de prevalencia de la
enfermedad. Esto se atribuye a que existe una mayor presidon selectiva por las
cepas antigénicamente distintas, y en consecuencia, cepas con diferentes

genotipos de MSP1a.

| | | ?uery | | I
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Figura 13. Diagrama representativo que muestra el resultado del alineamiento entre la proteina MSP1a (linea
azul) de A. marginale St. Maries (nUmero de acceso GenBank AAV86554.1) contra los contigs (lineas rojas y
negra) del genoma final de A. marginale cepa MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas), al utilizar el programa
tBlastn. Los nimeros que se ubican en la linea azul muestran la longitud de la proteina MSP1a en aminoacidos.
Las lineas de color rojo muestran fragmentos de la regién conservada de MSP1a.
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Figura 14. Diagrama representativo que muestra el resultado del alineamiento entre la proteina MSP1a (linea
azul) de A. marginale St. Maries (niUmero de acceso GenBank AAV86554.1) contra los contigs (lineas negras,
rojas, rosa y verde) del genoma final de A. marginale cepa MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas), al
utilizar el programa tBlastn. Los nimeros que se ubican en la linea azul muestran la longitud de la proteina
MSP1a en aminodacidos. Las lineas de color negro muestran la region variable de MSP1a. La linea delgada de
color negro muestra la region donde se ubica la estructura de repetidas de MSP1a. Las lineas de color rojo,
rosa y verde muestran fragmentos de la region conservada de MSP1a.

La proteina MSP1a de A. marginale contiene una estructura de repetidas en la
region variable en el extremo amino terminal. La estructura de repetidas contiene
entre una o hasta 11 secuencias similares que son llamadas repetidas, las cuales
tienen una longitud entre 23 y 31 aminoacidos cada una [29]. Hasta la fecha, mas
de 235 secuencias de repetidas han sido reportadas a nivel mundial [56]. La
estructura de repetidas de MSP1a tiene la dificultad de ser reportada de manera
correcta porque es dificil obtener la secuencia exacta de cada repetida. Y ademas,
el nombre de cada repetida es asignado de manera manual con una tasa de error,
por ejemplo, el mismo nombre es asignado a repetidas que tienen diferentes
secuencias, o diferentes nombres son asignados a repetidas que tienen la misma
secuencia [56]. En el presente trabajo, las estructuras de repetidas de MSP1a de
las nueve cepas mexicanas de A. marginale, fueron identificadas, verificadas y

analizadas para obtener la posible distribucién geografica a nivel mundial.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-01-001-01 (Aguascalientes,

Aguascalientes) tiene una estructura de cinco repetidas: 4 9 10 11 9; la cual es
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idéntica a la estructura reportada en la literatura (Tabla 9). Ademas, la repetida 9
solamente se ha reportado en 15 estructuras de repetidas de cepas mexicanas. Por
lo tanto, la cepa MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes) esta altamente

relacionada con las cepas mexicanas de A. marginale en la regién de Norteamérica.

Tabla 9. Estructura de repetidas de MSP1a de las nueve cepas mexicanas de A. marginale.

E Estructura de
structura de repetidas

Cepa Region geografica Contig repetidas reportada obteF:'nida con

en la literatura*
RepeatAnalyzer

MEX-01-001-01 Aguascalientes, Aguascalientes 1 4910 11 9 4910 119
MEX-07-068-01 Pichucalco, Chiapas 97 aBBITPRT E
MEX-07-068-01 Pichucalco, Chiapas 268 aBBrBTC NA**
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 1 t 57 13 18 t 22-2 13 18
MEX-15-099-01 Texcoco, Edo de México 1 a BBl a BT
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 1 12 13 14 12 14
MEX-28-037-02 Soto la Marina, Tamaulipas 68 28 29 74 29 M F F M
MEX-28-037-02 Soto la Marina, Tamaulipas 895 28 29 74 29 M F 10 11 9
MEX-30-184-02 Tlapacoyan, Veracruz 1 73BBPT TC
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 1 aBpTr apBpr
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 1 TCBBCB=x TC

* Datos obtenidos de Jiménez-Ocampo R., et al. 2012 (Tabla 4) [49].
** NA: No disponible (siglas del inglés Not Available)

El genoma final de la cepa MEX-07-068-01 (Pichucalco, Chiapas) muestra una
superinfeccion de diferentes cepas mexicanas de A. marginale (Figura 13). Los
contigs 97 y 268 contienen las secuencias parciales de la region variable del gen
msp1a (Figura 13). El contig 97 contiene la estructura parcial de una repetida: E; la
cual no coincide con la estructura reportada en la literatura (Tabla 9). Por otra parte,
el contig 268 no contiene una estructura de repetidas (Tabla 9). Por lo tanto, estos

resultados confirmaron que el genoma final de la cepa MEX-07-068-01 (Pichucalco,
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Chiapas) muestra una superinfeccion de diferentes cepas mexicanas de A.
marginale. En consecuencia, el genoma final de la cepa MEX-07-068-01

(Pichucalco, Chiapas) fue excluido de los analisis gendmicos posteriores.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo) tiene una
estructura de cuatro repetidas: t 22-2 13 18; la cual es similar a la estructura
reportada en la literatura (Tabla 9). La segunda posicion de la estructura de
repetidas muestra que la repetida 57 cambid por la repetida 22-2, probablemente
debido a las correcciones en la nomenclatura de las repetidas que se
implementaron en el programa RepeatAnalyzer [56]. Ademas, la estructura de
repetidas (t 22-2 13 18) solamente se ha reportado en cuatro cepas argentinas.
Por lo tanto, la cepa MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo) esta altamente

relacionada con las cepas argentinas de A. marginale en la region de Sudameérica.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México)
tiene una estructura de tres repetidas: a B T; la cual es similar a la estructura
reportada en la literatura (Tabla 9). La estructura de repetidas muestra que una
repetida (3 fue eliminada (Tabla 9). La Figura 15A muestra que el ensamblaje de la
secuencia completa del gen msp7a tiene una elevada calidad y la estructura de
repetidas es correcta. Ademas, Argentina, Brasil, China, México y Venezuela
reportaron 41 estructuras de repetidas que inician con la repetida a y contienen a

las repetidas B y/o I'. Por lo tanto, la cepa MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de
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México) esta altamente relacionada con las cepas argentinas, brasilefas y

venezolanas de A. marginale en la region de Sudamérica.

i 8 i = T T T

Figura 15. Diagramas representativos que muestran el resultado del alineamiento entre las lecturas crudas de
300 bases de longitud (lineas azules y negras) contra el gen msp7a de ~1.8 Kb de longitud (lineas blancas en la
parte inferior) de las cepas MEX-15-099-01 de Texcoco, Estado de México (A); MEX-17-017-01 de Puente de
Ixtla, Morelos (B); MEX-30-184-02 de Tlapacoyan, Veracruz (C); y MEX-31-096-01 de Tizimin, Yucatan (D) de
A. marginale, al utilizar el programa BamView. Las lecturas crudas pareadas se muestran en color azul y las
lecturas crudas no pareadas se muestran en color negro. La region variable del gen msp1a se localiza en el
extremo izquierdo de cada figura.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) tiene
una estructura de dos repetidas: 12 14; la cual es similar a la estructura reportada
en la literatura (Tabla 9). La estructura de repetidas no muestra la presencia de la
repetida 13 (Tabla 9). La Figura 15B muestra que el ensamblaje de la secuencia
completa del gen msp1a tiene una elevada calidad y la estructura de repetidas es
correcta. Ademas, la repetida 12 solamente se ha reportado en cinco estructuras de
repetidas de cepas mexicanas. Por otra parte, China, Filipinas y México reportaron

19 estructuras de repetidas que contienen a la repetida 14. Por lo tanto, la cepa
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MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) esta altamente relacionada con cepas
chinas, filipinas y mexicanas de A. marginale en las regiones de Asia y

Norteameérica.

El genoma final de la cepa MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas)
muestra una superinfeccidn de diferentes cepas mexicanas de A. marginale (Figura
14). Los contigs 68 y 895 contienen las secuencias parciales de la region variable
del gen msp1a (Figura 14). El contig 68 contiene la estructura parcial de dos
repetidas: F M; la cual no coincide con la estructura completa que fue reportada en
la literatura (Tabla 9). Por otra parte, el contig 895 contiene la estructura parcial de
tres repetidas: 10 11 9; la cual no coincide con la estructura reportada en la
literatura (Tabla 9). Por lo tanto, estos resultados confirmaron que el genoma final
de la cepa MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas) muestra una
superinfeccion de diferentes cepas mexicanas de A. marginale. En consecuencia, el
genoma final de la cepa MEX-28-037-02 (Soto la Marina, Tamaulipas) fue excluido

de los analisis gendmicos posteriores.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz) tiene
una estructura de dos repetidas: T C; la cual no coincide con la estructura
reportada en la literatura (Tabla 9). La Figura 15C muestra que el ensamblaje de la
secuencia completa del gen msp7a tiene una elevada calidad y la estructura de
repetidas es correcta. Estos datos sugieren dos posibles opciones: (i) la cepa
mexicana de A. marginale fue etiquetada de manera incorrecta y corresponde a otra
cepa diferente, por ejemplo, la cepa MEX-30-184-03 de Tlapacoyan, Veracruz
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(Tabla 4); y (ii) la estructura de repetidas que fue reportada en la literatura contiene
una elevada tasa de error, probablemente debido a la complejidad de ensamblar las
secuencias consenso de manera manual a partir de los cromatogramas [49].
Ademas, Estados Unidos, México y Venezuela reportaron 16 estructuras de
repetidas que inician con la repetida T y contienen a la repetida C. Por lo tanto, la
cepa MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz) esta altamente relacionada con las

cepas mexicanas y americanas de A. marginale en la regién de Norteamérica.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) tiene una
estructura de cuatro repetidas: @ f B T la cual es idéntica a la estructura
reportada en la literatura (Tabla 9). Ademas, la estructura de repetidas a f B T, se
ha reportada en 13 cepas brasilefias y mexicanas. Por lo tanto, la cepa MEX-30-
193-01 (Veracruz, Veracruz) esta altamente relacionada con las cepas brasilefas

de A. marginale en la regidn de Sudameérica.

La proteina MSP1a de la cepa MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) tiene una
estructura de dos repetidas: T C; la cual no coincide con la estructura completa que
fue reportada en la literatura (Tabla 9). La Figura 15D muestra que el ensamblaje de
la secuencia completa del gen msp7a tiene una elevada calidad y la estructura de
repetidas es correcta. Estos datos sugieren que la estructura de repetidas que fue
reportada en la literatura contiene una elevada tasa de error, probablemente debido
a la complejidad de ensamblar las secuencias consenso de manera manual a partir

de los cromatogramas [49]. Ademas, la estructura de repetidas es idéntica a la
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estructura reportada para la cepa MEX-30-184-02 de Tlapacoyan, Veracruz (Tabla
9). Por lo tanto, la cepa MEX-31-096-01 esta altamente relacionada con las cepas

mexicanas y americanas de A. marginale en la region de Norteamérica.

En México y a nivel mundial, las cepas de A. marginale se han identificado
principalmente por el analisis de la estructura de repetidas de la region variable de
MSP1a [34,44]. Sin embargo, las secuencias de los genes msp7a se han obtenido
mediante protocolos no automatizados que incrementan la tasa de error al
ensamblar: (i) las regiones variables con los patrones de repeticiones; y (ii)
secuencias consenso a partir de dos o0 mas genes msp7a que tienen un peso
molecular similar. Por otra parte, la secuenciacién masiva del gDNA y el ensamblaje
de los genomas de A. marginale, proporcionan las secuencias completas del gen
msp1a con una mayor calidad de ensamblaje de la estructura de repetidas,
mientras que al obtener secuencias parciales del gen msp7a se sugiere que existe
una superinfeccién de A. marginale. En este trabajo, las estructuras de repetidas de
MSP1a de cinco cepas mexicanas de A. marginale no coincidieron con las
estructuras reportadas en la literatura (Tabla 9). Y ademas, dos cepas mexicanas
mostraron una superinfeccion de A. marginale. Estos datos sugieren que
probablemente un porcentaje de estructuras de repetidas de MSP1a que estan
reportadas en la literatura y/o en bases de datos, contienen secuencias con errores
que afectan la identificacion y el analisis de la posible distribucién geografica de las
cepas de A. marginale a nivel mundial. En consecuencia, el presente trabajo
promueve el ensamblaje de genomas de A. marginale para realizar analisis de la

estructura de repetidas de MSP1a con mayor precision.

63



A. marginale es un patdgeno que infecta a los eritrocitos del bovino, y ademas,
se estima que también puede infectar a las células endoteliales [104,105]. Por otra
parte, A. marginale se transmite de manera horizontal por garrapatas de la familia
Ixodidae, que incluye algunas especies de los géneros Rhipicephalus y
Dermacentor. La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus es considerada el
vector biolégico mas importante en las regiones tropicales y subtropicales a nivel
mundial [106]. La region variable de MSP1a se encuentra expuesta de manera
extracelular, y tiene una funcién de ligando o adhesina que reconoce a un receptor
no identificado en los eritrocitos del bovino y algunas células de las garrapatas
[107]. Por lo tanto, la proteina MSP1a tiene una funcién importante en la inmunidad
del bovino y en la invasion y transmisibilidad por vectores biologicos [49]. Ademas,
la proteina MSP1a es probable que evolucione con mayor rapidez en comparacion
con otras proteinas, porque esta sujeta a la presion selectiva que ejerce el sistema

inmune del bovino [61].

Hasta la fecha, los trabajos sobre la biogeografia y la evolucién de A.
marginale son escasos. En el aino 2009, Estrada-Pefa y colaboradores reportaron
que la filogeografia de las secuencias de MSP1a de A. marginale esta asociada con
cuatro grupos de regiones ecoldgicas mundiales (ecorregiones) (Tabla 10 y Figura
16) [61]. Los resultados mostraron que las secuencias de microsatélites, y las
primeras (RI) y ultimas (RL) repetidas de la estructura de MSP1a, estan asociadas
con grupos de ecorregiones que tienen caracteristicas ambientales especificas que
afectan el rendimiento de las garrapatas como vectores de A. marginale (Tablas 11
y 12, respectivamente).
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Tabla 10. Caracteristicas generales de las cuatro ecorregiones reportadas por Estrada-Pefia A., et al. 2009 [61].

Grupos de ecorregiones

Principales regiones
geograficas en el
mundo

1 2 3 4
Grandes areas de Vastas areas del
Africa central y corredor Sudafrica central y

Sudameérica central,
principalmente
Argentina y el sur de
Brasil

mesoamericano, el
norte de Sudamérica y
un pequeno territorio
del este de Sudafrica

regiones dispersas
del sur de Estados
Unidos y México

Grandes areas de
Estados Unidos

Valores de NDVI*

Valores medios a
altos con una
disminucién
estacional entre
junio y septiembre

Valores altos a lo largo
del afio sin variacion
estacional

Valores mas bajos
y pocos cambios a
lo largo del afio

Valores muy
particulares, muy
bajos entre noviembre
y marzo y aumentan
para alcanzar niveles
maximos alrededor de
julio

Valores de temperatura

La temperatura
registrada mas

Similar a la ecorregion

Temperaturas muy

La temperatura mas
fria de todas las

elevada i CRIER ecorregiones
C o Alrededor de 1,000 Alrededor de 1,500 Precipitacion Alrededor de 800
Valores de precipitaciéon - = i <
mm/afio mm/afio minima mm/afio

* indice mensual de la diferencia de la vegetacion normalizada (NDVI del inglés Normalized Difference Vegetation Index).
NDVI es una variable que refleja el estrés de la vegetacion. Datos obtenidos para el periodo 1986-2006 [61].

Grupos de Ecorregiones

1
>

3
i 4

Figura 16. Distribucion de las cuatro ecorregiones a nivel mundial. Las caracteristicas de la vegetacion se
calcularon mediante una clasificacion de los valores del indice mensual de la diferencia de la vegetacion
normalizada (NDVI del inglés Normalized Difference Vegetation Index) entre 1986-2006 a una resolucion de 0.1°.
Las islas pequefas fueron eliminadas para mejorar la presentacion. Los cuatro grupos de ecorregiones se
numeraron de manera arbitraria: ecorregién 1 en color amarillo, ecorregién 2 en color rojo, ecorregion 3 en color
verde y ecorregion 4 en color azul (Editada de Estrada-Pefia A., et al. 2009 [61]).
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Tabla 11. Estructura de los microsatélites de MSP1a de A. marginale y distribuciéon en los cuatro grupos de
ecorregiones (Editada de Estrada-Pefia A., et al. 2009 [61]).

Estructura de los microsatélites Frecguri:i,iij:ﬂcg;?:;iigﬁ por

Genotipo Numero de cepas m n Di?:laurg;tsig;:; G 1 2 3 4
A 2 1 7 19 0.00 1.00 0.00 0.00
B 5 1 9 23 1.00 0.00 0.00 0.00
C 7 2 5 19 0.57 0.14 0.29 0.00
D 3 2 6 21 0.33 0.67 0.00 0.00
E 12 2 7 23 0.75 0.00 0.25 0.00
F 3 3 4 21 0.00 0.00 1.00 0.00
G 78 3 5 23 0.15 0.14 0.56 0.14
H 3 3 6 25 0.00 0.67 0.33 0.00

I NI* 4 6 29 - - -

Las secuencias de microsatélites de MSP1a fueron analizadas en 115 cepas de A. marginale.
* NI: No incluida en el estudio porque la cepa de A. marginale no estaba georreferenciada de manera adecuada.

Tabla 12. Primeras (RI) y ultimas (RL) repetidas de la estructura de MSP1a de A. marginale que estan
asociadas a las cuatro ecorregiones (Editada de Estrada-Pefia A., et al. 2009 [61]).

Repetidas de MSP1a Repetidas unicas para una ecorregion Repetidas presentes en mas de una ecorregion
RI / Ecoregion 1 4,8, 16, 56, 60, 64, 67, I, t, T A, B,/D,T,13, 23 a
RI / Ecoregion 2 28,48,53,E,F, ¢ A, B /L T,13, 23, a
RI / Ecoregion 3 1,3,5,6,27,33,34,39,M,0,Q, U A, D
RI / Ecoregion 4 I,J, K A /B L, a
RL / Ecoregion 1 8,9, 12, 15, 59, 61, 66 B,C, M, 18,27, T
RL / Ecoregion 2 10, 31,52, =, B F,H M, 27, T
RL / Ecoregion 3 3,7,35,37,38,44,E,N,P,Q, U, p B,F,H, 18, T
RL / Ecoregion 4 Ninguna B,C,H

Las cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-14-010-01
(Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) y MEX-30-193-
01 (Veracruz, Veracruz) tienen una estructura del microsatélite: m=2, n=7 y la
distancia SD-ATG=23. Por lo tanto, las cuatro cepas mexicanas pertenecen al

genotipo E, el cual muestra una frecuencia de 0.75 y 0.25 para las ecorregiones 1y
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3, respectivamente (Tabla 13). Las estructuras de repetidas de MSP1a de las cepas
MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes) y MEX-14-010-01 (Atitalaquia,
Hidalgo) inician con las repetidas 4 y t, respectivamente, las cuales solamente se
han reportado en cepas que pertenecen a la ecorregion 1 (Tabla 12). Ademas, las
estructuras de repetidas de MSP1a de las cepas MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado
de México) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) inician con la repetida a, la cual
se ha reportado en cepas que pertenecen a la ecorregion 1, pero no se ha
reportado en cepas que pertenecen a la ecorregion 3 (Tabla 12). Por otra parte, la
estructura de repetidas de MSP1a de la cepa MEX-01-001-01 (Aguascalientes,
Aguascalientes) termina con la repetida 9 (Tabla 9), la cual solamente se ha
reportado en cepas que pertenecen a la ecorregiéon 1 (Tabla 12). Ademas, las
estructuras de repetidas de MSP1a que terminan con las repetidas 18 (MEX-14-
010-01 de Atitalaquia, Hidalgo) y I' (MEX-15-099-01 de Texcoco, Estado de México
y MEX-30-193-01 de Veracruz, Veracruz) se han reportado en cepas que
pertenecen a las ecorregiones 1y 3 (Tablas 9 y 12). Estos datos sugieren que la
cepa MEX-01-001-1 (Aguascalientes, Aguascalientes) esta altamente relacionada
con la ecorregidon 1, mientras que las cepas MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo),
MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) y MEX-30-193-01 (Veracruz,
Veracruz) estan relacionadas con la ecorregion 1 y posiblemente con la ecorregion

3.
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Tabla 13. Caracteristicas de los microsatélites de MSP1a de las siete cepas mexicanas de A. marginale.

Estructura de los Frecuencia del genotipo por
microsatélites grupo de ecorregion*
Distancia
Cepa Regién geografica m n SD-ATG Genotipo* 1 2 3 4
(nucleétidos)
Aguascalientes,
MEX-01-001-01 Aguascalientes 2 7 23 E 0.75 | 0.00 | 0.25 | 0.00
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 2 7 23 E 0.75 | 0.00 | 0.25 | 0.00
MEX-15-099-01 Texcoco, Edo de México 2 7 23 E 0.75 | 0.00 | 0.25 | 0.00
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 3 5 23 G 0.15 | 0.14 | 0.56 | 0.14
MEX-30-184-02 Tlapacoyan, Veracruz & 5 23 G 0.15 0.14 0.56 0.14
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 2 7 23 E 0.75 | 0.00 | 0.25 | 0.00
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 5 5 23 G 0.15 | 0.14 | 0.56 | 0.14

* Datos obtenidos de Estrada-Pefa A., et al. 2009 [61].

Las cepas MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos), MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) tienen una estructura
del microsatélite: m=3, n=5 y la distancia SD-ATG=23. Por lo tanto, las tres cepas
mexicanas pertenecen al genotipo G, el cual muestra una frecuencia de 0.15, 0.14,
0.56 y 0.14 para las cuatro ecorregiones, respectivamente (Tabla 13). La estructura
de repetidas de MSP1a de la cepa MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) inicia
con la repetida 12 (Tabla 9), la cual no se ha reportado en cepas de las cuatro
ecorregiones (Tabla 12). Ademas, las estructuras de repetidas de MSP1a de las
cepas MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan)
inician con la repetida T (Tabla 9), la cual se ha reportado en cepas que pertenecen
a las ecorregiones 1y 2 (Tabla 12). Por otra parte, la estructura de repetidas de
MSP1a de la cepa MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) termina con la
repetida 14 (Tabla 9), la cual no se ha reportado en cepas de las cuatro
ecorregiones (Tabla 12). Ademas, las estructuras de repetidas de MSP1a de las

cepas MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan)
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terminan con la repetida C (Tabla 9), la cual se ha reportado en cepas que
pertenecen a las ecorregiones 1 y 4 (Tabla 12). Estos datos sugieren que la cepa
MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) no esta relacionada con alguna de las
cuatro ecorregiones reportadas, mientras que las cepas MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) estan relacionadas

con la ecorregion 1y posiblemente con otras ecorregiones.

Los resultados anteriores sugieren que las cepas MEX-01-001-01
(Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-
099-01 (Texcoco, Estado de México), MEX-30-184-02 (Tlapacoyan, Veracruz),
MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan),
probablemente se transmiten por vectores bioldgicos (garrapatas) que prefieren los
ambientes con valores medios a altos de NVDI, es decir, una vegetacion de
arbustos y pastizales a bosques templados y tropicales, temperaturas elevadas y
una precipitacion anual de alrededor de 1,000 mm (Tabla 10 y Figura 16). Cabe
mencionar que las cuatro ecorregiones se clasificaron utilizando los datos obtenidos
durante el periodo de 1986-2006. Los factores ambientales son dinamicos y

probablemente sufrieron modificaciones hasta la fecha.

Los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A. marginale muestran
una elevada cobertura final de ensamblaje entre 19 y 154X (Tabla 14), es decir, la
secuenciacion masiva del gDNA de cada cepa mexicana genero la informacion

genomica suficiente para ensamblar los genomas con una amplitud minima de 19
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veces, lo cual disminuye considerablemente la tasa de error en el ensamblaje de los

genomas.

Tabla 14. Cobertura final de ensamblaje de los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A. marginale.

Cepa Regién geografica Cobertyra final de Numero de acceso
ensamblaje del genoma GenBank

MEX-01-001-01 AA%T;SS‘Z‘;?;.ZT@SS ~36X QLIV00000000.1
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo ~22X VTS0O00000000.1
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México ~30X VTWWO00000000.1
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos ~58X VTCX00000000.1
MEX-30-184-03 Tlapacoyan, Veracruz ~27X VTCY00000000.1
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz ~154X VTCZ00000000.1
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan ~19X VTWV00000000.1

Por ultimo, los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A. marginale
fueron depositados en la base de datos GenBank (Apéndices 1-7). Los numeros de
acceso GenBank se muestran en la Tabla 14. Ademas, la informacion de los
genomas finales fue publicada en la revista cientifica Microbiology Resource
Announcements de la American Society for Microbiology [108,109] (Apéndices 8 y

9).

6.5 Anotacioén de los genomas

La anotacion automatica de los siete genomas finales de las cepas mexicanas
de A. marginale se realizé al utilizar el servidor RAST (Tabla 15). Como resultado,
se obtuvieron mas de 1,100 CDS por cada cepa. Ademas, para cada cepa se

anotaron ~400 y ~700 CDS como proteinas hipotéticas y con una posible funcion
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biolégica, respectivamente. Estos datos muestran que el numero de CDS anotadas

es similar en los siete genomas finales de las cepas mexicanas de A. marginale.

Tabla 15. Caracteristicas de la anotacion automatica de los genomas finales de las siete cepas mexicanas de
A. marginale.

Cepa Region geografica Genes* CDs* rRNAs** tRNAs***
MEX-01-001-01 Aguascalientes, Aguascalientes 1,218 1,178 3 37
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 1,190 1,150 3 37
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México 1,185 1,145 3 37
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 1,203 1,163 3 37
MEX-30-184-03 Tlapacoyan, Veracruz 1,205 1,165 3 37
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 1,178 1,138 3 37
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 1,204 1,164 & 37

* Datos obtenidos con el servidor RAST.
** Datos obtenidos con el servidor RNAmmer.
*** Datos obtenidos con el servidor ARAGORN.

Posteriormente, se realiz6 la anotacion automatica de los genes rRNAs y
tRNAs de los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A. marginale (Tabla
15). Como resultado, se detectaron las copias unicas de los tres genes rRNAs (16,
23 y 5S) por cada cepa. También, se detectaron las secuencias de 37 genes tRNAs
en los siete genomas finales. Con base en el dato anterior, se propone que los 37
genes tRNAs estan conservados en los genomas de A. marginale. Cabe mencionar
que se detectaron los 37 genes tRNAs en diez genomas de A. marginale que estan
depositados en la base de datos GenBank. Sin embargo, en el genoma completo
de la cepa Dawn y los cuatro borradores de genomas de las cepas Florida (204
contigs), Okeechobee (403 contigs), South Idaho (358 contigs) y Washington
Okanogan (332 contigs), se detectaron 35, 35, 38, 47 y 52 genes tRNAs,
respectivamente. El genoma completo de la cepa Dawn tiene una longitud total de

1,196,760 pb pero contiene 86,632 nucledtidos N (cualquiera de los cuatro
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nucleotidos). Por lo tanto, la falta de informacién gendmica pudo evitar la deteccion
de dos genes tRNAs. Por otra parte, el borrador de genoma de la cepa Florida
contiene 35 genes tRNAs. Este dato es contradictorio con la deteccion de 37 genes
tRNAs en el genoma completo de A. marginale Florida y en el borrador de genoma
de A. marginale Florida Relapse, porque los tres genomas pertenecen al mismo
organismo. Por ultimo, los tres borradores de genomas de las cepas americanas
Okeechobee, South ldaho y Washington Okanogan, tienen una cantidad excesiva
de contigs (mas de 200 contigs por cada cepa), lo cual probablemente ocasiono
una duplicacion de los genes tRNAs. Los resultados anteriores muestran que los
tres genes rRNAs y los 37 genes tRNAs estan conservados en los genomas de A.
marginale. Ademas, se sugiere que el genoma completo de la cepa Dawn y los
cuatro borradores de genomas de las cepas Florida, Okeechobee, South ldaho y

Washington Okanogan no contienen informacion gendmica confiable.

El siguiente paso fue agrupar en categorias de familias (también llamadas
subsistemas) a las proteinas anotadas de los siete genomas finales de las cepas
mexicanas de A. marginale al utilizar el servidor RAST (Tabla 16). Como resultado,
las proteinas no se agruparon en los procesos de fotosintesis, motilidad y
quimiotaxis, metabolismo secundario, y metabolismo de compuestos aromaticos.
Ademas, entre 17 y 18 proteinas se agruparon en los procesos de virulencia,
enfermedad y defensa. En este subsistema no se identificaron posibles proteinas de
adhesinas, toxinas, superantigenos, bacteriocinas o péptidos antimicrobianos que
son sintetizados de manera ribosomal. Sin embargo, en este subsistema se
identificaron posibles proteinas con funcidn de betalactamasas; resistencia a
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cobalto-zinc-cadmio; resistencia a fluoroquinolonas; tolerancia al cobre; y operones
de virulencia tipo Mycobacterium que estan involucrados en la sintesis de proteinas

y la transcripcidon del DNA.

Tabla 16. Categorias de familias (subsistemas) de las proteinas anotadas de las siete cepas mexicanas de A.
marginale obtenidas con el servidor RAST.

Categoria de familias de MEX-01-001 | MEX-14-010 | MEX-15-099 MF',EX'”'O” MEX-30-184 | MEX-30-193 | MEX-31-096
Y . . ] uente de N
proteinas (subsistemas) Ags Atitalaquia Texcoco Ixtla Tlapacoyan Veracruz Tizimin
Cofactores, vitaminas,
grupos prostéticos, 120 121 123 125 121 120 123
pigmentos
Pared celular y capsula 37 37 37 37 37 37 37
Virulencia, enfermedad y 17 17 17 18 18 17 18
defensa
Metabolismo de potasio 3 3 3 3 3 3 3
Fotosintesis 0 0 0 0 0 0 0
Miscelaneo 4 4 4 4 4 4 4
Fagos, profagos, elementos
. e 1 1 1 1 1 1 1
transponibles, plasmidos
Transporte de membrana 13 13 13 13 14 13 14
Adquisicion y metabolismo
de hierro : g g g g g &
Metabolismo de RNA 51 52 50 50 52 50 52
Nucledsidos y nucleétidos 43 42 43 46 42 43 42
Metabolismo de proteinas 185 184 182 188 187 184 188
Division celular y ciclo 24 24 24 24 26 24 26
celular
Motilidad y quimiotaxis 0 0 0 0 0 0 0
Regulacion y sefalizacién 1 1 1 1 1 1 1
celular
Metabolismo secundario 0 0 0 0 0 0 0
Metabolismo del DNA 53 50 50 51 45 49 45
Acidos grasos, lipidos e 54 54 56 56 54 56 54
isoprenoides
Metabolismo del nitrégeno 5 5 5 5 5 5 5
Latencia y esporulaciéon 1 1 1 1 1 1 1
Respiracion 63 63 63 63 62 7 63
Respuesta al estrés 26 26 26 26 26 26 26
Metabolismo de
compuestos aromaticos v v . . . v g
Aminoacidos y derivados 51 51 51 51 51 51 51
Metabolismo del azufre 4 4 4 4 4 4 4
Metabolismo de fésforo 9 9 9 9 9 9 9
Carbohidratos 45 41 43 43 45 43 45
Total de proteinas anotadas 813 806 809 822 811 815 815
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Entre 13 y 14 proteinas se agruparon en el proceso de transporte de
membrana. En este subsistema no se identificaron posibles proteinas de los
sistemas de secrecion tipo | hasta VI, o de los transportadores ABC. Sin embargo,
en este subsistema se identificaron posibles proteinas de los transportadores de
translocacion a través de la membrana citoplasmatica; transportadores de

magnesio; sistemas de transporte Ton y Tol; y transportadores TRAP.

También, 26 proteinas se agruparon en el proceso de la respuesta al estrés.
En este subsistema no se identificaron posibles proteinas que estuvieran
involucradas con los tipos de estrés osmatico, desecacidn y acido. Sin embargo, en
este subsistema se identificaron posibles proteinas que estan involucradas con los
tipos de estrés oxidativo, choque térmico de frio y calor, periplasmico vy

desintoxicacion.

Los resultados anteriores muestran que las proteinas anotadas de los siete
genomas finales se agrupan de manera similar en los subsistemas de RAST.
Ademas, existen proteinas que se agruparon en los procesos de virulencia,
defensa, transporte de membrana y estrés. Las proteinas de estos subsistemas
podrian ser utilizadas para la infeccion persistente de los eritrocitos del ganado

bovino y/o las células de las garrapatas.

Por ultimo, las proteinas anotadas en los siete genomas finales de las cepas
mexicanas de A. marginale, se agruparon en conjuntos predeterminados de
proteinas ortologas de la base de datos COG (versién 2003-2014) (Tabla 17).
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Tabla 17. Conjuntos de proteinas ortélogas de las siete cepas mexicanas de A. marginale obtenidos con la

base de datos COG.

17-017

. . - 01-001 14-010 15-099 30-184 30-193 31-096
Conjunto de proteinas ortélogas Ags Atitalaquia Texcoco Pu?;tlz de Tlapacoyan Veracruz Tizimin
ALMACENAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
[J] - Traduccion, estructura 131 131 128 132 133 131 134
ribosomal y biogénesis
Efe]l EEercesamlento y modificacion 0 0 0 0 0 0 0
[K] — Transcripcion 26 26 26 26 26 26 26
I[_I(_a]p;I’I‘;{:‘;p:’)lrl]cac|on, recombinacioén y 51 51 51 50 50 50 50
[B] - E§tructura y dinamica de la 0 0 0 0 0 0 0
cromatina
PROCESOS CELULARES Y SENALIZACION
[D] — Control del ciclo celular
divisién celular y particion de 8 8 8 7 8 7 8
cromosomas
[Y] — Estructura nuclear 0 0 0 0 0 0 0
[V] — Mecanismos de defensa 5 5 5 5 5 5 5
EI;] ;el\él:;asmsmos de transduccion 14 14 14 14 14 14 14
[M] — Biogénesis de la 14 14 14 14 15 14 15
pared/membrana/envoltura celular
[N] — Motilidad celular 2 2 2 2 2 2 2
[Z] - Citoesqueleto 0 0 0 0 0 0 0
[W] — Estructuras extracelulares 0 0 0 0 0 0 0
[U] - Trafico |ntrgce|ular, secrecion 23 23 23 23 23 23 23
y transporte vesicular
[O] - Mgdlflcac!on postraduccional, 53 53 52 52 53 53 53
recambio proteico, chaperonas
[X] — Mobiloma: profagos, 5 5 5 5 5 5 5
transposones
METABOLISMO
Eecn]e:g}?;oducmon y conversion de 58 57 57 57 58 57 58
[G] - Transporte y metabolismo de 18 17 18 18 17 18 19
carbohidratos
[E] - T!'apsporte y metabolismo de 30 31 32 32 33 33 34
aminoacidos
[F] — Transporte y metabolismo de
nuclestidos 38 37 38 38 37 39 37
E:I-;L;;;?:Ssporte y metabolismo de 52 52 52 52 52 51 52
I[:L;j;l’;ansporte y metabolismo de 24 24 23 23 23 24 23
[P] - Transporte y metabolismo de o4 24 23 23 23 24 24
iones inorganicos
[Q] — Biosintesis, transporte y
catabolismo de metabolitos 7 7 7 7 7 7 6
secundarios
NO CARACTERIZADAS
[R] —”Umcamente prediccién de la 32 32 32 32 33 33 34
funcién general
[S] — Funcién desconocida 17 17 17 16 17 16 17
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No existe un conjunto especifico de virulencia que podria ser utilizado para la
infeccion persistente. Por lo tanto, estos conjuntos muestran informacién limitada
sobre la patogenicidad de las siete cepas mexicanas de A. marginale. Por otra
parte, dos proteinas se agruparon en el conjunto de motilidad celular (conjunto “N”).
El dato anterior es contradictorio con el resultado del subsistema de RAST que
muestra que no existen proteinas de motilidad o quimiotaxis en el genoma de las
siete cepas mexicanas de A. marginale (Tabla 16). Los resultados de la Tabla 17
muestran que las proteinas anotadas en los siete genomas finales se agrupan de

manera similar en los conjuntos de la base de datos COG.

Los servidores ResFinder, antiSMASH y CARD no identificaron proteinas que
estan involucradas con la resistencia a antimicrobianos en los genomas de las siete
cepas mexicanas. Por lo tanto, los antibidticos son utilizados para controlar los
brotes agudos de la anaplasmosis bovina. Sin embargo, los antibidticos son
deficientes para prevenir o eliminar al patdégeno cuando ha logrado infectar a los

eritrocitos del bovino.

Los servidores VirulenceFinder, PathogenFinder y PAIDB no identificaron
proteinas que estan involucradas con la patogenicidad o virulencia. Por otra parte,
el servidor VFPB (del inglés Virulence Factors of Pathogenic Bacteria) identificé dos
proteinas que estan involucradas con la adherencia/invasion (Asp14 y OmpA), 18
proteinas del Sistema de Secrecion Tipo IV (SST4) y dos proteinas efectoras del
SST4 (AnkA y Ats-1), en los genomas de las siete cepas mexicanas. Estos

resultados sugieren que las cepas mexicanas de A. marginale utilizan el SST4 de
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manera eficiente para infectar a los eritrocitos del ganado bovino y algunas células

de las garrapatas.

6.6 Analisis filogenético

Los arboles filogenéticos con las probabilidades bayesianas posteriores y
1,000 repeticiones bootstrap, muestran la misma topologia, y fueron obtenidas a
partir de 246 genes concatenados del genoma core de las siete cepas mexicanas,
dos cepas australianas, dos cepas brasilefias, nueve cepas americanas y una cepa
puertorriquefia de A. marginale, y una cepa de A. centrale como grupo externo
(outgroup), al utilizar el modelo de sustitucion de nucledtidos TIM1+1+G. El arbol
filogenético con las probabilidades bayesianas posteriores (Figura 17) muestra que
A. marginale Oklahoma como una cepa ancestral. Ademas, las cepas americanas y
puertorriquefia (lineas y letras rojas), y las cepas mexicanas MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) forman un clado
independiente y evolutivamente distante en relacion con las cepas australianas
(lineas y letras verdes), brasilefias (lineas y letras rosas) y cinco cepas mexicanas

(lineas y letras azules).
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A. centrale Israel [CP001759.1]

marginale Oklahoma [Estados Unidos - AFMX00000000.1]

marginale Okeechobee [Estados Unidos - AFMV00000000.1]

marginale Washington Okanogan [Estados Unidos - AFMW00000000.1]

0.999 marginale Oklahoma-2 [Estados Unidos - PKOF00000000.1]

marginale Virginia [Estados Unidos - ABOR00000000.1]

|

0.995 marginale Puerto Rico [Puerto Rico - ABOQ00000000.1]

0.997

marginale Florida Relapse [Estados Unidos - AFMT00000000.1]

marginale Florida [Estados Unidos - CP001079.1]

0.629

0.984 marginale Florida [Estados Unidos - AFMS00000000.1]

marginale St. Maries [Estados Unidos - CP000030.1]

marginale St. Maries [Estados Unidos - AFMU00000000.1]

marginale South Idaho [Estados Unidos - AFMY00000000.1]

marginale MEX-31-096-01 [Yucatan - VTWV00000000.1]

marginale MEX-30-184-02 [Tlapacoyan Ver. - VTCY00000000.1]

marginale MEX-01-001-01 [Aguascalientes - QLIV00000000.1]

marginale MEX-15-099-01 [Estado de México - VTWW00000000.1]

Alennm

marginale MEX-30-193-01 [Veracruz Ver. - VTCZ00000000.1]

marginale MEX-14-010-01 [Hidalgo- VTSO00000000.1]

marginale MEX-17-017-01 [Morelos - VTCX00000000.1]

marginale Palmeira [Brasil - CP023730.1]

0.894

H{

marginale Jaboticabal [Brasil - CP023731.1]

0.576

marginale Dawn [Australia - CP006847.1]

:

A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
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A.
A. marginale Mississippi [Estados Unidos - ABOP00000000.1]
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.

marginale Gypsy Plains [Australia - CP006846.1]
2.0

Figura 17. Relaciones filogenéticas de las cepas mexicanas (azul), australianas (verde), brasilefias (rosa),
americanas y puertorriquefa (rojo) de A. marginale, y la cepa Israel de A. centrale (negro). Los valores de las
probabilidades bayesianas posteriores se muestran en los nodos.

El arbol filogenético muestra que las cepas mexicanas MEX-30-184-02
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan) estan estrechamente
relacionadas y se encuentran en una posicion filogenética cercana a las cepas
americanas (Figura 17). Ademas, tienen la misma estructura de repetidas (T C) de
MSP1a (Tabla 9), la cual esta altamente relacionada con cepas de México y
Estados Unidos (Seccién 6.4). Por lo tanto, las dos cepas mexicanas pertenecen a

un subclado con una distribucién principal en la regidn de Norteamérica.
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La cepa MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes) se encuentra en
una posicidon filogenética independiente (Figura 17). La cepa MEX-01-001-01
(Aguascalientes, Aguascalientes) tiene una estructura de repetidas (4 9 10 11 9) de
MSP1a (Tabla 9) que esta altamente relacionada con cepas mexicanas (Seccion
6.4). Por lo tanto, la cepa MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes)
pertenece a un subclado con una distribucion especifica en la region de

Norteameérica.

Las cepas MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco,
Estado de México), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) y MEX-30-193-01
(Veracruz, Veracruz), tienen una posicion filogenética cercana a las cepas
australianas y brasilefias (Figura 17). La estructura de repetidas de MSP1a de las
cepas MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de
México) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz): 1 22-2 13 18; a B I'; a B B I' (Tabla
9); respectivamente, estan altamente relacionadas con cepas de Argentina y Brasil
(Seccidn 6.4). Mientras que la cepa MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) tiene
una estructura de repetidas (12 14) de MSP1a (Tabla 9) que esta altamente

relacionada con cepas de Filipinas y China en la region de Asia (Seccion 6.4).

Estos resultados sugieren que las cepas mexicanas estan relacionadas
genéticamente con cepas de otras regiones geograficas a nivel mundial. Sin
embargo, la topologia del arbol filogenético seria mas especifica al agregar la

informacion gendmica de diferentes cepas que provienen de Canada,
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Centroamérica y el Caribe, Sudamérica (Venezuela y Argentina), Europa, Africa y

Asia.

6.7 Analisis pangenémico

El analisis pangendémico entre las siete cepas mexicanas de A. marginale
muestra que el genoma core contiene 883 CDS (Figura 18). Ademas, las cepas
MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de Meéxico), MEX-30-184-03 (Tlapacoyan,
Veracruz), MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin,
Yucatan) tienen menos de 22 CDS unicas (Tabla 18), mientras que las cepas MEX-
01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-14-010-01 y MEX-17-017-01
(Puente de Ixtla, Morelos) tienen mas 45 CDS unicas (Tabla 18). Los datos de la
Tabla 18 y el arbol filogenético (Figura 17) muestran que las cepas MEX-30-184-03
(Tlapacoyan, Veracruz) y MEX-31-096-01 (Tizimin, Yucatan), y por otra parte, las
cepas MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México) y MEX-30-193-01 (Veracruz,

Veracruz) estan estrechamente relacionadas pero no son idénticas.
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Pangenoma de siete cepas mexicanas de A. marginale

7501

5001

2504

Numero de CDS agrupadas

2 4 6

Numero de genomas agrupados

Tipo de genoma

. Cloud
B shen
. Soft Core
. Core

Figura 18. Numero de secuencias codificantes (CDS) que comparten las siete cepas mexicanas de A.
marginale. La grafica muestra el tipo de genoma: i) Cloud (rojo) que contiene entre 0 y menos de 15% del total
de CDS; ii) Shell (azul) que contiene entre 15 y menos de 95% del total de CDS; iii) Soft Core (morado) que
contiene entre 95 y menos de 100% del total de CDS; y iv) Core (verde) que contiene el 100% del total de CDS.

Tabla 18. Secuencias codificantes (CDS) Unicas en los genomas finales de las siete cepas mexicanas de A.

marginale.
- CDS unicas
Cepa Regién geografica (siete ggz: l|]r::;§‘(iscanas) (2:_ ?ﬁ:&'}:;sle(;e
MEX-01-001-01 Aguascalientes, Aguascalientes 49 14
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 48 20
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México 18 7
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 45 17
MEX-30-184-03 Tlapacoyan, Veracruz 20 11
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 21 7
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 11 2

El analisis pangenomico entre los 24 genomas de las cepas mexicanas,

americanas, australianas, brasilefias y puertorriquefia de A. marginale, muestra que

el genoma core contiene 534 CDS (Figura 19). El analisis pangendmico entre los 24
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genomas de A. marginale muestra que las CDS unicas y del genoma core
disminuyen significativamente con respecto al analisis pangenomico entre los siete
genomas de cepas mexicanas. Estos datos muestran que las cepas mexicanas
contiene 349 CDS del genoma core que no comparten con las cepas americanas,
australianas, brasilefas y puertorriquefia de A. marginale. Y ademas, los datos
sugieren que existen CDS que estan conservadas en las cepas mexicanas pero no
estan presentes en las cepas de otros paises, a pesar de las relaciones

filogenéticas cercanas.

Pangenoma de 24 cepas de A. marginale

1200 4
@ 900+
o
8
> Tipo de genoma
o . .
© Cloud
@ 6004 '
o B sten
)] Soft Core
o
o
s - Core
g 300 4
z
04 | .---- - —-—-..

0 5 10 15 20 25
Numero de genomas agrupados
Figura 19. Numero de secuencias codificantes (CDS) que comparten 24 genomas de la especie A. marginale.
La grafica muestra el tipo de genoma: i) Cloud (rojo) que contiene entre 0 y menos de 15% del total de CDS; ii)

Shell (azul) que contiene entre 15 y menos de 95% del total de CDS; iii) Soft Core (morado) que contiene entre
95 y menos de 100% del total de CDS; y iv) Core (verde) que contiene el 100% del total de CDS.
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6.8 Genémica comparativa

Los valores de ANIm (basados en MUMmer) de 24 genomas de cepas
mexicanas, americanas, australianas, brasilefias y puertorriquefia de A. marginale,
muestran una cobertura mayor del 76%, y una identidad mayor del 98%. Estos
datos confirman que los 24 genomas de A. marginale pertenecen a la misma
especie. Por otra parte, los genomas de las cepas australianas, brasilefias,
norteamericana (St. Maries) y dos cepas mexicanas (MEX-30-184-02 de
Tlapacoyan, Veracruz y MEX-31-096-01 de Tizimin, Yucatan), tienen una estructura
altamente conservada (Figura 20). Sin embargo, los genomas de cinco cepas
mexicanas: MEX-01-001-01 (Aguascalientes, Aguascalientes), MEX-14-010-01
(Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estado de México), MEX-17-017-
01 (Puente de Ixtla, Morelos) y MEX-30-193-01 (Veracruz, Veracruz) muestran
reordenamientos e inversiones de segmentos genomicos (Figura 20). Brevemente,
las cepas MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo), MEX-15-099-01 (Texcoco, Estados
de México), MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) y MEX-30-193-01 (Veracruz,
Veracruz), muestran la inversién de un fragmento gendmico (en color azul) entre las
300 y 400 Kb. También, las cepas MEX-01-001-01 (Aguascalientes,
Aguascalientes) y MEX-14-010-01 (Atitalaquia, Hidalgo) muestran la inversion y
movimiento de un fragmento gendmico (en color rojo oscuro) entre las 500 y 700
Kb. Ademas, solamente la cepa MEX-17-017-01 (Puente de Ixtla, Morelos) muestra
la inversion de un fragmento gendmico (en color marrén) en la posicion ~1 Mb
(Figura 20). Por lo tanto, se sugiere que los genomas de las cepas mexicanas

muestran una gran cantidad de modificaciones estructurales en comparacion con
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cepas de otros paises, lo cual podria ser por presién selectiva y condiciones

geograficas que existen en México.
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Figura 20. Estructura del genoma (sintenia) de las siete cepas mexicanas, una cepa americana, dos cepas
australianas y dos cepas brasilefias de A. marginale.

Por ultimo, el mapa circular de la gendmica comparativa muestra que los
genomas de dos cepas australianas, dos cepas brasilefias, siete cepas mexicanas y
dos cepas norteamericanas estan altamente conservados (Figura 21). No obstante,
los genomas contienen regiones que muestran una elevada diversidad y
variabilidad genética, por ejemplo, las secuencias de los genes msp2 y msp3
(flechas y letras moradas en la Figura 21). Estos resultados sugieren que los
genomas de cepas de A. marginale que provienen de diferentes regiones
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geograficas a nivel mundial estan altamente conservados, pero muestran regiones
genomicas que son especificas para cada cepa. Ademas, los genomas de las

cepas mexicanas de A. marginale tienen un mayor numero de eventos evolutivos.
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Figura 21. Mapa circular de la genémica comparativa de las siete cepas mexicanas, dos cepas americanas, dos
cepas australianas y dos cepas brasilefias de A. marginale. El anillo externo muestra los genes rRNAs (azul),
tRNAs (lineas negras), msp (morado) y que estan involucrados con la patogenicidad o virulencia (rojo).

6.9 Identificacion de los posibles candidatos vacunales

La anotacion automatica de las CDS que pertenecen a los genomas finales de
las siete cepas mexicanas de A. marginale (Tabla 19), muestra que los programas
Prokka y GeneMark generaron entre 944 y 981 CDS. Ademas, los algoritmos

Classic RAST y RASTtk del servidor RAST generaron entre 1,138 y 1,178 CDS. Los
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archivos FAA (del inglés Fasta Amino Acid) obtenidos con el algoritmo Classic

RAST, fueron utilizados para los analisis posteriores de localizacién subcelular y la

prediccidn de antigenos protectores y epitopos de tipo B, debido a que tienen mas

de 1,100 CDS (numero similar a los genomas de A. marginale que estan reportados

en la base de datos GenBank (Tabla 2)) y fueron utilizados para los analisis

pangenomicos (seccion 6.7) y gendmica comparativa (seccion 6.8).

Tabla 19. Secuencias codificantes (CDS) que fueron anotadas en los genomas finales de las siete cepas

mexicanas de A. marginale, al utilizar cuatro diferentes algoritmos.

Cepa Region geografica Classic RAST RASTtk Prokka GeneMark
MEX-01-001-01 | Aguascalientes, Aguascalientes 1,178 1,167 981 948
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 1,150 1,159 964 955
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México 1,145 1,163 972 945
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 1,163 1,154 970 953
MEX-30-184-02 Tlapacoyan, Veracruz 1,165 1,171 975 944
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 1,138 1,144 965 944
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 1,164 1,166 977 947

La localizacion subcelular de

las proteinas de membrana externa vy

extracelulares que pertenecen a las siete cepas mexicanas de A. marginale (Tabla

20), muestra que el servidor PSORTDb identificc entre 9 y 18 proteinas,

SOSUIGramN identifico entre 29 y 39 proteinas, y CELLO identifico entre 63 y 118

proteinas.
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Tabla 20. Proteinas de membrana externa y extracelulares

identificadas en las siete

cepas mexicanas de A.

marginale.
PSORTb CELLO SOSUIGramN
Cepa Region
geografica Membrana | o\ ceolular | Membrana | p i celular | Membrana | e celular
externa externa externa
Aguascalientes,
MEX-01-001-01 Aguascalientes 15 13 118 74 33 39
Atitalaquia,
MEX-14-010-01 Hidalgo 17 10 115 67 30 34
Texcoco, Estado
MEX-15-099-01 de México 15 9 116 69 33 36
Puente de Ixtla,
MEX-17-017-01 Morelos 18 1 116 63 32 39
LA Tlapacoyan,
MEX-30-184-02 Veraoruz 17 12 115 69 32 35
MEX-30-193-01 \\’/eracruz’ 18 10 116 67 31 33
eracruz
MEX-31-096-01 | Tizimin, Yucatan 16 12 116 73 29 38

Los genomas de las siete cepas mexicanas de A. marginale, contienen entre

48 y 57 proteinas de membrana externa y extracelulares que fueron identificadas

por al menos dos servidores (Tabla 21), y fueron utilizadas para los analisis

posteriores de prediccion de antigenos protectores y epitopos de tipo B, debido al

numero excesivo de proteinas identificadas por los tres servidores. Ademas, las

proteinas de membrana externa y extracelulares al ser identificadas por dos o tres

servidores diferentes, aumenta el nivel de certeza de la localizacion subcelular.

Tabla 21. Antigenos protectores identificados en las siete cepas mexicanas de A. marginale.

Proteinas de membrana

Cepa Region geografica externa y extracelulares* Antigenos protectores**
MEX-01-001-01 Aguascalientes, Aguascalientes 57 18
MEX-14-010-01 Atitalaquia, Hidalgo 48 14
MEX-15-099-01 Texcoco, Estado de México 50 12
MEX-17-017-01 Puente de Ixtla, Morelos 57 15
MEX-30-184-03 Tlapacoyan, Veracruz 56 18
MEX-30-193-01 Veracruz, Veracruz 48 12
MEX-31-096-01 Tizimin, Yucatan 58 14

* Proteinas identificadas por dos o mas servidores diferentes (PSORTb, CELLO y SOSUIGramN).
** Proteinas identificadas por el servidor Vaxiden al utilizar un valor de corte igual a 0.7.
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La prediccion de los antigenos protectores que pertenecen a las siete cepas

mexicanas de A. marginale (Tabla 21), muestra que el servidor Vaxiden identifico

entre 12 y 18 proteinas al utilizar un valor de corte igual a 0.7. Los antigenos

protectores al ser identificados por un valor de corte estricto, aumenta el nivel de

certeza de ser reconocidos por el sistema inmune del hospedero. Posteriormente,

12 antigenos protectores (Tabla 22)

fueron seleccionados porque estan

conservados en las siete cepas mexicas, no muestran homologia con las proteinas

de eucariotas, y ademas, también fueron anotados por el algoritmo RASTtk del

servidor RAST y los programas Prokka y GenMark. Los 12 antigenos protectores

seleccionados tienen el mayor potencial antigénico predicho para ser considerados

como posibles candidatos vacunales contra la anaplasmosis bovina en México.

Tabla 22. 12 antigenos protectores conservados en las siete cepas mexicanas de A. marginale.

. _, | Longitud . Antigenos Epitopos de Péptido Region
Proteina (aa) Anotacion protectores tipo B (18 aa)* sefal® transmembranal*
peg.54 452 FIG00385025: proteina hipotética 1.0268 18 Si 12-34
peg.33 203 FIG00385151: proteina hipotética 0.9856 5 No No
peg.684 222 FIG00384993: proteina hipotética 0.9341 7 No 84 - 101

Probable proteina de unién a hierro
peg.12 146 de la familia HesB_IscA_SufA 0.8612 6 No No
peg.445 416 FAI?S(_)?)SSSGSO: proteina hipotética 0.8388 18 No No
peg.139 310 F1G00385229: proteina hipotética 0.7560 15 No No
peg.125 906 FIG00385106: proteina hipotética 0.7259 25 No 11-33
peg.622 332 Folﬁ\sﬂoli)ff;f%g: proteina hipotética 0.7210 7 si No
peg.926 210 Proteina hipotética 0.7084 8 No No
peg.389 1213 ilrgltjelna reguladora de alginato 0.7078 55 No No
peg.624 340 (P(;i;‘“;';‘g)de S S e 0.7070 13 No 36-58
peg.952 313 Proteina de opacidad y antigenos 0.7002 7 No No

de superficie relacionados (MSP2)

* Proteinas de la cepa MEX-01-001-01 (Aguascalientes. Ags.) como referencia.
** Datos obtenidos con el algoritmo Classic RAST del servidor RAST.
A Datos obtenidos con el servidor VaxiJen.
# Datos obtenidos con el servidor ABCpred al utilizar un valor de corte de 0.79.
° Datos obtenidos con el servidor SignalP-5.0.
* Datos obtenidos con el servidor TMHMM 2.0.
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Para finalizar, se identificaron 47 epitopos de tipo B que estan conservados en

los genomas de las siete cepas mexicanas y pueden ser utilizados para el disefio

de MAPs (del inglés Multiple Antigenic Peptides) [46], como una alternativa para el

disefio de vacunas contra la anaplasmosis bovina en México.

Tabla 23. 47 epitopos tipo B que estan conservados en las siete cepas mexicanas de A. marginale.

Proteina Secuencia Antigeno protector®
peg.54 TEQTGGDVRSKSGAGAAG 2.6704
peg.54 KRGGDKKIAKGRGTEKSG 2.2433

peg.926 TQAQSSATVGGGGAQQTP 2.0799
peg.590 ETSPFDFDWEGSGTKGSK 2.0207
peg.139 DGSQQPGEGTVQAQSTDG 1.8503
peg.624 VGDQRGLKGMALRWRLAV 1.8151
peg.624 TTNAAATTNAAGAGSSAG 1.8044
peg.445 IKNDGSARSGSDATGPRS 1.7814
peg.952 GTDTEEHAGGGPTLLSTT 1.6044
peg.389 PASAEKAGRSASTSSQKD 1.6005
peg.445 RIQNTPSERARGNDVSAS 1.5739
peg.389 SVAQQHGDVTGSRTADAS 1.5683
peg.139 RTEGEQVGKTSAQPEESA 1.5428
peg.445 SVDSSGSEVGDDMVLGLS 1.5218
peg.624 DVRVSDVHISYLGAEIGL 1.4739
peg.12 VSVQSGGCAGFKYEFATG 1.4463
peg.389 KNSAQTRESRAEFANRLN 1.3202
peg.54 ARVEGARFLNVDLKPGDE 1.2951
peg.125 VPVDTTSSSPRGEKSEKF 1.2856
peg.622 DQDVRHVRLNGVTIAANS 1.2781
peg.125 LDLPGKNNRLSVSGVTSE 1.2582
peg.125 QTSKVSGHVSVSGSIQTQ 1.2468
peg.125 PSDLEGRASVALSSRGMR 1.2424
peg.12 FKYEFATGSYEDDADSSD 1.2158
peg.12 DSGFDDMDGDEEDNDEVE 1.1931
peg.389 TPRNSQQVSENAAAKAEP 1.1925
peg.389 AQSESTVRETGATTPAAK 1.1853
peg.445 NDVSAS