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RESUMEN

Las especies del género Anaplasma son bacterias intracelulares obligadas que causan
anaplasmosis, una enfermedad con alto impacto en la salud humana y animal. Dentro de este
género existen siete especies oficiales: A. platys, A. phagocytophilum, A. ovis, A. bovis, A.
centrale, A. marginale, A. capra. Este género es responsable de la anaplasmosis, una
enfermedad que genera grandes pérdidas econémicas a nivel mundial, y se ha reportado en
Asia, Africa, Australia, el sur de Europa y América Central y del Sur. En México, la
investigacion se ha centrado principalmente en Anaplasma marginale y la anaplasmosis
bovina, reportandose en 2012 un total de 28 cepas mexicanas. En este contexto, el presente
trabajo resalta la importancia de identificar marcadores moleculares especificos que permitan
diferenciar las especies patogenas del género Anaplasma en diversos hospederos, mediante el
uso de herramientas bioinformaticas basadas en gendmica comparativa y analisis
pangenomicos. Por lo que al tener la posibilidad de diagnosticarlo con precision a nivel de
género, grupo y especie ayudaria a obtener nuevos ensamblajes de genomas de cepas
mexicanas enriqueciendo la informacion en las bases de datos actuales para ampliar el estudio
de la diversidad genética, evolutiva y epidemiolégica de Anaplasma. Se caracterizaron sus
genomas ademas de que se identificaron su potencial patdgeno zoonoético y virulencia. Estos
marcadores moleculares se llevarian a sintetizar para ponerlos a prueba en el laboratorio y en

un futuro identificar mas cepas de este Género enriqueciendo la base de datos.




INTRODUCCION

La anaplasmosis es una enfermedad infecciosa de relevancia en la salud animal y humana,
causada por bacterias intracelulares obligadas del género Anaplasma, las cuales son
transmitidas principalmente por vectores (garrapatas). Esta enfermedad se distribuye a nivel
mundial, en regiones tropicales y subtropicales, donde las condiciones ambientales favorecen
la presencia de vectores. En el sector pecuario, la anaplasmosis representa un problema de
gran impacto econdémico debido a la disminucion en la productividad y mortalidad del
ganado, costos de tratamiento y restricciones sanitarias que afectan la comercializacion de
animales.

El género Anaplasma pertenece a la familia de Anaplasmataceae y se caracteriza por su
capacidad de infectar distintos tipos celulares, incluyendo eritrocitos, leucocitos y plaquetas,
teniendo una importante diversidad biologica por lo que es importante enfocar estudios en su
identificacion, caracterizacion y vigilancia epidemiologica. Actualmente se conoce diversas
especies dentro de este género, tales como A. marginale, A. centrale, a. ovis, A. bovis, A.
phagocytophilum, A. platys y A. capra, algunas son potenciales patégenos zoon6ticos. A pesar
de su importancia, en México los estudios se han enfocado principalmente en A. marginale
limitando su estudio en el pais.

En la actualidad, las herramientas de gendmica comparativa, analisis pangenémicos y
filogendmicos han revolucionado el estudio de la vida bacteriana, permitiendo explorar la
diversidad genética, relaciones evolutivas y mecanismos de patogenicidad con mayor
precision facilitando la identificacion de marcadores moleculares especificos, ayudando a
tener métodos de diagndsticos mas precisos y especificos. Por lo tanto, el presente trabajo se
enfoca en el andlisis gendémico del género Anaplasma, utilizando herramientas
bioinformaticas para la construccion de una base de datos de ensamblajes gendmicos
disponibles, el analisis pangenémico y filogenémico, asi como la identificacion de proteinas
asociadas a la patogenicidad, resistencia a antibidticos y evasion del sistema inmune. A partir
de estos analisis, se busca identificar marcadores moleculares especificos a nivel de género,
grupo y especie, que permitan mejorar la deteccion y diferenciacion de estas bacterias en el
sector pecuario en México.

Adicionalmente, como parte de la validacion experimental, se disefiaron primers especificos,
se tomaron muestras de sangre de ganado bovino en diferentes entidades de Morelos con el
objetivo de evaluar la utilidad de estos candidatos a marcadores moleculares por medio de la
implementacién de técnicas de PCR anidada, teniendo un analisis integrador que combina
analisis in silico y validacion experimental, contribuyendo al desarrollo de herramientas

diagnosticas mas precisas y robustas.




En conjunto, este estudio aporta informacion relevante sobre la diversidad genémica del
género Anaplasma y sienta las bases para futuros estudios enfocados en la vigilancia
epidemioldgica, el diagndstico molecular y el control de la enfermedad anaplasmosis en
México, contribuyendo al fortalecimiento del sector pecuario y a la deteccion de patdgenos

con potencial zoondtico.

MARCO TEORICO

El género Anaplasma

El género Anaplasma estad conformado por bacterias intracelulares obligadas pertenecientes a
la clase Alphaproteobacteria, familia Anaplasmataceae y orden de las Rickttsiales. Una
bacteria gram-negativa que requieren a una célula hospedadora para su supervivencia y
replicacion. Este género fue descrito por primera vez en 1910 por Sir Arnold Theiler en
Sudafrica. Su nombre proviene del griego an (sin) y plasma (forma). Actualmente, se
reconocen siete especies principales: A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. bovis, A.
phagocytophilum, A. platys y A. capra, aunque existe otras variantes aun no clasificadas (Cao
XQ, Gu XL, Zhang L, et al., 2023).

Anaplasmosis

Las bacterias del género Anaplasma son responsables de la anaplasmosis, una enfermedad
infecciosa transmitida principalmente por garrapatas. Su presentacion clinica depende de la
especie involucrada. Por ejemplo, A. marginale causa anaplasmosis bovina, A. platys afecta a
perros y A. phagocytophilum esta asociado a infecciones en humanos (S. Marcus Makgabo,
Kelly A. Brayton; et al., 2023).

Generalmente se trata de una enfermedad febril inespecifica, lo que dificulta su diagndstico.
En los ultimos afios, los casos han aumentado a nivel mundial, resaltando la necesidad de
desarrollar estrategias de control y tratamientos (Uminski K, Kadkhoda K, Houston BL,;
2018).

Anaplasma platys

A. platys fue identificado en 1978 en Estados Unidos como agente relacionado con Ehrlichia
platys. Actualmente, se reconoce como el causante de la trombocitopenia ciclica infecciosa
canida, caracterizada por la disminucién periddica de plaquetas. Los signos clinicos incluyen
depresion, anorexia, fiebre, palidez de mucosas y alteraciones hemorragicas como petequias y

equimosis, ademas de linfadenomegalia, esplenomegalia 'y  hepatomegalia




(Tateishi T, Viviana, LiE, Olga, etal., 2015).

Este patdgeno es transmitido por la garrapata Rhipicephalus sanguineus, la cual puede
alcanzar altas densidades en ambientes domésticos. A. platys es endémica de regiones
tropicales y subtropicales, incluyendo paises del Mediterraneo y América (Sainz A, Roura X,
Miré G, et al., 2015).

Aunque tradicionalmente no se consideraba zoono6tico, se ha reportado casos en humanos, lo
que sugiere su potencial como patdgeno emergente (Arraga-Alvarado CM, Qurollo BA, Parra
OC, etal., 2014).

Anaplasma capra

A. capra fue identificada entre 2012 y 2015 en China mediante analisis moleculares de los
genes 16S rRNA vy gltA. Inicialmente considerada una especie desconocida, posteriormente

fue reconocida como un nuevo miembro del genero (Li H, Zheng YC, Ma L; et al., 2015).

Esta especie se desarrolla en regiones con clima monzénico subtrépicas, lo que favorece la
actividad de garrapatas (Peng Y, Wang K, Zhao S; et al., 2018). Se ha identificado en

multiples hospederos, incluyendo humanos, rumiantes, perros y fauna silvestre.

En estudios in vitro han demostrado su capacidad para infectar células humanas, lo que
confirma su potencial zoondético (Peng Y, Lu C, Yan Y, Shi K, et al,, 2021). Ademas, ha
sido detectada en diversas especies de garrapatas distribuidas en diferentes regiones del
mundo (Jouglin M, Blanc B, de la Cotte N, Bastian S et al., 2019).

Anaplasma phagocytophilum

A. phagocytophilum es un patégeno de importancia médica y veterinaria que infecta a
neutrofilos. A lo largo del tiempo ha recibido diferentes denominaciones, hasta su
clasificacion actual basada en analisis filogenético (Severo MS, Stephens KD, Kotsyfakis M,
etal., 2012).

Es el agente causal de la anaplasmosis granulocitica humana (HGA) y presenta un amplio
rango de hospederos. En humanos, la infeccion puede manifestarse con fiebre, cefalea,
mialgias y, en algunos casos, sintomas gastrointestinales o respiratorios (Stuen S, Granquist
EG, Silaghi C; 2013; Dumler JS, Choi KS, Garcia-Garcia JC, Barat NS et al., 2005)

El diagnostico puede realizarse mediante diversas técnicas, siendo la PCR una de las mas
sensibles y rapidas (Guzman N, Yarrarapu SNS, Beidas SO, 2023). Esta bacteria posee
mecanismos de evasion inmunologica, como la inhibicion de la apoptosis en neutréfilos (Aktas M,
Oziibek S, Ulugesme MC; 2021).




Anaplasma ovis

A. ovis infecta principalmente ovejas y otros rumiantes. Generalmente provoca infecciones
leves, aunque puede generar pérdidas econdmicas debido a su amplia distribucién (Liu, Z.,
Peasley, A.M., Yang, J. etal., 2019).

La infeccion se transmite por garrapatas y puede causar fiebre, anemia, disminucion de peso,
aborto y reduccion en la produccién (EIHamdi, S., Mhadhbi, M., Ben Said et al., 2022).
Ademas, pueden presentarse coinfeccion con otras especies del género, lo que agrava el
cuadro clinico (M'ghirbi Y, Oporto B, Hurtado A, Bouattour A; 2022).
Aunque su impacto en humanos no estd completamente definido, existen reportes de infeccion
detectada mediante PCR (Chochlakis D, loannou |, Tselentis Y, Psaroulaki A; 2010).

Anaplasma bovis

Anaplasma bovis infecta monocitos y macréfagos, principalmente en animales de Africa, Asia
y América. Puede provocar fiebre, anorexia, diarrea y, en casos severos, la muerte (Ybafiez
AP, Inokuma H; 2016).

Su transmisién esta asociada a diversas especies de garrapatas, cuya distribucién depende de
factores climaticos (Park J, Han DG, Ryu JH, Chae JB, Chae JS et al., 2018).

Se han reportado casos en humanos, lo que sugiere su potencial zoonético (Lu M, Chen Q,
Qin X, et al., 2021). Ademas, se ha observado coinfeccion frecuente con A. ovis en rumiantes
(Liu Z, Ma M, Wang Z, Wang J, Peng Y et al., 2012).

Anaplasma centrale

Anaplasma centrale es una bacteria intracelular transmitida por garrapatas que infecta
eritrocitos (Ashraf S, Parveen A, Asif M, Alanazi AD, et al., 2021). A nivel molecular,
presenta una alta similitud con A. marginale, especialmente en el gen 16S rRNA, con una
identidad cercana al 98.08% (Inokuma H, Terada Y, Kamio T et al., 2001).

Debido a esta relacion, A. centrale ha sido utilizada como una vacuna viva contra la
anaplasmosis bovina causada por A. marginale. Sin embargo, este tipo de vacuna implica
riesgos, como la posible transmision de otros patégenos o el desarrollo de enfermedades
hemoliticas en crias de madres vacunadas (Bell-Sakyi L, Palomar AM, Bradford EL, et al.,
2015).

Ademas, esta especie ha sido detectada en animales domésticos y silvestres, incluyendo
coinfecciones con otros patdgenos. Se ha observado que factores como el clima y la estacion
del afio influyen en la intensidad de infeccion, posiblemente debido a cambios en la respuesta
inmune del hospedador (Sisson D, Beechler B, Jabbar A, et al., 2023).




Anaplasmamarginale

Anaplasma marginale es el principal agente etioldgico de la anaplasmosis bovina, una
enfermedad ampliamente distribuida en regiones tropicales y subtropicales. Su transmisién
ocurre principalmente a través de garrapatas del género Rhipicephalus, aunque también puede
darse de forma mecanica mediante insectos hemat6fagos o instrumentos contaminados (Atif,
2015).

Este patogeno infecta eritrocitos y células endoteliales, causando anemia, abortos,
disminucién en la produccion y, en casos severos, la muerte del animal. Los bovinos que
sobreviven pueden convertirse en portadores persistentes, facilitando la transmision del
patdgeno (Spare MR y Hanzlicek GA, 2019).

A nivel molecular, una de las principales herramientas para su identificacion son las proteinas
de superficie mayor (MSP), particularmente MSPla, que presenta variabilidad en su
secuencia y participa en la interaccion con el hospedador. Estas proteinas estan sujetas a
presion selectiva, lo que favorece su evolucion (de la Fuente J, Van Den Bussche RA et al.,
2003).




IMPACTOS ECONOMICOS EN E L SECTOR PECUARIO

La anaplasmosis es una enfermedad que genera grandes pérdidas econémicas a nivel mundial,
y se ha reportado en Asia, Africa, Australia, el sur de Europa, América Central y del Sur.
Existen diferentes métodos que intentan controlar la infeccion de las especies del género
Anaplasma, como la crianza de razas de ganado resistentes a las garrapatas y libre de
Anaplasma, la estabilidad endémica, el uso de antibidticos, la identificacion de vectores
regionales, la modificacion del habitat, el control bioldgico, la quimioterapia y las vacunas,
por mencionar algunos ejemplos. En el afio 2021, en Estados Unidos calcularon los
costos de aplicar una variedad de métodos de control de la anaplasmosis para un productor
de vacas y terneros. Se basaron en los costos clinicos promedios esperados de morbilidad y
mortalidad futuras, con la variacion en los costos del tratamiento y las tasas de mortalidad.
Estos calculos revelaron que las pérdidas de produccion alimentaria representan la mayor
pérdida econdmica ocasionada por la anaplasmosis. Calcularon que la pérdida
econdmica esperada por la anaplasmosis es de $660 dolares por cabeza de ganado. La
muerte del ganado contribuye con un 66% de las pérdidas econémicas por la anaplasmosis,
seguida del 16% por el tratamiento, el 11% por casos crénicos y el 7% por abortos (Railey y
y Marsh; 2021).

El impacto socioecondmico de la enfermedad y las restricciones al comercio internacional de
animales infectados llevaron al Codigo Sanitario Animal de la Oficina Internacional de
Epizootias a categorizar la anaplasmosis como una enfermedad que requeria una notificacion
de su presencia. Debido a que los brotes son estacionales y las tasas de infeccion son estables,
la importancia de la anaplasmosis se subestima en areas endémicas (M'ghirbi Y, Béji M,
Oporto B, Khrouf F, et al., 2016). Las garrapatas, vectores del género Anaplasma, como
Rhipicephalus microplus y Hyalomma anatolicum, representan un factor importante en el
impacto econémico del sistema de produccion ganadera, debido a la disminucion de la
productividad y la rentabilidad. Estas especies, ampliamente distribuidas a nivel mundial,
estan asociadas con pérdidas econdmicas globales estimadas entre 22 y 30 mil millones de
dolares anuales por enfermedades transmitidas por garrapatas (TBDs). En particular, se ha
reportado que en Brasil las pérdidas atribuibles a R. microplus alcanzan los 32.4 millones de
dolares, mientras que en Estados Unidos ascienden a aproximadamente 3.0 millones (Singh et
al., 2022)




ANAPLASMA EN MEXICO

En México los costos de control y tratamiento de las garrapatas y las enfermedades que
transmiten conducen a pérdidas economicas que van desde los 600 a 942 mil 230 millones de
pesos por afio. En México, el reporte de Censo Ganadero estima que la poblacién de ganado
vacuno hasta el 2020 es de aproximadamente de 35,653,619 de cabezas de los cuales el 75%
comparten zonas endémicas con la garrapata, lo que evidencia las pérdidas econémicas
causadas por este parasito En este contexto, el género Anaplasma destaca por su importancia
como agente etioldgico de enfermedades en animales y por su potencial zoondtico,
particularmente en el caso de A. phagocytophilum, causante de la anaplasmosis granulocitica
humana (HGA) (Aguilar Diaz, José Hugo, Quiroz Castafieda Rosa Estela, Miranda Miranda
Estephan et al., 2021).

Entre los afios 2017 y 2019 se llevaron a cabo anélisis de sangre de 1924 pacientes de los
cuales 1014 se analizaron las muestras, finalmente 85 estaban dentro del rango 1:384 a 1:896
de las pruebas serologicas, de las pruebas positivas solo el 7.10 % fueron usadas en pruebas de
PCR los cuales confirmaron de que se trataba de A. phagocytophilum, los pacientes se
caracterizaron por no tener antecedentes de haber viajado al extranjero, y sus
manifestaciones clinicas eran nauseas, epistaxis, trombocitopenia, mareos, petequias, higado
y/0 bazo agrandado, es el unico reporte que se tiene hasta la fecha en México, sin embargo es
importante sefial para que las instituciones de salud incluyan los diagnosticos de estudios de
HGA para enfermedades infecciosas en México (Sosa-Gutierrez CG, Cervantes-Castillo MA,
Laguna-Gonzalez R et al., 2021). Por otra parte , la region mexicana cuenta con una
variedad de climas y temperaturas favoreciendo escenarios variados para la distribucion de
garrapatas y patdgenos, tal es el caso de la Comarca Lagunera y sus cercanias,
caracterizado por su variacion de temperaturas extremas, considerado como un clima seco
templado y tiene una limitacion de recursos hibridos, ademas de que su regién mantiene a
mas de 100 mil cabezas de ganado vacuno productor de leche considerada como una de las
mas importantes de Meéxico (Inzunza-Lopez, Jairo Omar, LOpez-Ariza; 2011).
Estd region formada por los estados del norte Coahuila y Durango, se tiene el primer
reporte en muestras de sangre de la garrapata R. sanguineos colectados en caninos
examinados por muestras de PCR y analisis filogenético con el gen 16S rRNA de las cuales
tres muestras corresponden para A. platys, siendo la primera caracterizacion molecular y
filogenética en el estudio de A. platys en perros en México (Consuelo Almazan, Vicente
H. Gonzalez-Alvarez, Isabel G; et al., 2016).




En México, los estudios se han enfocado en A. marginale y la anaplasmosis bovina. En el afio
2012, se reportaron 28 cepas mexicanas de A. marginale de diferentes estados como
Morelos, Yucatan, Veracruz, Chiapas, Estado de Meéxico, Hidalgo, Aguascalientes y
Tamaulipas. El estudio se enfoco en la principal proteina de superficie 1la (MSP1la) como
marcador molecular para identificar las diferentes cepas de A. marginale en los rebafios del

ganado bovino (Jiménez Ocampo R, etal., 2012).

Por otra parte, en el afio 2015, se identificaron nuevas cepas de A. marginale en dos
rebanos de bovinos: la Joya (Jalisco) y el Verdinefio (Nayarit) (Castafieda-Ortiz EJ, et al.,
2015). Por ultimo, también se han realizado estudios a nivel genémico. Una colaboracion
entre el INIFAP y la UAEM, reportaron los genomas de nueve cepas mexicanas de
A. marginale que provenian de ocho diferentes estados de la Republica Mexicana. El anélisis
muestra una comparacién entre los genomas de las nueve cepas mexicanas y cepas de Brasil,
Estados Unidos, Australia y Puerto Rico. Reportaron que las cepas mexicanas no sélo estan
relacionadas entre si, sino que también estan relacionadas genéticamente con otras regiones

geograficas a nivel mundial (Martinez Ocampo F. 2022).

Patogenicidad y virulencia

La patogenicidad se define como la capacidad de un microorganismo para causar enfermedad
en un hospedador, mientras que la virulencia se refiere al grado o intensidad con la que dicho
microorganismo produce dafio (Casadevall A y Pirofski LA, 2000). Ambos conceptos son
fundamentales para comprender la interaccion entre patdgeno y hospedador, asi como los
mecanismos involucrados en el desarrollo de enfermedades infecciosas.

En bacterias intracelulares como las del género Anaplasma, la patogenicidad esta
estrechamente relacionada con su capacidad para invadir, sobrevivir y replicarse dentro de
células del hospedador, como eritrocitos, leucocitos o plaguetas. Este proceso implica la
accion de diversos factores de virulencia que permiten la adhesién celular, la colonizacion y la

persistencia dentro del organismo (Finlay BB y Falkow S, 1997).

Islas de Patogenicidad.

Las islas de patogenicidad son regiones del genoma bacteriano que contienen grupos de genes
asociados con la capacidad de causar enfermedad. Estas regiones suelen adquirirse mediante
transferencia horizontal de genes y presentan caracteristicas distintivas, como un contenido de

GC diferente al resto del genoma y la presencia de elementos genéticos méviles, como




integrasas o transposasas (Hacker J y Kaper JB, 2000).

Los genes localizados en estas islas codifican diversos factores de virulencia, incluyendo
proteinas de adhesion, sistemas de secrecion, toxinas y mecanismos de evasion del sistema
inmune. Debido a su origen evolutivo, las islas de patogenicidad pueden variar entre especies
e incluso entre cepas de una misma especie, lo que contribuye a la diversidad en la capacidad
patogénica (Schmidt H y Hensel M, 2004).




Avances gendmicos recientes

En el afio 2023 sbélo se contaba con seis de las siete especies que integran el género
Anaplasma. Posteriormente, en febrero de 2024, se realiza una actualizacion en la que se
publicd el primer ensamblaje de A. bovis extraido de una cabra en china, teniendo el
genoma mas pequefio del género Anaplasma y un contenido de GC relativamente
menor. El analisis filogenético de la secuencia ortdloga de copia Unica mostré que A.
bovis estaba estrechamente relacionado con A. platys y A. phagocytophilum, pero
relativamente lejos de las especies intraeritrociticas de Anaplasma, también se mostré la
formacion de dos clados, el primer clado se conformaba por A. capra, A. centrale, A. ovis
A. marginale y en el segundo clado estaba conformado por A. bovis, A. platys y A.
phagocytophilum, es decir en el primer clado se unen las especies que infectan a los
eritrocitos y el segundo clado a los que infecta a los leucocitos y plaquetas. A. bovis tenia
116 ortogrupos Unicos y carecia de 51 ortogrupos en comparacion con otras especies de
Anaplasma. Los factores de virulencia de A. bovis fueron significativamente menores que
los de A. phagocytophilum, lo que sugiere una menor patogenicidad de A. bovis (Han XY,
Du LF, Lin ZT; et al., 2024).

En el afio 2025 se hizo nuevamente una revision en la pagina de NCBI y encontramos 6
nuevos ensamblajes a nivel contig de A. ovis provenientes de china cuyas cepas son NX044,
NX047, NX082, NX071, NX057, NX067, los cuales también se agregaron a este andlisis

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=142058).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=142058

HIPOTESIS

El analisis genomico y filogenético in silico del género Anaplasma permitira identificar
marcadores moleculares especificos de especie que mejoren la deteccion y diferenciacion de

bacterias patdgenas presentes en el sector pecuario en México.

JUSTIFICACION

La anaplasmosis es una enfermedad de importancia en el sector pecuario debido a las pérdidas
econdmicas que ocasionan a nivel mundial. En México, si bien la mayoria de los estudios y
reportes se han enfocado en A. marginale, esta especie es la Unica que cuenta con genomas
ensamblados en México, disponibles para su andlisis bioinforméatico. Este género puede
infectar diferentes tipos de células, como los eritrocitos, leucocitos y plaquetas, lo que sugiere
una diversidad de estos patdgenos.

Actualmente, la deteccién de la enfermedad anaplasmosis se realiza mediante métodos
serologicos y moleculares, como PCR dirigida a genes conservados. Entre los marcadores
moleculares mas utilizados, se encuentran los genes msp4, msp2, el gen 16S rRNA, groEL y
virD4. Sin embargo, estos presentan limitaciones importantes. EI gen 16S rRNA, aunque es
ampliamente utilizado, posee una alta conservacién entre especies, lo que dificulta la
discriminacion especifica. EI gen msp4 ha sido empleado en estudios filogenéticos debido a su
estabilidad presentando una alta conservacion genética entre las especies cercanas, lo que
limita su especificidad. Se hizo un analisis mediante un BLAST del gen msp4 de A. marginale
(Oklahoma) en donde evidenci6 una identidad del ~92% y 100% de cobertura con secuencias
de Anaplasma ovis, asi como otras similitudes con otras especies como A. centrale lo que
demuestra su baja capacidad discriminatoria. Por otro lado, el gen msp2 presenta una alta
variabilidad genética y esta sujeto a eventos de recombinacion y variacion genética. Lo que
dificulta su uso como marcador estable y reproducible. EI gen groEl, aunque es util en
estudios filogenéticos, presenta una conservacion amplia entre diferentes especies del mismo
género. Finalmente, el gen virD4, asociado al sistema de secrecidn tipo IV, ha sido utilizado
principalmente en A. marginale, por lo que se restringe su aplicacion como marcador
universal dentro del género.

Estas limitaciones evidencian que los marcadores moleculares tradicionales no cumplen con
los criterios de especificidad y en consecuencia detectar diagnosticos erroneos dificultando la

implementacion de estrategias de control adecuadas.




Ademas de que en México no se han realizados suficientes estudios de genémica comparativa
de este género que permita conocer la diversidad de estos patdgenos, es necesario llevar a

cabo analisis genomicos comparativos por medio de analisis in silico para mejorar la
deteccidn y diagnostico de la enfermedad anaplasmosis, siendo méas precisas ayudando a la

prevencion en el sector pecuario en México.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar marcadores moleculares especificos de especie, mediante el analisis de gendmica
comparativa, que permitan la deteccion de bacterias patogenas del género Anaplasma en el

sector pecuario en México.

Objetivos particulares

e Determinar las relaciones filogendmicas entre las especies del género Anaplasma.
e Caracterizar el pangenoma del género Anaplasma.

e |dentificar marcadores moleculares especificos de especie mediante analisis in
silico.

e Validar experimentalmente los marcadores moleculares mediante PCR.




MATERIALESY METODOS

Creacion de una base de datos del género Anaplasma

Se realizd una exhaustiva blsqueda de secuencias genomicas del género Anaplasma
disponibles en bases de datos reconocidas a nivel internacional: NCBI (National Center

Biotechnology Information), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, ENA (European Nucleotide

Archive) https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home y DDBJ (DNA Data Bank of Japan)

https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html, posteriormente se disefiaron tablas para clasificar las

secuencias de los genomas del género Anaplasma segun la siguiente informacién: nombre de
la especie, total de genomas obtenidos, nombre de la secuencia ensamblada, su nimero de
acceso GenBank, nombre del organismo, tipo de especie y nivel de ensamblaje en que se
encuentra (completos, cromosoma, scaffold, conting). Los genomas se obtuvieron en
formato *.fna, y con esta informacion se cred una base de datos alojada en un servidor
perteneciente al Centro de Investigacion de Dinamica Celular en el laboratorio de
Bioinformatica y Gendmica Comparativa. Las secuencias se organizaron en directorios
clasificados por género, especie y tipo de ensamblaje. Para evaluar la calidad de los
genomas obtenidos, se empled el programa CheckM v1.1, el cual permite identificar una
amplia gama de errores de los genomas aislados disponibles publicamente (Parks DH,
Imelfort M, Skennerton CT et al., 2015).

Con el fin de caracterizar los genomas, se descargd la seccion Assembly statistics report en
formato (.txt) desde la base de datos. A través de un script, comandos basicos en la terminal de
linux y el archivo de entrada en formato (.txt) se extrajo informacion relevante sobre el
ensamblaje, el nombre del organismo, el tipo de muestra, hospedero, el nimero de acceso a
GenBank, la longitud del genoma, el nidmero de replicones (cromosomas y plasmidos) o

fragmentos de DNA (Scaffolds y Contigs).

Para determinar el contenido de G+C de los genomas se utiliz6 el programa Quast, empleando
los genomas como archivos (*.fna) de entrada.

Anélisis pangendémico

Para validar su taxonomia de las especies del género Anaplasma, se llevaron a cabo dos analisis
principales: i) analisis filogenomico y ii) analisis filogenético. El analisis filogenémico se
realizd6 mediante la concatenacién de secuencias del genoma core (también Ilamado genoma

nacleo o basico), utilizando los programas Prokka, Roary y get homologues.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html

Prokka predijo e identificd genes, secuencias codificantes (CDS), genes de RNA ribosomal
(rRNA), secuencias repetidas, RNAs de transferencia (tRNAs) y RNAS mensajeros de
transferencia (tmRNAs) (Seemann T; 2014). Los archivos de salida de Prokka en formato *.gff
se emplearon como entrada en Roary, que ayudo en la construccién de pangenomas e
identificacion de genes core, es decir, aquellos genes compartidos por los genomas de interés
(Page et al., 2015). Finalmente, los archivos de salida de Roary se introdujeron en la
herramienta visual phandango (https://jameshadfield.github.io/phandango/#/), el cual se podria
presenciar la presencia y ausencia de genes del género Anaplasma.

Los archivos de salida en formato *.gbk de Prokka sirvieron como archivos de entrada para el
programa get homologes.

Esta ultima herramienta identifico los clUsteres de genes ortélogos mediante una coleccién de
scripts en Perl implementados en GET_HOMOLOGUE, aplicando tres algoritmos:
Bidirectional Best Hit (BDBH), clusters of Orthologous Genes (GOG triangles) y Ortho
Markov Cluster (OMCL) con un valor de inflacion de 1.5. La agrupacion de las secuencias
codificantes (CDSs) en grupos de ortologia se llevé a cabo usando los siguientes parametros: un
umbral de valor E de > 1 x 10-5 para busquedas blastp, una cobertura minima de alineamientos
del 75% vy la busqueda de dominios pfam y el filtro de composicion (-D) para refinar las
definiciones de ortologia basadas en similitud.

El genoma nucleo, definido como el conjunto de clusteres ortélogos presentes en todos los
genomas, se determind usando el script compare_clusters.pl con el consenso de los tres
algoritmos y la opcion -y 0 (para reportar todos los cllsteres), -m (para generar la matriz de
interseccion del pangenoma) y -T (para construir un arbol de pangenoma basado en
parsimonia), Los subconjuntos restantes del pangenoma-softcore (presente en > 95% de los
genomas), Shell(presente en >2 pero <95% de los genomas) y cloud (presente en <2 genomas)
se clasificaron usando el parse_pengenome_matrix.pl script con la opcién -s.

Analisis filogendémico

Los genes ortdlogos de copia Unica se identificaron usando los tres algoritmos de busqueda y
agrupamiento implementados en GET_HOMOLOGUES v3.7.1. El conjunto consenso de genes
ortélogos obtenidos a partir de estos algoritmos se utilizd para reconstruir la filogenia del
género Anaplasma con el pipeline GET_PHYLOMARKERS v2.1.0. Las secuencias proteicas
de los genes ortdlogos se alinearon inicialmente usando Clustal Omega, y los alineamientos
resultantes se convirtieron a alineamientos basados en codones con PAL2NAL
(https://github.com/liaochenlanruo/PAL2NAL). Posteriormente, estos alineamientos codénicos
se evaluaron en busca de evidencia de recombinacion mediante la prueba PHI, y aquellos que

mostraron sefiales significativas de recombinacion se excluyeron de analisis posteriores.




Para cada alineamiento sin recombinacidn, se infirieron arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud (ML) usando 1Q-TREE v2.3.1, que realiza seleccion automéatica de modelos con
ModelFinder. Los arboles génicos resultantes se examinaron después para detectar posibles
valores atipicos mediante el paquete de R kdetrees v0.1.5. Posteriormente, la sefial filogenética
de cada arbol génico se evalu6 con base en sus valores medios de soporte de rama, conservando
solo aquellos con un soporte medio de biparticion tipo Shimodaira—Hasegawa (SH-aLRT) 0.75
(pardmetro: -m 0.75). Finalmente, los alineamientos que pasaron todos los filtros de calidad se
concatenaron y se usaron para una reconstruccion final del arbol de especies por maxima
verosimilitud con 1Q-TREE, incluyendo el ajuste del modelo, para estimar la filogenia basada
en genomas. Ademas, se aplicaron pruebas de pares emparejados maximos (maximal matched-
pairs tests) para evaluar posibles violaciones de los supuestos de Estacionariedad,
Reversibilidad y Homogeneidad (SRH) que subyacen a los modelos filogenéticos de ML, tal
como se implementa en 1Q-TREE. Asimismo, se empled ASTRAL-

IV para estimar el arbol de especies directamente a partir de los arboles génicos ML filtrados,
proporcionando estimaciones de longitud de rama (tanto terminales como internas) en unidades
de sustituciones por sitio.

Anélisis filogenético

Para en analisis filogenético se enfocO en el gen 16 SRNA para las especies que no cuentan con
un genoma disponible, utilizando como herramientas bioinformaticas los programas
JModelTest, PhyML y FigTree; que permitieron identificar las relaciones evolutivas de las
especies del género Anaplasma.

Gendmica comparativa

Adicionalmente, se realizé un segundo andlisis de validacion taxondmica mediante genémica
comparativa, con el programa ANI (identidad de promedio de nucle6tidos) utilizando como
archivos de entrada los genomas en formato*.fna de las diferentes especies del género
Anaplasma.

Finalmente, con el servidor Proksee se utilizd para la visualizacion del genoma y la
comparacion gendémica del Género Anaplasma con la herramienta blast ring formando mapas

interactivos circulares.




Identificacion de las proteinas relacionadas con la patogenicidad, resistencia a

antibidticos y evasidn del sistema inmune.

Para la identificacion de proteinas asociadas con la patogenicidad, resistencia a antibidticos y la
posible evasion del sistema inmune en los genomas del género Anaplasma se utilizaron bases
de datos especializadas. Entre ellas, se incluye PathogenFinder, una herramienta
bioinformatica que predice la probabilidad de que una bacteria sea patdgena para humanos,
basandose en la presencia de familias de proteinas asociadas a organismos patégenos, basada en
un analisis estadistico (Cosentino, S., Voldby Larsen et al; 2013).

ResFinder, desarrollado en Perl, el cual detecta genes de resistencia a los antimicrobianos en
datos de secuenciacion (Florensa AF, Kaas RS, et al., 2022), se utiliz6 CARD (Comprehensive
Antibiotic Resistance Database) y de VirulenceFinder, bases de datos relacionada a la
resistencia de antibidticos e identificacion de genes de virulencia. Para dilucidar los
mecanismos patdgenos en enfermedades infecciosas se utiliz6 VFDB (Virulence Factor
Database) esto con el fin del desarrollo de nuevos enfoques de tratamiento y prevencion de
enfermedades (Chen L, Yang J, Yu J, Yao Z et al;2005) y PAIDB (Pathogenicity Island
Database) dedicada a proporcionar informacién completa sobre las islas de patogenicidad y
candidatos en genomas procariéticos (Yoon SH, Park YK, Kim JF; 2015), por mencionar

algunos.




Identificacion de los marcadores moleculares

Se calcularon matrices pangendmicas a partir de maltiples analisis comparativos, tanto a
nivel de cepas dentro de la misma especie, como entre clados de diferentes especies, asi
como para el conjunto completo de genomas pertenecientes al género Anaplasma. Mediante
matrices pangenomicas se identificaron posibles marcadores moleculares a nivel de género
y especie con la ayuda del programa phandango. Una vez identificados los
marcadores, fueron mapeados a 100pb upstream y downstream en los genomas para el disefio
de oligonucledtidos externos y con el programa Ugene se identificaron los oligos internos para
la PCR anidada. Estos oligos se disefiaron de tamafio de 18-25 oligonucleotidos, con una
temperatura de “annealing” aproximadamente de 60 °C y un 40-60% de contenido de GC.
Extraccién de DNA

Para la validacion de los oligos sintetizados, se recolectaron y procesaron muestras de sangre
de ganado bovino provenientes de distintas unidades de produccion del estado de Morelos,
especificamente en los municipios de Temoac, Zacualpan de Amilpas y Cuernavaca. Las
muestras se obtuvieron por puncién de la vena coccigea (ubicada en la base de la cola del

animal). Durante la recoleccion, se registraron datos como edad, sexo y fecha de muestreo.

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos de 4 mL, los cuales contienen el
anticoagulante EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), que evita la coagulacion de la sangre

y preserva las células sanguineas (eritrocitos, leucocitos y plaquetas).

El DNA gendmico bacteriano fue extraido mediante el método tradicional de fenol-
cloroformo. Se trabajé con seis muestras de 200 L de sangre y sus respectivos duplicados,
obteniéndose un total de 12 muestras. Estas se identificaron con el nimero de arete del
bovino: 0700 CS, 9845 CS, 6567 CS, 0715 SN/SA, 0378 CSy 3450 CS.

El procedimiento de extraccion inicié con la fase de la lisis, se adicion de 200 pL de Tris-
EDTA 0.5 M (EDTA 5 mM, Tris 0.025 M pH 8) a cada muestra, el cual actia como agente
quelante que se une a iones metalicos, protege el DNA y facilita la lisis celular. Se agregaron
40 pL de proteinasa K y se mezclaron en el vortex y se incubaron durante 30 minutos a
56 °C.




Después de la incubacion, se afiadieron 400 pL de fenol-cloroformo, se mezclé nuevamente
en vortex por 10 segundos y se centrifugd por 3 minutos con 30 segundos a 14,000 rpm a
temperatura ambiente (aprox. 25 °C). En la etapa de precipitacién y lavado de DNA, se
recuperaron 400 pL del sobrenadante, a los que se afiadié una solucion salina (NaCl) en
volumen 1:1 se mezclaron manualmente por inversion y se afiadié dos volumenes de alcohol
isopropilico. Se mezclaron y se precipitaron a -20 °C toda la noche, al finalizar la incubacion

se centrifugaron por 15 minutos a 14,000 rpm.

El sobrenadante fue decantado cuidadosamente para conservar el pellet de DNA. Este se lavo
con 1 mL de etanol al 70 % y se centrifug6 por 1 minuto con 30 segundos a 14,000 rpm. El
etanol fue eliminado, y el pellet se dejo secar sobre papel absorbente durante 5 minutos.
Finalmente, se incubd brevemente para evaporar completamente el etanol residual y se

resuspendio el DNA en agua libre de nucleasas.

Para la visualizaciéon del DNA extraido, se prepard un gel de agarosa al 1 %, utilizando 0.35 g
de agarosa en 35 mL de solucion tampdn TAE 1x. Se afiadio Diamond™ Nucleic Acid Dye a
la mezcla para permitir la visualizacion del DNA bajo luz ultravioleta (UV). Las muestras se
cargaron en el gel y se sometieron a electroforesis a 90 volts y 400 miliamperios durante 20

minutos. Las bandas se visualizaron mediante luz UV.

Ademas de la visualizacion en gel, se realizd una cuantificacion de la pureza del DNA
mediante espectrofotometria, evaluando las relaciones de absorcion 260/280 nm (indicador de

proteinas) y 260/230 nm (indicador de contaminantes como fenol y sales).

Finalmente, se realizaron pruebas de PCR utilizando los oligos disefiados y validados con
controles positivos provistos por la Unidad de Anaplasmosis del CENID-SAI (INIFAP). La
técnica empleada fue PCR anidada, seleccionada por su alta especificidad en la deteccion de

Anaplasma spp.




PCR anidada

Se llevé a cabo una PCR anidada para la deteccion de Anaplasma marginale, especie de
mayor estudio en México y para la cual disponemos de controles positivos. Para la PCR
anidada emplea dos rondas de amplificacion y se disponen de dos pares de oligonucledtidos
reportados en la literatura (Leandro Silva Andrade, Rayanne Soalheiro de Souza, et al., 2024).

En la primera reaccion se amplifico para el gen msp4, obteniendo un fragmento de 872pb con

los siguientes oligonucle6tidos externos:

Forward: 5’-GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTC-3
Reverse: 5’- CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC-3’

Para la segunda reaccion también sobre el gen msp4, se obtuvo un producto de 294pb

utilizando los oligonucleotidos internos:

Forward: 5°>-CGCCAGCAAACTTTTCCAAA-3’
Reverse: 5’-ATATGGGGACACAGGCAAAT-3’

Una vez teniendo los oligonucleotidos sintetizados, se prepard el “mix” de reaccion para un
volumen total de 24uL multiplicado por 3. En un tubo estéril se afiadié 15ul de master mix (Taq
DNA polimerasa, dNTP, MgCl. y tampén de reaccion) 7 pl de agua libre de nucleasas, 1 pl de
los oligos (F y R), una vez obtenido esta muestra se mezcla suavemente y se distribuye 23 ul en
cada tubo de PCR (C- (agua), C+ (positivo a A. marginale)) a cada uno de esos tubos se le
afiade 1 pl del DNA molde extraido de las muestras de sangre y se coloca en el termociclador
automatico.

Para la segunda PCR, se prepar6 el mix de igual forma que en la primera solo que el molde
de DNA seria el producto de la primera PCR y se colocd en el termociclador automatico.
Finalmente se preparo el gel de agarosa al 1.2% utilizando .36 gr de agarosa y 30 ml de TAE al
1%y se visualizo bajo la luz UV.

Una vez obtenidas muestras positivas a A. marginale, el siguiente paso del proyecto consistiria
en sintetizar los oligonucle6tidos disefiados a partir de los analisis pangendémicos y evaluarlos
utilizando controles positivos y negativos, con el fin de determinar su capacidad para detectar la

secuencia del gen objetivo y su correcta amplificacion.




RESULTADOS

Creacion de una base de datos del género Anaplasma

Se realizo una busqueda de secuencias gendmicas del género Anaplasma en las principales
bases de datos internacionales: NCBI (National Center Biotechnology Information),
Nucleotide Archive)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, ENA (European

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home 'y DDBJ (DNA Data Bank of Japan)

https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html. En la base de datos NCBI (National Center for

Biotechnology Information) se identificaron un total de 66 ensamblajes gendmicos del género
Anaplasma (Tabla 1). La clasificacion de estos ensamblajes segun su nivel (completo,
cromosoma, scaffold y contig) se presenta detalladamente en la Tabla 2. En la base de datos
ENA (European Nucleotide Archive, EMBL-EBI) se registraron 73 genomas
correspondientes a distintas especies del género Anaplasma, teniendo el total por especie se
muestra en la Tabla 3 y los niveles de ensamblaje se describen en la Tabla 4.

Finalmente, en la base de datos DDBJ (DNA Data Bank of Japan) se obtuvieron 24

ensamblajes gendmicos, los cuales se presentan en la Tabla 5.

Tabla 1. Informacion general obtenida en la base de datos de NCBI, genomas del género Anaplasma con la siguiente

informacion: especie, hospedador, genomas disponibles, tipo de célula que infecta, tipo de vector, clima.

Especie Hospedero Genomas disponibles Tipo de célula Tipo de vector

en NCBI (datos
obtenidos 2026)

que infecta

Anaplasma platys | Perros Plaquetas Rhipicephalus Tropicales y
sanguineus subtropicales
Anaplasma capra | Ovwejas, 2 Eritrocitos Ixodes persulcatus, Clima monzénico
Cabras (Gloébulos rojo) | Haemaphysalis subtropical,
longicornis, H. concinna| templado, seco y
H. quinghaiensis y pocas lluvias.
Rhipicephalus microplus
Anaplasma Amplio rango 33 Neutrofilos Ixodes(scapularis, Paises tropicales
phagocytophilum de huéspedes: ricinus, persulcatus,
pequefios trianguliceps,
mamiferos, hexagonus,spinipalpis,
rumiantes, ovatus)
caballos, aves
gatos, perros,
humanos.
Anaplasma ovis Ovwejas, 8 Eritrocitos Ixodes, Dermacentor, Avreas tropicales y
Cabras Rhipicephalus y subtropicales
Bovinos Amblyomma



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html

Anaplasma bovis Owejas, 1 Monocitos R. appendiculatus, Subtropical y
Cabras Am.gemma,A.. temperaturas
variegatum, R. evertsi | calidas
evertsi,Hyalomma
truncatum, hy. Rufipesy
Rhipicephalus
praetextatus
Anaplasma centrale Bovinos 1 Eritrocitos Ixodes scapularis Clima seco
Anaplasma marginale 24 Eritrocitos Dermacentor, Avreas
Bovinos Rhipicephalus, tropicales y
Rhipicephalus microplus| subtropicales
Aaplasma endosimbionte de | Corzo 1 No definido Hyalomma asiaticum Clima seco
Hyalomma
asiaticum
Anaplasma sp. No definido 1 No definido No definido No definido
Candidatus Anaplasma sp. | Cabra 1 No definido No definido No definido
Anaplasma odocoilei No definido 0 No definido No definido No definido
Total de genomas 73

Tabla 2. Nivel de ensamblaje de los genomas del género Anaplasma.
Obtenidaen labase de datos de NCBI, de los genomas del género Anaplasma con la siguiente informacién: genomas totales,
ensamblaje a nivel completo, ensamblaje a nivel cromosomal, ensamblaje a nivel Scaffold, ensamblaje a nivel conting.

Especie

Genomas
disponibles en

NCBI (datos
obtenidos en 2026)

Base de datos Genomas Completos | Cromosomas Contings
NCBI totales

Anaplasma 1 1

platys

Anaplasma 2 2

capra

Anaplasma 33 6 1 6 22
phagocytophilum

Anaplasma ovis | 8 1 1 6
Anaplasma bovis | 1 1
Anaplasma 1 1

centrale

Anaplasma 24 2 4 1 17
marginale

Candidatus 1 1
anaplasma sp

Aaplasma 1 1
endosimbionte

de Hyalomma

asiaticum

Anaplasma sp. 1 1
Anaplasma 0 0
odocoilei

Total 73




Tabla3. Total, de genomas del género Anaplasma obtenida en la base de datos de ENAEMBL-EBI

Anaplasma platys

Base de datos Especie ENA EMBL-EBI

Total de Genomas

Anaplasma capra 2
Anaplasma phagocytophilum 38
Anaplasma ovis 3
Anaplasma bovis 0
Anaplasma centrale 1
Anaplasma marginale 24
Anaplasma sp. 1

1

Candidatus Anaplasma sp. TIGMIC

Tabla 4. Nivel de ensamblaje obtenida en la base de datos ENAEMBL-EBI, de los genomas del género Anaplasma, con la

siguiente informacion: genomas totales, ensamblaje a nivel completo, ensamblaje a nivel cromosomal, ensamblaje a nivel
Scaffold, ensamblaje a nivel contig

Base de Datos Especie Total de Completos Cromosomas Scaffold Contigs
ENA EMBL-EBI genomas

Anaplasma platys 1 0 1 0 0
Anaplasma capra 2 0 0 2 0
Anaplasma 38 6 1 9 22
phagacytophilum

Anaplasma ovis 3 2

Anaplasma bovis 1 0 ] 0 1
Anaplasma centrale 1

Anaplasma marginale 24 2 4 1 17
Anaplasma sp. 1 1

Candidatus Anaplasma sp. 1 1
TIGMIC

Total de ensamblaje 72




Tabla 5. Total de Genomas obtenida en la base de datos DDBJ, del género Anaplasma con la siguiente informacion:

genomas totales, ensamblaje a nivel completo, ensamblaje a nivel cromosomal, ensamblaje a nivel scaffold, ensamblaje a nive

contig

Nombre

Organismo

Refseq

Completos

Cromosomas

Contigs

Haibeti

Anaplasma_Ovis

SAMNO02739299

ASM333112v1

Anaplasma
marginale MEX-
01-001-01

PRINA476110

ASM351567vl

Anaplasma
marginale
Palmeira

GCA_003515675.1

ASMER0130v1

Anaplasma
marginale MEX-
30-184-02

GCA_008801305.1

ASMB880132v1

Anaplasma
marginale (a-

proteobacteria)
MEX-30-193-01

GCA _008801325.1

ApCRT35 1.0

Anaplasma
phagocytophilum
str. CR135

GCA_000689615.1

ASM2347657v1

Anaplasma
phagocytophilum
AKS2020-120P

GCA _023476575.1

ASM49553vl1

Anaplasma
marginale str.
Dawn (a-
proteobacteria)

GCA_000495535.1




- ApNorV2_ 1.0 Anaplasma i GCA_000689635.1

ASMII94vVI | Anaplasma GCA_000011945.1 1

GCA_000215563.2

ASM21558v2 | Anaplasma | GCA 000215585.1

-MIS“SJ ---

ASM333112vI | Anaplasma GCA _003331125.1
marginale MEX-
01-001-01

Seleccién y procesamientos de datos gendmicos:

Para el desarrollo de este proyecto, se eligio utilizar la base de datos del NCBI, debido a su

acceso a las secuencias gendmicas. Tras realizar una bulsqueda, se seleccionaron y




clasificaron los genomas, organizdndose en tablas y descargando las secuencias

correspondientes. Estas secuencias fueron posteriormente subidas a un servidor dedicado para

la creacion de la base de datos (Figura 1).

a@lort:/SCRATCH/db/Anaplasma/genomas$ | |
all_anaplasma anaplasma_phagocytophilum
anaplasma_candidatus_sp anaplasma_platys
anaplasma_marginale anaplasma_platys
anaplasma_capra anaplasma_ovis

anaplasma_ovis

Figural.Se muestrael servidor con los directorios creados y dentro deellas los genomas del género Anaplasma
en formato (*.fna) que se obtuvieron de la base de datos NCBI.

Dentro de la base de datos, se formaron directorios jerarquicos a nivel de género, especie y
ensamblaje de cada genoma. Ademas, se descargaron estadisticas de ensamblaje para recopilar

informacidn general sobre cada genoma.

En total, se obtuvieron 73 genomas, distribuidos de la siguiente manera: 24 genomas de
A.marginale, 33 de A.phagocytophilum, 8 de A.ovis, 1 de A. platys, 1 de A. bovis, 2 A. capra, 1
de A. centrale, 1 del Candidatus anaplasma sp TIGMIC, 1 de Anaplasma sp y 1

Aaplasma endosymbiont of Hyalomma asiaticum (Tabla 6).

m GenBank Biosample Organism name Infraspecific name
Anaplasma centrale GCA_000024505.1 SAMNO02604279  Anaplasma centrale str. Israel (a-proteobacteria) Israel
Anaplasma marginale GCA_000011945.1 SAMNO02604305  Anaplasma marginale str. St. Maries (a-proteobacteria) St. Maries
Anplasma marginale GCA_000020305.1 SAMNO02604306 Anaplasma marginale str. Florida (a-proteobacteria) Florida
Anaplasma ovis GCA_002214625.2 SAMNO02739299  Anaplasma ovis str. Haibei (a-proteobacteria) Haibei
Anaplasma phagocituphilum GCA_000013125.1 SAMNO02604015  Anaplasma phagocytophilum str. HZ (agent of human granulocytic ehrlichiosis) HzZ

Anaplasma phagocituphilum GCA_000439755.1 SAMNO02604172  Anaplasma phagocytophilum str. HZ2 (agent of human granulocytic ehrlichiosis) Hz2

Anaplasma phagocituphilum GCA_000439775.1 SAMNO02604171  Anaplasma phagocytophilum str. JM (agent of human granulocytic ehrlichiosis) M

Anaplasma phagocituphilum GCA_000689635.2 SAMNO02647161  Anaplasma phagocytophilum str. Norway variant2 (agent of human granulocytic ehrlichiosis) ~ Norway variant2
Anaplasma phagocituphilum GCA_013487825.1 SAMNO02647162  Anaplasma phagocytophilum str. Norway variantl (agent of human granulocytic ehrlichiosis) ~ Norway Variant 1
Anaplasma phagocituphilum GCA_023278635.1 SAMN10782609  Anaplasma phagocytophilum (agent of human granulocytic ehrlichiosis) KZ-A1

Tabla6. Informacién acerca del nombre de la especie, ensamblada, su nimero de acceso a GenBank, nombre de

la secuencia, y el nombre infraespecifico.

Analisis de Calidad Gen6mica mediante CheckM:

Para determinar la calidad de los genomas obtenidos, se utiliz6 elprograma CheckM.

Un ejemplo representativo de las lineas de comandos del programa CheckM:

$ nohup checkmtaxonomy_wf genus Anaplasma -t 10 -x fna genomas checkm_output &

En donde los parametros son:

nohup checkm > archivo de salida
taxonomy_wfgenus Anaplasma > taxonomia del género Anaplasma
fna > losarchivos de entrada en formatos. fna

checkm_output > Directorio de salida de CheckM




Al ejecutar el programa, se gener0 un nuevo directorio de salida denominado
CheckM_output, junto con un archivo de texto plano Ilamado nohup.out. Este archivo de
texto fue fundamental para obtener informacién detallada sobre la calidad de los genomas

analizados. Al revisar elarchivo nohup.out, se presentaron varios parametros clave:
e Bin ID: Corresponde al namero de acceso en GenBank.

e Marker Lineage: Indica que los genomas pertenecen al género Anaplasma.

e Genomes: Se refiere al numero total de genomas o identidades genodmicas.

e Marker Set: Es el conjunto completo de marcadores utilizados para la evaluacion

gendmica.

Lostres ultimos son los mas importantes para elanalisis:

e Completeness: Indica elgrado de completitud de los genomas.

e Contamination: Muestra la presencia de material genético contaminante, es decir, de
otros organismos no pertenecientes al genoma en estudio.

e Strain Heterogeneity: Mide la variabilidad genética dentro de una sola cepa o especie.
Un valor alto de heterogeneidad (100) puede indicar la existencia de subpoblaciones
genéticamente distintas dentro de un mismo organismo (Parks DH, Imelfort M,
Skennerton CT et al., 2015).

Con base en estos datos, fue posible determinar la calidad de los genomas, permitiendo un

analisis mas preciso y la exclusion de aquellos genomas de baja calidad (Figura 2).

Finished parsing hits for 1 of 1 (160.00%) bins.

[2024-03-05 12:43:46] INFO: { Current stage: 0:00:00,242 || Total: 0:01:54.706 }

Figura 2. Visualizacion de los archivos de salida del programa CheckM en texto plano simple (nohup).




Estos datos se colocaron en una tabla de forma ordenada para una mejor
visualizacién, determinamos los de mejor calidad con un porcentaje de Completeness
mayor del 80 % y descartamos los de baja calidad menor del 80% y para los niveles de
contaminacion con un porcentaje menor del 20%.

De acuerdo con estos parametros, de los 73 genomas disponibles en la base de datos
descartamos los genomas de la especie A. phagocytophilum con acceso a
GenbankGCA_900088645.1(ANAPRD1), GCA 900088605.1(ANAPC2), GCA 900088655.2
(ANAP H2_2), GCA 900088665.2 (ANAPC5), por tener altos niveles de
contaminacion 'y GCA 900088675.2 por tener un numero de contigs 300, como
parametro seleccionamos genomas de menor de 300 contigs debido a que al superar este
dato podria deberse a una fragmentacién excesiva, disminuyendo la calidad de los
genomas (Garcia-Lopez R, Vazquez-Castellanos JF, Moya A; 2015).

Otros genomas que fueron descartados fueron de la especie A. marginale
GCA 000215585.2 (South Idaho), GCA 000215605.2 (Okeechobee) por tener un nimero
de contigs de 358 y 403 y GCA_000215545.2 (AFMW) por estar contaminado(presencia de
DNA de otros organismos dentro del genoma ensamblado). A. sp GCA _028802975.1
(tick_binl), también fue descartado por estar contaminado. En el analisis de ANI, un
A. ovis con ensamblaje a nivel scaffold GCA 002849345.1(Idaho) fue descartado por ser
99 % idéntico a un A. marginale, es decir que posiblemente estuviera clasificado de
manera incorrecta. De un total de 24 genomas de A.marginale identificados se
descartaron 3, teniendo un total de 21 genomas, de 8 genomas de A. ovis se descartd 1 de 33

genomas de A.phagocytophilum quedo un total de 29 genomas.

Finalmente, la base de datos se conformaba de 64 genomas por analizar, teniendo 21 genomas
de A. marginale, 29 genomas de A. phagocytophilum, 2 genomas de A. capra, 7 genomas de
A. ovis, 1 genoma de A. bovis, 1 de Candidatus Anaplasma sp. TIGMIC, 1 genoma de
Aaplasma endosymbiont of Hyalomma asiaticum, 1 genoma de A. centrale y 1 genoma de A.
platys. Con el programa Quast version 3.0 se identifico sus % GC, teniendo como resultado:
A. centrale con un 49.98%, A.marginale de los 21, se hizo un promedio total de 49.78%,
A.ovis con 48.98%, A. capra 48.32%, A.platys con un 45.47%, Candidatus Anaplasma sp.
TIGMIC 45.26%, Aaplasma endosymbiont of Hyalomma asiaticum 43%, A.bovis 42.94% y
de los 29 genomas de A. phagocytophilum dieron un promedio de 41.69%.




GC (%) vs Tamano del genoma (Mbp) del género Anaplasma
clasificacion por categoria

Categoria
50 A' centrsle Eritrocitos
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Figura 3. Relacion entre el porcentaje de contenido GC (%) y el tamafio del genoma (Mbp) en especies representativas del género Anaplasma.
Los valores corresponden al promedio de genomas completos disponibles en la base de datos NCBI (2025). Las especies se clasificaron segiin su
tropismo celular en eritrocitos, plaquetas, leucocitos, endosimbiontes o categoria indefinida. Se observa variacion en el contenido GC vy en el
tamafio genémico entre especies, destacando A. phagocytophilum por presentar el mayor tamafio gendmico y menor porcentaje de GC en

comparacion con las especies que infectan eritrocitos.

Los ensamblajes (formato FASTA) fueron evaluados con QUAST v3.0 (Quality Assessment
Tool for Genome Assemblies), herramienta destinada a la evaluacion de calidad de ensamblajes

con y sin genoma de referencia.

En el analisis comparativo del contenido de GC (%) y el tamafio del genoma (Mbp) del género
Anaplasma mostré una variacion amplia en el contenido GC (41.69-49.98%) y con una
variacion de tamafios de entre (1.05-1.50 Mbp). Se observd que las especies asociadas a
eritrocitos tienen rango elevados de contenido de porcentaje de GC (48.32-49.98%) y tamafos
de entre 1.06-1.21Mbp.

A. platys y Candidatus anaplasma sp. Presentaron valores intermedios (45.26-45.47%) con
tamafios de alrededor de 1.13-120 Mbp. Finalmente A. phagocytophilum destacé como el caso
mas variado, al presentar el genoma de mayor tamafio y un contenido de GC bajo, siendo el mas

alejado del resto de las especies (Figura 3).




Caracterizacién genomica por grupo de célula infectada

Una vez determinada la calidad de los genomas, se descartaron aquellos que presentaban altos
niveles de fragmentacion y contaminacion. Posteriormente, los genomas restantes se clasificaron
en grupos de acuerdo con el tipo de célula que infectan: eritrocitos, plaquetas, leucocitos e
indefinido. Finalmente, se realizé la caracterizacion gendmica mediante el programa Prokka.
Grupo de los eritrocitos: El grupo de los eritrocitos se conforma de A. centrale, A. marginale,

A.ovisy A. capra.

En la caracterizacion gendmica de A. centrale se identificaron un total de genes de 1,059 de
los cuales 1,018 pertenecen a CDS (secuencias codificantes), 3 rRNA (RNAs ribosomales), 1
region repetida, 37 tRNA (RNAs de transferencia), y 1 tmRNA (RNA mensajero de transferencia)
(Figura 4A). En el mapa circular se identificaron el total de genes, nombre, funcion y
localizacion en el genoma. El anillo interno representa el contenido de GC (%) a lo largo del
genoma, permitiendo visualizar variaciones regionales en la composicion nucleotidica (Figura
4B).
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Figura 4(A-B). Caracterizacion genémica del grupo de los eritrocitos, A. centrale, obtenidos del programa Prokka

En el caso de A. marginale, considerando un total de 21 genomas completos disponibles, se realizé el
promedio de su caracterizacion genomica. Se identificaron en promedio 1,056.19 genes, de los cuales
1,015.38 corresponden a secuencias codificantes (CDS), 3 rRNA, 36.81 tRNA, 1 tmRNA y 0.14
regiones repetidas (Figura 5A). Estos resultados evidencian una alta proporcién de regiones
codificantes y una baja presencia de secuencias repetitivas, caracteristica comdn en genomas

bacterianos intracelulares obligados.

El mapa gendmico circular representativo de A. marginale cepa Florida (Figura 5B) muestra la
organizacion estructural del cromosoma, incluyendo la distribucion de CDS en ambas hebras (sentido
directo e inverso), asi como la localizacion de rRNA y tRNA. El anillo interno representa el contenido
de GC (%) a lo largo del genoma, permitiendo visualizar variaciones regionales en la composicién
nucleotidica. Se observa una distribucién homogénea de genes codificantes a lo largo del cromosoma,
con predominio de proteinas hipotéticas, ademas de genes asociados a funciones metabdlicas basicas

y procesos de mantenimiento celular.
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Figura 5(A-B). Caracterizacion gendmica del grupo de los eritrocitos, A. marginale, obtenidos del programa Prokka
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A. ovis: La caracterizacion genémica identifico un total de 966 genes, de los cuales 925
correspondieron a CDS (secuencias codificantes), 3 a rRNA (RNA ribosomales), 35 a tRNA
(ARNA de transferencia) y 1 tmRNA. No se detectaron regiones repetidas.
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Anaplasma capra: Su caracterizacion genomica identifico un total de 930 genes, de los
cuales 890 correspondieron a CDS (secuencias codificantes), 3 a genes de rRNA (ARN
ribosomales) y 37 a genes de tRNA (ARN de transferencia). No se detectaron regiones

repetidas ni genes de tmRNA.
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Promedio

Grupo de las plaquetas: Esta conformado por Anaplasma platys.

A. platys: Su caracterizacion gendmica se identificd en total genes fué de 1,054 de los cuales
1,016 pertenecena CDS (secuencias codificantes), 3 rRNA (RNAs ribosomales), se encontrd
0 regiones repetidas 34 tRNA (RNAs de transferencia), y 1 tmRNA (RNA mensajero de

transferencia).

A) Caracterizacion de Anaplasma platys
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Promedio

Grupo indefinido: Del genoma Candidatus anaplasma sp. TIGMIC no se pudo obtener
informacidn acerca de la célula que infecta. No obstante, su caracterizacién genémica permitio
identificar un total de 962 genes, de los cuales 926 correspondieron a CDS (Secuencias
codificantes), 2 a genes de rRNA (RNA ribosomales), 33 a genes de tRNA (RNA de

transferencia) y 1 a tmRNA. Asimosmo, no se detectaron regiones repetidas.

A)  Caracterizacion de Candidatus anaplasma sp.
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Grupo endosimbionte: El grupo endosimbionte estd conformado por la especie Aaplasma

endosimbionte de Hyalomma asiaticum. Su caracterizacion gendémica permitio identificar un

total de 944 genes, de los cuales 906 correspondieron a CDS (secuencias codificantes), 3 a

genes de rRNA (ARN ribosomales), 34 a genes de tRNA (ARN de transferencia) y 1 a

Asimismo, no se detectaron regiones repetidas.

A) Caracterizacion de Aaplasma endosimbionte de Hyalomma asiaticum
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Figura 10(A-B). Caracterizacion genoémica, grupo endosimbionte obtenidos del programa Prokka

Grupo de los leucocitos: El grupo de los eritrocitos se conforma de A. bovis y A.
phagocytophilum.
A. bovis: Su caracterizacion gendmica permitid identificar un total de 923 genes, de los cuales

886 correspondieron a CDS (secuencias codificantes), no se detectaron genes de rRNA (ARN
ribosomales), 36 a genes de tRNA (ARN de transferencia) y 1 a tmRNA. Asimismo, no se

detectaron regiones repetidas

A) Caracterizacion de Anaplasma bovis
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Figura 11(A-B). Caracterizacion genoémica del grupo de los leucocitos, obtenidos del programa Prokka.

A. phagocytophilum: En el caso de A. phagocytophilum al ser 29 genomas se promedio
su caracterizacion genomica, se identificaron en total 1,325.29 genes de los cuales
1286.93 pertenecen a CDS (secuencias codificantes), 3.03 rRNA (RNAs ribosomales), se
encontraron 0 regiones repetidas, 37.45 tRNA (RNAs de transferencia), y 1 tmRNA (RNA
mensajero de transferencia).
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Hospederos

Parte de la caracterizacion del género de Anaplasma es determinar el hospedero al cual infecta.
La imagen representa un esquema de diferentes especies del género Anaplasma y sus
respectivos hospedadores, segin datos obtenidos de la base de datos de NCBI 2025.
Aqui se muestra como se relacionan las especies del género Anaplasma con los hospederos en
los que se han reportado teniendo como principal fuente de muestra la sangre (Figura 13).
Grupo de eritrocitos:

A. centrale: ganado (sector pecuario) .

A. marginale: Ganado (sector pecuario), en especifico la mayoria de las muestras su principal
hospedero era la especie Bos taurus.

A. ovis: cabra (sector pecuario)

A. capra: cabra, en especifico la especie Capra Hircus

Grupo de las plaquetas:

A. platys: canis lupus familiaris (perros domésticos).
Grupo indefinido:

candidatus Anaplasma sp. TIGMIC: cabra, en especifico la especie Capra Hircus

Grupo de los leucocitos:

A. bovis: cabra

A.phagocytophilum: caballos (equus caballus), homo sapiens (humanos), garrapata (ixodes
scapularis), ovejas, roedores (zapus hudsonius) animales salvajes como Marmota himalayana

y venado rojo.
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Figura 13. Hospederos reportados que han sido infectados porel género Anaplasma obtenidos de Biosample en la base de datos de NCB 12026.
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Distribucion geografica del género Anaplasma a nivel Mundial

De los 64 genomas que conformaban la base de datos creada, fue posible obtener su
distribucion geogréafica a nivel mundial. En el mapa se muestra la distribucion geografica de
las diferentes especies del género Anaplasma reportadas en la base de datos de NCBI, 2026,
incluyendo el nuevo ensamblaje a nivel contig de A. bovis reportado en febrero 2024 en China
y el candidato como especie, Candidatus Anaplasma sp TIGMIC (Figura 14).

En particular en el continente americano la distribucion se organizé en tres regiones, América

del norte, América central y América del sur.

América del norte: En Estados Unidos se encuentran reportados los genomas de las especies
Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma marginale, en México se encuentra Anaplasma

marginale.

América central: En Saint Kitts and Nevis se tiene reportada la especie Anaplasma platys.
América del sur: En Brasil se localizan los genomas de la especie Anaplasma
marginale.

Europa: Lugares donde se tienen reportes de genomas de Anaplasma phagocytophilum son

en Netherlands, Austria, Francia, Alemania,

Asia: En lIsrael se encuentra Anaplasma centrale, en China estdn Anaplasma ovis,
Candidatus anaplasma sp, Anaplasma bovis, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma capra,
y Aaplasma endosimbionte de Hyalomma asiaticum y en Corea del Sur Anaplasma

phagocytophylum.

Oceania: En Australia se tiene reportado el genoma de Anaplasma marginale.
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Andalisis Pangenomicos

Roary Pangenome Categories,
Geénero Anaplasma

Genomas analizadas 64
Umbrales:
« Core: 99-100%

* Soft Core: 95-99%
« Shell: 15-95%
» Cloud: 0-15%

Figura 15. Pangenoma del Género Anaplasma, teniendo un core de 1 CDS, soft core 0 CDS, Shell 2231 CDS, cloud 11624 CDS.
Obtenidos con el programa Roary.

Con el programa Roary, se ejecuté el analisis pangenémico de los 64 genomas, teniendo una
distribucion pangenomica core de 1 secuencia codificante (que contiene 99 % < 100 % del
CDS total), de soft Core tuvo 0 secuencias codificantes (que contiene 95 % < 99 % del CDS
total), de shell 2,231 secuencias codificantes (que contiene de 15 % < 95 % del CDS total), y

de cloud 11624 secuencias codificantes (que contiene 0 % < 15 %)(Figura 15).

Con el programa phandango se hizo el andlisis de presencia y ausencia de los genes
conservados del género Anaplasma, la especie a la que pertenecia, hospedero y ubicacion
geografica. En el pangenoma, daba como genoma core de 1, con el programa phadango fué
posible localizar ese gen que se comparte con todas las especies del género Anaplasma, el
cual fue identificado como una enzima ATP sintetasa (Figura 16).
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Figura 17. Gréafico comparativo entre arbol filogenomico (analisis evolutivo) y pangenomico (presencia/ausencia)

Al obtener un genoma core en el programa Roary, se realizd un segundo analisis pangenémico
con el programa get homologues, se obtuvo un core de 93, permitiendo hacer una
comparacion del cladograma de presencia/ausencia y la filogenémica. A la derecha se
puede observar un arbol pangenémico basado en la presencia y ausencia de genes (accesorios y
core) mostrando la diversidad funcional de las proteinas que varian entre cepas permitiendo
identificar los genes core para el disefio de marcadores moleculares, en la izquierda se observa
un arbol filogenomico (analisis evolutivo) construido sobre alineamientos de genes nucleo
(core), en donde nos indica una relacion evolutiva. En ambos arboles se pueden
observar como se definen los clados de cada especie del género Anaplasma, en el centro se

puede ver los reordenamientos que ocurren al compararse ambos arboles (Figura 17).

Pangenome tree
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Figura 18. Grafico COG (Clusters of Orthologous Groups) del Género Anaplasma

Una vez agrupados los genes en clusters ortélogos se anotan con categorias COG (Clusters of
Orthologous Groups) que son representadas en este gréfico, el color en cada celda desde negro
hasta amarillo indica el nimero de genes asignados a esa categoria en ese genoma Yy cada letra
representa a la categoria que corresponde, también observamos las especies del genero
Anaplasma segun la similitud de su perfil COG. En el arbol se observa que se separan en tres
ramificaciones, la primer con las especies A. marginale y A. phagocitophyum en donde se
identifican patrones similares de funciones codificantes, después siguen A. centrale, A. capray A.
ovis y por ultimo Aaplasmay A. platys.

Generalmente se puede observar que las categorias en donde abundan mas presencia de genes a lo
largo del todo Género Anaplasma son: el J, C, H, L, O. El J corresponde a funciones como
traduccion, estructura ribosomal y la biogénesis, la C a la produccion y conversion de energia, la H
al transporte de coenzimas y metabolismo, la L funciones relacionadas con la replicacion,
reparacién y recombinacion y la O a modificaciones postraduccionales, chaperonas y la renovacion

de proteinas (Figura 18).




Pangenoma del grupo eritrocitos, primer grupo (A.centrale, A. capra, A.ovis, A. marginale)

Roary Pangenome Categories,
Grupo eritrocitos

Genomas analizadas: 31
Umbrales:
* Core: 99-100%

+ Soft Core: 95-99%
+ Shell: 15-95%
+ Cloud: 0-15%

Figura 19. Pangenoma del grupo de los eritrocitos, teniendo un core de 23 CDS, soft core 3 CDS, Shell 1,756 CDS,
cloud 2,875 CDS. Obtenidos con el programa Roary.

Con el fin de analizar la variabilidad gendmica entre las especies del grupo de los eritrocitos (A.
centrale, A. capra, A. ovis y A. marginale), se realizé un analisis pangenémico. Los resultados
mostraron un total de 23 secuencias codificantes en el genoma core (que representan entre el 99 %
y <100 % del total de CDS), 3 secuencias en el soft core (95 % a <99 %), 1,756 secuencias en la
categoria shell (15 % a <95 %) y 2,875 en la categoria cloud (0 % a <15 %) (Figura 19).




Pangenoma del grupo leucocitos (A. phagocytophilum y A. bovis)

Roary Pangenome Categories,
Grupo leucocitos

Genomas analizadas:30
Umbrales:
« Core: 99-100%

» Soft Core: 95-99%
* Shell: 15-95%
* Cloud: 0-15%

Figura 20. Pangenoma del grupo de leucocitos, teniendo un core de 2 CDS, soft core 285 CDS, Shell 1,298 CDS, cloud
4,863 CDS. Obtenidos con el programa Roary.

Para el grupo 2, se realizd un analisis pangendmico. Los resultados mostraron 1 secuencia
codificante en el genoma core (que representa entre el 99 % y <100 % del total de CDS), 4
secuencias en el soft core (95 % a <99 %), 1,590 secuencias en la categoria shell (15 % a <95
%) y 7,680 en la categoria cloud (0 % a <15 %) (Figura 21).




Pangenoma grupo leucocitos, plaguetas, indefinido, endosimbionte (A. bovis, A.
phagocytophilum, A. platys, Candidatus Anaplasma, A. endosimbionte )

Roary Pangenome Categories,
segundo grupo

Genomas analizadas:33
Umbrales:
* Core: 99-100%

* Soft Core: 95-99%
* Shell: 15-95%
* Cloud: 0-15%

Figura 21. Pangenoma del grupo 2, teniendo un core de 2 CDS, soft core 285 CDS, Shell 1,298 CDS, cloud 4,863
CDS. Obtenidos con el programa Roary.

En el grupo 3 se realiz6 un andlisis pangenémico. Los resultados mostraron 1 secuencia
codificante en el genoma core (que representa entre el 99 % y <100 % del total de CDS), 4
secuencias en el soft core (95 % a <99 %), 1,590 secuencias en la categoria shell (15 % a <95

%) y 7,680 en la categoria cloud (0 % a <15 %) (Figura 21)




Gendmica comparativa

Para la validacion taxondmica del género, se usé el programa identidad promedio de
nucleétidos (ANI) basado en ANI MUMer (ANIm) y ANIBlast (ANIb). Estas
alineaciones son evaluadas para determinar la cobertura general y el porcentaje de identidad. El
porcentaje de identidad de estas alineaciones se declara el ANI general del genoma al conjunto
de tipos. Los valores de cobertura se utilizan para garantizar requisitos minimos de cobertura
para coincidencias competentes (Ciufo S, Kannan S, Sharma S; et al., 2018). En el siguiente
mapa de calor, en el eje de las “x” y “y” se presenta las diferentes especies del género
Anaplasma respetando el mismo orden, su valor de ANIm corresponde entre el 0% y 100% de
similitud.

La similitud entre los genomas se evalué en un rango de 0 % a 100 %, donde el 100 % indica
secuencias de nucleotidos idénticas. Los colores mas intensos representan mayor similitud
(valores altos de ANIm), mientras que los mas claros indican menor similitud.
Al compararse entre si, los genomas presentaron valores de ANIm de 1 (100 %). Para el
analisis, se establecié un umbral de cobertura del 50 % y un valor de ANI > 95 % para la
delimitacion de especie.

De los genomas analizados de A. phagocytophilum, la mayoria presentd coberturas entre el 80
% y el 100 %, y valores de identidad superiores al 95 %. Unicamente el genoma
GCA 023476575.1 mostro un valor de ANI del 91 %.

A. marginale tiene una cobertura entre el 90% yel 100 % y los 20 genomas analizados todos
tuvieron un porcentaje de identidad mayor del 95%. A. capra solo eran dos genomas por
lo que su porcentaje de cobertura era entre el 98% y el 100% y su porcentaje de identidad era
del 99%. En Candidatus Anaplasma sp. TIGMIC se observé que su valor mas alto de ANI
era con la especie A. marginale con un valor casi del 89% de identidad. En este analisis
se propone que un genoma pudiera estar mal clasificado, se identificO que A. ovis a

nivel scaffold GCA _002849345.1 era 99 % idéntico a un A. marginale y al compararlo
con otro A. ovis a nivel de ensamblaje completo dié un valor de 87% idéntico, por lo que
fue descartado para este analisis, tiempo después se observd que este genoma se
encuentra eliminado de la base de datos de NCBI,2025:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_002849345.1/

Debido que al resto de las especies contaban con genomas Unicos estos tenian una cobertura del
100% y un porcentaje de identidad del 100%.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_002849345.1/

El anélisis de ANIb fué mucho mas estricto, los 29 genomas de A. phagocitphylum tenian un
valor de cobertura de entre el 85% y el 100 %, en comparacion con el resto de las especies del
género Anaplasma tenia valores de entre un 20% como el minimo y el 32% como maximo de
cobertura. De los 29 genomas, 22 genomas tuvieron un porcentaje de identidad del 95% mientras
que 4 genomas tuvieron un 94% y un genoma con 89% de identidad.

A. marginale tuvo un valor de cobertura de entre el 87% y el 100% y los 21 genomas tuvieron un
valor de identidad mayor del 95%.

A. capra su valor de cobertura fué de entre 98% y 100% y de identidad fue del 99 % y 100%.
Debido que al resto de las especies contaban con genomas Unicos, estos tenian una cobertura del
100% y un porcentaje de identidad del 100%.

Una vez obtenidos estos resultados, se llevo a cabo un analisis de correlacion entre la
cobertura y a identidad de los genomas en donde se podria tener un panorama mas general

de la divergencia general en todo el genoma.




Gendmica comparativa del género Anaplasma
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Figura 22. Anillo Blast del Género Anaplasma generada en Proksee, se colocé en el ndcleo como genoma de referencia A.

phagocytophilum (cepa norway variant 1), cada banda de color alrededor del ntcleo corresponde a un genoma de Anaplasma

(64 genomas) contra el genoma de referencia, los segmentos coloreados corresponden a regiones similares a la cepa

Norway y los huecos blancos corresponden a posiciones donde no se encontré un alineamiento significativo (esa region

podria ser ausencia ¢ divergencia).

En la figura 22 se muestra que la especie A. phagocytophilum presenta regiones altamente

conservadas, pero contienen pequefios huecos, esto sugiere su diversidad genomica, ademas de

que es el que infecta a un gran nimero de hospederos, se encuentran distribuidas en diferentes

regiones del mundo y tiene una gran compatibilidad bioldgica con su vector la garrapata

Ixodes la cual parasita a diversos hospederos. Podemos observar que tiene genes que se conserva

con A. marginale y en donde se observa mayor diferencia clara es en las especies A. platys, A.

bovis, Candidatus anaplasma sp y Aaplasma endosimbionte de Hyalomma asiaticum.




El resultado de este anillo es mostrar la conservacién de las regiones del genoma de referencia a

lo largo de toda la diversidad de especies de Anaplasma.

Genomica comparativa del grupo de los eritrocitos
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Figura 23. Anillo Blast del grupo de los eritrocitos. Las especies que infectan a eritrocitos esta conformado por: A.
marginale, A. centrale, A. ovis y A. capra, en este andlisis comparativo mediante anillo de blast. Se utiliz6 como gen de
referencia un gen completo de la especie A. marginale cepa str. Florida, los demas genomas se organizaron de acuerdo con su
origen geografico para determinar si existe alguna correlacion entre la variabilidad genética y la region de procedencia.

En el anillo se puede apreciar en el centro cepas provenientes de Estados Unidos el cual se
mantienen en su mayoria altamente conservado, ademas de que tienen cierta similitud con las cepas
aisladas en México y Brasil. En contraste, al comparar esas mismas cepas con las de Australia,
se observan diferencias muy claras en ciertas regiones del genoma. Esto sugiere que, aunque
existe un nacleo de genes compartidos entre todas las cepas aisladas de A. marginale, las cepas
australianas han acumulado variaciones especificas que las distinguen de los linajes americanos y
latinoamericanos.

También se observa que A. ovis proveniente de lIsrael tiene varias regiones conservadas con A.

marginale en comparacion con A. ovis y A. capra (Figura 23).




Gendmica comparativa del grupo de los leucocitos
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Figura 24. Anillo BLAST del grupo de los leucocitos. Se muestra la comparacion gendmica de multiples cepas de Anaplasma
phagocytophilum (en verde) y Anaplasma bovis (en azul), alineadas contra un genoma de referencia. Los anillos externos
representan las distintas cepas analizadas, donde las regiones conservadas indican una alta similitud genémica, mientras que
los espacios en blanco corresponden a regiones ausentes o con menor similitud. En el centro se presenta el genoma de
referencia, y el contenido de GC se muestra en el anillo interno. Este analisis permite visualizar el grado de conservacion y

variabilidad gendémica entre las cepas del grupo.

En el caso del grupo de los leucocitos en el centro se tom6 como genoma completo de referencia

A. phagocytophilum cepa Norway variant 1, proveniente de Noruega. Se observa que esta

especie es muy diversa entre si genéticamente, en particular las cepas que se encuentra en

Estados Unidos. Aunque tanto A. phagocytophilum y A. bovis pertenecen del mismo grupo de

leucocitos, infectan a diferentes células en este caso a neutrofilos y monocitos, y claramente se

puede observar que A. bovis tiene muy pocas regiones que se conservan con A. phagocytophilum

(Figura 24).




Identificacion de las proteinas relacionadas con la patogenicidad, resistencia a antibioticos y

evasion del sistema inmune.

El género Anaplasma ha sido reportado como un potencial grupo de bacterias zoonoticas, con
capacidad de infectar distintos hospedadores vertebrados, incluyendo al humano. Con el
objetivo de evaluar su riesgo potencial para la salud publica, se utilizé PathogenFinder version
1.1, es una herramienta disefiada para predecir el potencial patégeno de bacterias hacia humanos
a partir de datos de patrones en proteinas asociadas a organismos patdgenos y no patdgenos,
utilizando modelos estadisticos y de aprendizaje automatico.

Para ello, PathogenFinder construye una base de datos de familias de proteinas (PFDB)
mediante la agrupacién de proteinas en clusteres utilizando herramientas como CD-HIT, la cual
permite agrupar secuencias con alta similitud y reducir la redundancia del conjunto de datos. A
partir de estos cllsteres, el objetivo es identificar unicamente aquellos que presenten un valor
discriminativo entre organismo patégenos y no patdgenos (0y 1).

En conjunto, este proceso permite construir la PFDB (base de datos de familia de proteinas) a
partir de la agrupacion de proteinas, la evaluacion de su asociacién con patogenicidad y la
seleccion de aquellas familias con mayor valor discriminativo. Estas familias de proteinas
constituyen la base del modelo de PathogenFinder para predecir el potencial patogénico de un
organismao.

En las nueve especies analizadas del género Anaplasma, se identificd potencial patogénico en
todas ellas, incluyendo Candidatus anaplasma sp. (Figura 30B), lo que sugiere la presencia de
genes asociados con la capacidad de invasion o interaccion con ceélulas humanas.
Destaca particularmente A. phagocytophilum, que presentd el mayor nimero de proteinas
asociadas a patogenicidad humana (277 proteinas; Figura 28). Este resultado es consistente, ya
que el humano es uno de sus principales hospededores
En el caso de A. marginale, se analizaron 21 genomas completos, identificaindose en conjunto
14 proteinas patogénicas especificas para huésped humano. No obstante, en los genomas
ensamblados a nivel cromosémico (GCA _000495495.1, GCA 000495535.1,
GCA 003515675.1 y GCA 003515735.1) no se detectaron proteinas asociadas a
patogenicidad (Figura 29), lo cual podria relacionarse con variaciones en la calidad del

ensamblaje, pérdida génica o variabilidad entre cepas.

Para A. platys, con un Unico genoma ensamblado a nivel cromosémico, se identificaron 9
proteinas patogénicas (Figura 30C). En A. bovis se detectaron 2 proteinas (Figura 30A), en A.
ovis 5 (Figura 31B), en A. centrale 6 (Figura 31A), en A. capra 5 (Figura 30D), y en
Candidatus anaplasma sp. 7 (Figura 30B).




Para visualizar comparativamente estos resultados, se construyé un mapa de presencia-
ausencia de las proteinas patogénicas identificadas. En este mapa, las proteinas asociadas a
patogenicidad se representan en color azul, permitiendo observar patrones de conservacion o
variabilidad entre especies. Asimismo, se incluyé una barra lateral que indica la probabilidad
de patogenicidad humana en una escala de 0 a 1, donde el valor mas alto corresponde a A.
phagocytophilum, confirmando su mayor indice de riesgo potencial en comparacion con las
demas especies analizadas.

En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque todas las especies del género presentan
algn grado de potencial patogénico predicho, existe una marcada variabilidad en la cantidad y
probabilidad de proteinas asociadas a infeccion humana, destacando a A. phagocytophilum
como la especie con mayor respaldo genémico para un posible impacto zoonético.
Adicionalmente, PathogenFinder identifico secuencias que coincidieron con familias de

proteinas clasificadas como no patégenas dentro de su base de datos.
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Mapa de presencia/ausencia de proteinas
y probabilidad de ser patégeno en humanos del Género Anaplasma.
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Figura 25. Mapa de presencia (Azul y ausencia (blanco) de proteinas asociadas a patogenicidad

Presencia Ausente [ Presente humana en los genomas analizados del género Anaplasma. La barra inferior en escala rojo (1-0) indica
la probabilidad estimada de infeccion en humanos. A. phagocytophilum present6 la mayor cantidad de
proteinas relacionadas con la paotgenicidad, mientras que A. bovis mostré menos. En algunas cepas de
A. marginale (aislamientos de Australiay Brasil) no se detectaron proteinas asociadas.




Mapa de calor de patogenicidad del grupo de los eritrocitos
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Figura 26. Mapa de presencia (azul) y ausencia (blanco) de proteinas asociadas a patogenicidad humana
en el grupo que infecta eritrocitos (Anaplasma marginale, Anaplasma ovis, Anaplasma centrale y
Anaplasma capra). La barra lateral en escala rojo (1-0) indica la probabilidad estimada de infeccion en
humanos, mostrando variacion entre especies y aislamientos, con menor deteccion de proteinas asociadas
en algunas cepas.




Mapa de calor de patogenicidad del grupo de los leucocitos
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Especie / cepa

Mapa de presencia/ausencia de proteinas y probabilidad de ser patégeno en humanos de la especie Anaplasma phagocitophylum
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Figura 28. Mapa de presencia (azul) y ausencia (blanco) de proteinas

asociadas a patogenicidad humana en cepas de Anaplasma phagocytophilum. La barra
lateral en escala rojo (1-0) indica la probabilidad estimada de infeccién en humanos,
observandose alta conservacion de proteinas relacionadas con patogenicidad entre la
mayoria de los aislamientos, aunque con variaciones puntuales entre cepas.




Mapa de presencia/ausencia de proteinas

y probabilidad de ser patégeno en humanos de la especie Anaplasma marginale
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Figura 29. Mapa de presencia (azul) y ausencia (blanco) de

proteinas asociadas a patogenicidad humana en cepas de Anaplasma margin
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Mapa de presencia/ausencia de proteinas y probabilidad de ser patdgeno en humanos.
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Mapa de presencia/ausencia de proteinas y probabilidad de ser patégeno en humanos.
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Resistencia a antibioticos

Utilizamos las bases de datos ResFinder (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder) y CARD

(https://card.mcmaster.ca/) para identificar si las especies pertenecientes al genero Anaplasma

podrian tener alguna resistencia a antibioticos.

La herramienta ResFinder en la version 4.6.0 sirve para identificar genes adquiridos y/o
encuentra mutaciones cromosdmicas que median la resistencia a los antimicrobianos en la
secuencia de DNA total o parcial de bacterias, de la lista de los antimicrobianos se analizaron
de la clase de los aminoglucdésidos, aminociclitol, quinolona, beta-lactamicos, pleuromutilina,
macrolidos, tetraciclinas, estreptogramina b, oxazolidinona, amfenicol, polimimixina,
esteroides antibacterial, acido psedondmico, rifamicina, nitromidazol y indforos, el cual en su
mayoria actdan como antibiético. CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) es
una es una seleccionada de determinantes de resistencia caracterizados y revisados por pares y
antibioticos asociados, organizados segun los modelos de deteccion de genes AMR
(mutaciones puntuales asociadas a la resistencia) utilizando la herramienta Ontologia de
Resistencia a los Antibidticos (ARO), que organiza y clasifica informacion sobre los genes y
mecanismos que confieren resistencia a los antibiéticos en microorganismos. En ambas bases
de datos, no salio ningun resultado de que las especies del género Anaplasma fueran

resistentes a ningun antibiotico hasta en la actualidad.

Identificacion de factores de Virulencia.

VFanalyzer es una herramienta bioinformatica utilizada para la identificacion de factores de
virulencia mediante la comparacion de secuencias con la base de datos Virulence Factors Database
(VFDB). A diferencia de métodos basados unicamente en busquedas de similitud, como BLAST,
VFanalyzer emplea un enfoque basado en ortologia, agrupando genes en familias funcionales para
evitar falsos positivos derivados de genes paralogos.

El andlisis se realiza mediante busquedas jerarquicas e iterativas contra conjuntos de datos
previamente curados, lo que permite identificar tanto factores de virulencia conservados como
aquellos especificos de especie o cepa. Ademas, la herramienta incorpora un refinamiento basado
en el contexto genomico, considerando la organizacion de genes en sistemas funcionales, como
operones o sistemas de secrecion, lo que incrementa la precision en la identificacion de
determinantes de virulencia.

Para este estudio, se realizd un analisis de los factores de virulencia del género Anaplasma
utilizando VFDB, una plataforma especializada en la recopilacién de genes y proteinas asociados
con la patogenicidad bacteriana. En dicha base de datos se encuentran reportadas Unicamente

algunas especies del género, incluyendo A. centrale (cepa Israel), A. phagocytophilum (cepas HZ,
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Dog2, H2Z y JM) y A. marginale (cepas Florida y St. Maries). Debido a esta limitada
representacion, se analizaron adicionalmente otros genomas disponibles del genero Anaplasma,
con el objetivo de identificar factores de virulencia a nivel de género mediante inferencia por
similitud de secuencia.

Entre los principales factores identificados se encuentra AipA, una proteina de invasion
caracterizada en A. phagocytophilum, la cual participa en la adhesion e invasion de células
hospedadoras (Figura 32). Asimismo, se detectaron las proteinas Aspl4 y OmpA (YompA),
asociadas con procesos de adhesién bacteriana y entrada a la célula huésped, lo que sugiere la
presencia de mecanismos conservados de colonizacion dentro del género Anaplasma.

Un hallazgo relevante fue la identificacion del sistema de secrecion tipo 1V (T4SS),
especificamente el complejo VirB/VirD4, compuesto por multiples subunidades (VirB2—-VirB11ly
VirD4). Este sistema es fundamental para la translocacion de proteinas efectoras hacia la célula
hospedadora, permitiendo la manipulacion de procesos celulares y favoreciendo la supervivencia
intracelular. Dentro de los efectores asociados a este sistema se identificaron AnkA y Ats-1,
proteinas implicadas en la modulacién de la respuesta inmune y en la alteracién de funciones
celulares del hospedador.

Adicionalmente, se identificd la enzima enolasa (eno) en especies como A. capra, A. marginale, A.
ovis y A. bovis (Figuras 33, 35, 39 y 40). Aunque esta proteina cumple una funcion metabolica en
la glucdlisis, también ha sido asociada con la unién a plasminogeno, lo que sugiere un posible
papel en la adhesion y diseminacion bacteriana.

Finalmente, en A. capra se detectaron genes asociados con virulencia nutricional, particularmente
en la ruta de biosintesis de pirimidinas, con similitud a sistemas descritos en Francisella tularensis
(Figura 40). Este tipo de mecanismo puede estar relacionado con la capacidad de la bacteria para
sobrevivir en ambientes intracelulares con disponibilidad limitada de nutrientes.

En conjunto, estos resultados evidencian la presencia de maltiples determinantes de virulencia en
el género Anaplasma, incluyendo factores relacionados con adhesion, invasion, secrecion de
efectores y adaptacién metabdlica. La identificacion de estos elementos, mediante un enfoque
basado en ortologia y contexto gendémico, refuerza el potencial patogénico del genero y

proporciona una base funcional para la interpretacion de los resultados obtenidos en este estudio.
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Figura 32. Mapa de presencia (verde) y ausencia (gris) de factores de
virulencia en cepas de Anaplasma phagocytophilum. Se

incluyen genes relacionados con invasion y sistema de secrecion tipo 1V
(T4SS). La barra inferior clasifica los factores de virulencia por
categoria funcional (AipA, Aspl4, OmpA, Rvh T4SS y efectores T4SS),
evidenciando alta conservacion de los componentes del sistema de
secrecion entre los genomas analizados, con pérdidas puntuales en
algunos aislamientos.
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Figura 35. Mapa de presencia (verde) y ausencia (gris) de factores de
virulencia en cepas de Anaplasma marginale. Se muestran genes
asociados a invasion y al sistema de secrecion tipo 1V (T4SS),
evidenciando alta conservacion del sistema de secrecion entre los
aislamientos, con pérdidas puntuales de algunos componentes en
determinadas cepas.
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Figura 36. Mapa de presencia (verde) y ausencia (gris) de factores
de virulencia en Anaplasma platys. Se muestran genes asociados a
invasion y al sistema de secrecion tipo 1V (T4SS), observandose
conservacion parcial del sistema con ausencia de algunos
componentes en el genoma analizado.
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Figura 37. Mapa de presencia (verde) y ausencia (gris) de factores
de virulencia en Anaplasma centrale. Se muestran genes asociados
a invasion y al sistema de secrecion tipo 1V (T4SS), observandose
conservacion general del sistema de secrecion y ausencia de
algunos factores especificos de invasion.




Presencia/ausencia de Factores de virulencia en la especie Aaplasma endosimbionte de Hyalomma asiaticum
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Figura 38. Mapa de presencia

(verde) y ausencia (gris) de factores de virulencia en el Aaplasma endosimbionte
de Hyalomma asiaticum. Se muestran genes asociados a invasion y al sistema de
secrecion tipo 1V (T4SS), observandose conservacion parcial del sistemay
ausencia de varios factores de virulencia asociados a patogenicidad.
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Figura 39. Mapa de presencia

(verde) y ausencia (gris) de factores de virulencia en Anaplasma bovis. Se
muestran genes asociados a invasion y al sistema de secrecion tipo 1V (T4SS),
observandose conservacion parcial del sistema con ausencia de diversos factores
relacionados con patogenicidad.




Presencia/ausencia de Factores de virulencia en la especie Anaplasma capra
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Figura 40. Mapa de presencia (verde) y ausencia

(gris) de factores de virulencia en cepas de Anaplasma capra. Se muestran genes
asociados a invasion y al sistema de secrecion tipo 1V (T4SS), observandose
conservacion general del sistema con variaciones puntuales entre aislamientos y
presencia de genes adicionales relacionados con biosintesis.




Base de datos de islas de patogenicidad

En la base de datos PAIDB version 2.0 (http://www.paidb.re.kr/about paidb.php) se identifica las

islas de patogenicidad (PAI) y las islas de resistencia a los antimicrobianos (REI). PAIDB
identifica las PAI, regiones homdlogas a PAI, cPAI (regién similar a PAI que se superponen a islas
gendmicas, posibles candidatos PAI ), nPAI (region similar a PAI que no se superpone en islas
gendmicas, PAIl no probable), REI, region genomica homologa a REI, cREI (re gid n similar a
REI que se superpone a islas gendmicas, posible candidato a REI) y nREI, region similar a
REI que no se superpone aislas genomicas, REI no probable).

En este analisis no se identifico ninguna isla de patogenicidad, ni islas de resistencia a los

antimicrobianos en el género Anaplasma.

Identificacion de los marcadores moleculares

Una vez que se obtuvieron los archivos de salida del programa Roary, se determind la
presencia y ausencia de los genes, con base a este analisis se pudo identificar los marcadores
moleculares para cada especie.

En el caso de A. marginale, este genoma fue el mas conservado del todo el género por lo que
se pudo identificar s6lo 6 genes candidatos, A. phagocytophilum 272, A. platys 936, A.
centrale 227,

A. ovis 188, A. bovis 119, A. capra 22, Candidatus anaplasma sp. 107, Aaplasma
endosymbiont of Hyalomma asiaticum 3, también identificaron un marcador a nivel de
género, 24 marcadores del grupo eritrocito, del grupo de las plaquetas 936, no se identificaron
un marcador especifico del grupo de los leucocitos, debido a que es el mas variable entre

especies.

Para el primer filtro se identificaron los genes que estaban presentes en cada una de las especies
y se determind que fueron genes Unicos, también se determind el tamafio de 1000 a 2000 pb y
como segundo filtro fue identificar la secuencias de los genes candidatos como
marcadores  moleculares por medio de un script 'y realizar un blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) para compararlo con otras especies reportadas.

Al determinar que sea especifico de especie, asi solo seleccionados los que dieron el 100% a
las especies pertenecientes al género Anaplasma, de no ser asi, se seleccionaban las que

compartian una cobertura muy baja con otros organismos.

La gran mayoria de estos genes eran del tipo proteinas hipotéticas y otras relacionadas con

vias metabolicas y regulacion molecular.
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Marcador molecular para genero

El gen que se selecciond para marcador molecular a nivel de género Anaplasma fue el gen
ATP sintasa subunidad C, que era el gen Core en los analisis pangendmicos de Roary, la
secuencia que se utilizé como marcador molecular fue de la especie Aaplasma endosimbionte
de Hyalomma asiaticum, ya que su secuencia era la que mejor se conservaba con todas
las especies, una vez obtenido este gen se hicieron dos blastn para comparar su identidad y
cobertura, el primero era para determinar como este gen se conservaba a nivel de género y la
otra era para saber si se compartia con algun otro organismo registrado en la base de datos.

En el primer blast se utilizé los parametros “Choose Search set”, se selecciond la opcion
RefSeq genomes database, como organismo se selecciond Anaplasma (taxid:768) y fue

optimizado a somewhat similar sequences (blastn), esto para abarcar todas las especies del

. .
género (Figura 41).
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Figura 41. Visualizacion del Blastn del gen ATP sintasa subunidad C como candidato a marcador molecular del género Anaplasma




En el segundo blastn se utilizd en los parametros “Choose Search set”, se selecciono la
opcién core nt y se optimizd6 a somewhat similar sequences (blastn). En la imagen se
muestra el primer blastn del gen ATP sintasa subunidad C de Aaplasma endosimbionte de
Hyalomma asiaticum, se observa que este gen esta presente en todas las especies del género
Anaplasma, con una cobertura del 100% y de identidad de entre 82.67% y 80.00%, siendo
un buen candidato como marcador molecular. En ciertas posiciones concretas del
alineamiento (marcadas en rojo) se detectaron sustituciones de nucleétidos. Esto indica que,
pueden compartir el mismo gen homologo, pero su secuencia puede variar en ciertos
nucledtidos. Asi que para el disefio de un marcador molecular se seleccionaron fragmentos
que tuvieran la menor variabilidad posible, como muestra en el recuadro rojo, también al
seleccionar la opcion “somewhat similar sequences”, se tiene algunos espacios en blanco
que también se respetaron como muestra la franja azul y seleccionaron la secuencia de

nucleotidos que mejor se conservan (Figura 42).
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Figura 42. Visualizacién del Blastn del gen ATP sintasa subunidad C con otras especies filogenéticamente cercanas.




Para disefiar el marcador molecular, ademas de escoger las regiones mas conservadas a nivel de
género, se selecciond especificamente el fragmento que abarca las posiciones 203 a 223
(resaltado en el recuadro rojo). Al someter esta regién a un segundo BLAST contra la base
de datos completa, se comprobé que también estd presente en bacterias filogenéticamente
cercanas al género Anaplasma, como Ehrlichia japonica (97% de cobertura y 78.08% de
identidad), Ehrlichia ruminantium (97% de cobertura y 77.98% de identidad) y Neoehrlichia
mikurensis (88% de cobertura y 75.63% de identidad), entre otras. Sin embargo, al optimizar la
busqueda para secuencias muy similares (BLASTN), muchas de estas especies mostraron un
alineamiento parcial frente al gen candidato. Por ello, se eligio la region que no se alineaba o lo
hacia minimamente con dichas bacterias, pero que si se mantenia completamente conservada en

todas las especies del género Anaplasma.

Una vez seleccionada los oligonucle6tidos fueron:

F5'-ATGGACTCCCTTAGGTTTGTTG-3’
R5 ATCCAGCCACAAATATCAGC-3" (GCTGATATTTGTGGCTGGAT)

Los oligonuclettidos fueron evaluados mediante OligoAnalyzer. ElI forward presentd una
longitud de 22 nucleotidos, mientras que el reverse fue de 20 nucledtidos, con un contenido de
GC de 45.5%, considerando adecuado. No se detectd la formacion de estructuras secundarias
tipo hairpin a una temperatura de 62.2, ni la formacion de dimeros (self-dimer).
Asimismo, el uso de una PCR anidada incrementa la especificidad del analisis. Este enfoque
consta de dos etapas: una PCR externa y una interna. En la PCR externa se emplea el gen
completo de la ATP sintasa subunidad C. Posteriormente, la PCR interna amplifico la region

especifica correspondiente al oligonucledtido seleccionado a partir del analisis BLAST.
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Marcador molecular para grupo de eritrocitos

Para el marcador molecular de los eritrocitos se selecciono el gen que codifica la proteina de

Anaplasma centrale

blast result
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blast result

Anaplasma ovis

Al optimizarlo con la opcion menos

choque frio CspJ de la especie A. capra, se
hicieron dos blast, uno en la base de datos de
NCBI y otro con el programa Ugene (Figura
43A) para el aspecto visual, en ambos se
obtuvieron resultados similares, en el primer
blast obtuvieron que el gen comparte el 95%
de cobertura y 91.67% de identidad con A.
marginale, A. centrale y A. ovis, siendo un
buen candidato como marcador molecular del

grupo de los eritrocitos.

estricta “somewhat similar sequences” se encontro

similitud con otras bacterias reportadas, por lo que se seleccionaron las regiones mejores

conservadas para el disefio de oligonucleétidos, de igual forma se obtuvieron las secuencias

100 pb upstream y downstream para los oligonucleétidos de la PCR externa (Figura 43B).
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Figura 43 (A-B). Visualizacion del resultado del blastn en el programa Ugene del gen que codifica la proteina de choque de frio Cspj.

Imagen debajo es la visualizacion de blastn de ncbi, mostrando en rojo la region seleccionada para los oligos interno del gen.




Una vez seleccionado los oligonucledtidos:
Primer Forward: “5’-GTTCATTTGCAAGGATGGGTC’-3”
Primer Reverse: “5’-TCCTTTGCAACGACGTAATG’-3 (CATTACGTCGTTGCAAAGGA), se

verificd con OligoAnalyzer.

Marcador molecular para la especie A. marginale
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Figura 44(A-B-C). Visualizacion del resultado del blastn en el programa Ugene del gen que codifica la proteina hipotética
siendo de 99% de cobertura y de entre 100% y 99.23% de identidad entre la misma especie. Se muestra la
visualizacion de blastn de ncbi mostrando como la secuencia del gen de de la proteina hipotética es exclusiva de

Anaplasma marginale si la comparamos con otras especies cercanas.

Para el marcador molecular se seleccioné el gen que codifica la proteina hipotética ya que esta se
conserva muy bien entre cepas con un blastn de 99% de cobertura (Figura 44A) y de entre 100% y
99.23% de identidad entre la misma especie (Figura 44B).

Una vez obtenido el gen se disefiaron los oligonucledtidos internos quedando como:
F 5°- ACAACACAATGAGGGGGTGT-"3 y

R 5-ACCGGAAGCTCTGTACCATC-"3 (GATGGTACAGAGCTTCCGGT).

También se disefiaron los primers para la PCR externa comenzando con la posicion 648 (Figura

44C).




Marcador molecular para la especie A. ovis
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Figura 45(A-B). Visualizacion del resultado del blastn en el programa Ugene del gen que codifica la proteina del transporte Prolina/betaina
es 100 % de identidad y 100% de cobertura de Anaplasma ovis. Se muestra la visualizacion de blastn de ncbi mostrando como la

secuencia del gen de tansporte de Prolina/betaina es exclusiva de Anaplasma Ovis si la comparamos con otras especies cercanas.

Para el marcador molecular de la especie A. ovis seselecciond un gen que seconservara
100% (Figura 45A) con esta especie y fue el gen que codifica la proteina de transporte
Prolina/betaina, proteina esencial para adaptacion osmotica. Al igual que las otras se

disefiaron sus oligonucledtidos internos y externos (Figura 45B).




Marcador molecular de la especie A. centrale

Para el marcador molecular de la especie A. centrale se selecciondé un gen que se
conservara 100% (Figura 46B) con esta especie y fue el gen que codifica la proteina de
UDP-N-acetilmuramato--L-alanina ligasa (Figura 46A), enzima citosolica clave en la sintesis de

la pared celular bacteriana. Al igual que las otras se disefiaron sus oligonuclotidos internos y

externos (Figura 46C).
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Figura 46(A-B-C). Visualizacion del resultado del blastn en el programa Ugene del gen que codifica la proteina
UDP-N-acetilmuramato--L-alanina ligasa es 100 % de identidad y 100% de cobertura de Anaplasma centrale.
Se muestra la visualizacion de blastn de ncbi mostrando como la secuencia del gen de UDP-N-

acetilmuramato--L -alanina ligasa es exclusiva de Anaplasma centrale .




Alignment

Marcador molecular de la especie A. capra

Para el marcador molecular de la especie A. capra se seleccion0 un gen que se conserva casi

al 100% con esta especie y fue el gen que codifica la proteasa de zinc putativa (Figura 47A), se le

atribuyen funciones hipotéticas relacionadas con la virulencia y el procesado de proteinas tanto

propias como del hospedero, al hacer el segundo blastn con Ugene se observé que solo comparte

3% de cobertura y 97.14% de identidad, algo muy insignificantico (Figura 47B-C). Al igual que

las otras se disefiaron sus oligonucleétidos internos y externos.

A)

100 150 200 250 300

350 400 450

600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050

Link To View | Feedback

100 1150 1200 1243

@ i

A Tools » | E Columns | fE] Rows

600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200

4 Pio-up ‘

#, Download + | f Coloring = | @ 7 =

1266 | End Org

[L,266 |

24,027 _|Anaplasma capra
71,235 | Anaplasma capra

B)

C)

@ blast result (0, 10)
v [ blast result
accession
bit-score
def
E-value
gaps
hit_len
hit-from
hit-to
id
identities
score
source_frame
v @ blast result
accession
bit-score
def
E-value
gaps
hit_len
hit-from
hit-to
id
identities
score
source_frame

Type

Misc. Feature

Misc. Feature

FCCHLIPP_00223 pu..
1266 bp

blast result
* blast resuft
blast result
blast result
blast result
blast result

Value

136..173

CP092348

55.3526

Rhizobium sp. C104 chromosome, complete genome
0.0232218

0/38 (0%)

4541038

1381259

1381222
gi|2197835918|gb|CP092348,1
36/38 (94.74%)

30

complement

142,176

XM_063460500

57.156

PREDICTED: Pelmatolapia mariae peptidase, mitochondrial processing subunit beta (pmpcb), mRNA

0.00665315

0/35 (0%)

1587

297

331
gi|2689188795|ref|XM_063460500.1|
34/35 (97.14%)

31

direct

Figura 47(A-B). Visualizacion del resultado del blastn en el programa NCBI del gen que codifica

la proteina proteasa de zinc putativa que se conserva en las dos cepas de Anaplasma capra

que se tienen reportados, la segunda imagen muestra un blastn con el programa Ugene en el

cual muestra que se comparte un 3% de cobertura con otras bacterias.




Marcador molecular de la especie A. phagocytophilum

Para el marcador molecular de la especie A. phagocytophilum se seleccion6 un gen que se
conservara 100% (Figura 48A-B) con esta especie y fue el gen que codifica la proteina
subunidad alfa de la ligasa de RNAt de fenilalanina, el cual cumple el papel catalitico principal en la

reaccion de aminoacilacion. Al igual que las otras se disefiaron sus oligonucledtidos internos y

externos (Figura 48-C).

v M blast result misc_feature 1..1065
B) accession CP000235
bit-score 1921.84
def Anaplasma phagocytophilum HZ, complete genome
E-value 0
gaps 0/1065 (0%)
hit_len 1471282
! DMEINDEC_00061 Ph.. 1005 hit-from 68962
1065p hit-to 67898
id 9i|88597753|gb|CP000235.1|
identities 1065/1065 (100%)
score 1065
source_frame complement
Alignment ™
Link To View | Feedback
ToT ot ‘m ‘ T TT T ToT T | T T o Piowp
9| Find: v|EH Q @ A A Tools | [ Columns | BE] Rows | #, Download ~ | gl Coloring » | @ 7 ~
Sequence ID Start 504 506 508 510 512 514 516 518 520 52 524 5% 528 530 532 §34 53 538 540 542 544 546 548 550 552 554 55 558 560 562 | End Organism

[FliA @ & A e @ Al Ale e e P e e AT A T 6 @ ¢ T C G TG AT AATCAANGGECAANGCETETTETCTTAAGGEAC G ¢ LS

¥ 67,898 [Anaplasma phagocytophil...|
67,898 |Anaplasma phagocytophil
67,765 _|Anaplasma phagocytophil..|
67,867 _|Anaplasma phagocytophil...|
68,040 |Anaplasma phagocytophil...|
66,932 _|Anaplasma phagocytophil...|

- - e /483,679 |Anaplasma phagocytophil... |
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil
1438 |Anaplasma phagocytophil
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil
1438 |Anaplasma phagocytophil...|

438 |Anaplasma
1438 |Anaplasma phagocytophil..|
- 438 |Anaplasma phagocytophil..

1438 |Anaplasma phagocytophil
1438 |Anaplasma phagocytophil.
1438 |Anaplasma phagocytophil..|
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil

= 1438 |Anaplasma phagocytophil..|
1438 |Anaplasma phagocytophil
1438 |Anaplasma phagocytophil..|
5] 1438 [Anaplasma phagocytophil..|
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil. |
1438 |Anaplasma phagocytophil...|
1438 |Anaplasma phagocytophil.|
1438 |Anaplasma phagocytophil..|
] 1438 |Anaplasma phagocytophil..|
438 aplasma phagocytophil...|
438 plasma phagocytophi.
1438 |Anaplasma phagocytophil
[ ) |Anaplasma phagocytophil..
“ |Anaplasma phagocytophil
| Anaplasma
Anaplasma phagocytophil.
|Anaplasma phagocytophil
=3 ‘Anaplasma
3 e ¥ Ananlaema nhannct
DNA: 503 - 562 (60 bases shown) - anchor Query_5071451 4 Rows shown: 101/101

Figura 48(A-B). Resultados de BLASTn en UGENE y NCBI que demuestran la conservacion del gen que
codifica la subunidad « de la RNAtRNA ligasa de fenilalanina en Anaplasma phagocytophilum, propuesto

como marcador molecular.




Marcador molecular de la especie A. bovis

Para el marcador molecular de la especie A. bovis se selecciond un gen que se conserva al
100% de identidad y cobertura con esta especie (Figura 49A-B) y fue el gen que codifica la
proteina GTPasa MnmE de modificacion de RNAt encargada en la homeostasis proteica,
siendo un posible blanco para estudiar mecanismos de virulencia y supervivencia dentro del

huésped. Al igual que las otras se disefiaron sus oligonucleotidos internos y externos (Figura 49-C).
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@ blast result (0,1)
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Figura 49(A-B-C). Visualizacion del resultado del blastn con el programa Ugene indicando que el
candidato a marcador molecular de Anaplasma bovis se conserva en una region muy pequefia con
Candidatus kinetoplastibacterium oncopeltii 5% de cobertura y 82.26% de identidad, en el blastn

de NCBI se observa como este gen se conserva con un 100% de identidad y 100% de cobertura a

Anaplasma bovis




Marcador molecular de la especie A. platys

Para el marcador molecular de la especie A. platys se seleccion6 un gen que se conserva al
100% de identidad y cobertura (Figura 50A-B) especifica con esta especie, cuando lo
comparamos con otras especies se conservan del todo, nuestro candidato a marcador
molecular para A. platys fue el gen que codifica la proteina glicil-tRNA sintetasa (GIyRS) en
su forma bacteriana es un heterotetrdmero o2f> en el que la subunidad B desempefia un
papel esencial de reconocimiento y unién al tRNA-Gly, complementando la funcion catalitica de
la subunidad a. Al igual que las otras se disefaron sus oligonucle6tidos internos y externos (Figura
50C).
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Figura 50(A-B-C). Visualizacion del resultado del blastn con el programa Ugene indicando que
el candidato a marcador molecular de Anaplasma platys al 100% de identidad y
cobertura, en el blastn de NCBI se observa como este gen se conserva con un 100% de

identidad y 100% de cobertura a Anaplasma platys.




Marcador molecular de la especie C. anaplasma sp

Para el marcador molecular de la especie C. anaplasma sp se seleccion6 un gen que se

conserva al 100% de identidad y cobertura especifica con esta especie. Al hacer un blast para

compararlo con otras bacterias reportadas en la base de datos, su similitud con A. phagocytophilum

fue de 8% de cobertura y 86.49% de identidad (Figura 51A-B), siendo asi un buen candidato como

marcador (Figura 51C).
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Figura 51(A-B). Visualizacion del resultado del blastn con el programa Ugene indicando que el candidato a

marcador molecular de Candidatus anaplasma sp se conserva en un 8% de cobertura y 86.49% de identidad,

bastante bajos, en la otra imagen se observa un resultado similar con NCBI, mostrando como este gen es

especifico de Candidatus Anaplasma sp. Dando un 100% de cobertura y 100% de identidad.
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Alignment
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Marcador molecular de la especie Aaplasma endosymbiont of Hyalomma asiaticum
Para el marcador molecular de la especie Aaplasma endosymbiont of Hyalomma asiaticum
se selecciono un gen que se conserva al 100% de identidad y 100% de cobertura especifica
con esta especie. La proteina elegida fue folilpoliglutamato (FolC), la cual, en bacterias del
género Anaplasma se asocia con FolP (dihidropteroato sintasa) y FolE (GTP
ciclohidrolasa 1), formando parte de la ruta de biosintesis de folato. Esta via metabdlica esta
relacionada con la produccion de nucle6tidos y metionina, compuestos esenciales para la proliferacion
y virulencia bacteriana. Al hacer un blast para compararlo con otras bacterias reportadas en la
base de datos, su similitud fue insignificante con A. phagocytophilum con un 8% de cobertura y
86.49% de identidad, siendo asi un buen candidato como marcador. Al ser una especie nueva,
cuando se intentd hacer un blast con el programa Ugene pero no se obtuvieron resultados, solo en

el blastn de NCBI (Figura 52).
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Figura 52. Visualizacion del resultado del blastn con el programa Ugene indicando que el candidato
a marcador molecular de Candidatus anaplasma sp se conservaen un 8% de cobertura y 86.49% de
identidad, bastante bajos, en la otra imagen se observa un resultado similar con NCBI, mostrando
como este gen es especifico de Candidatus Anaplasma sp. Dando un 100% de cobertura y 100% de

identidad.




Tabla de los disefios de primers externos e internos para la PCR anidada.

Tabla 7. Disefio de oligonucleétidos iniciadores (primers) para la amplificacion especifica a nivel de género (Anaplasma), grupo
eritrocitico y especie (A. marginale, A. ovis y A. centrale). Se indican las secuencias en sentido forward (F) y reverse (R), tamafio (pb),

porcentaje de contenido GC y temperatura de alineamiento (Tm) calculada para cada par de iniciadores.

Género Anaplasma F: ATGGACTCCCTTAGGTTTGTTG 22|455% &2.2°C
R: ATCCAGCCACAAATATCAGC 20(45% % &0.4°C
F-AATATGCACTGGTGGTGGTT 2045% &2.2°C
R:GGCACTACACTCATAACACG 20|50% &0.2°C

Grupo eritrocito F GTTCATTTGCAAGGATGGETC 21(47.6% 61.8°C
R: TCGTTTGCAAGGACGTAATG 20(45% £0.9°C
F AGTATAGGGTCGTCCGGGGET 20 &0% £6.5°C
R-CCGAGGTTAGCTCCTAACAT 20 50% £0.8°C

Anaplasma marginale F: CATTGCTTTTTGAAGGGGAA 20 40% 5394°C
RGTGGCGTCTATCCCAGACAT 20 55% &3.4°C
F: TGAACGAGGACTTAATCTGC 20 45% 539.6°C
RTGCTAAATCCACTATGGTGG 20 45% 595°C
Anaplasma ovis F-ACTGTTTCCCACAAAGGTGC 20|50% &3.2°C
RTAACAAGCCAAGTGCACAGC 20|50 % 63.4°C
F:GCTCCGCGTTTTGTGGTGTA 20| 559 £5.2 °C
RTATCTCGCTTGCTCTGTGCA 20 50% &3.6°C

Anaplasma centrale F: CTTCCGTACTGGGCAACAAT 20/50% 62.4°C
RTTACGCCCATGAAGTTTTCG 20(45% 40.8°C
FTTGCTGAACTGCTTCTGCTG 20/50% 63.1°C
R:CGCAATAAAGCAGCTGGTAA 20(45% 61.1°C
Anaplasma capra F:AAGGGCACAAGAAGAAGGTC 20/50% 63.2°C
R.TGCAGCACAACGTTCTTTTC 20(453% 61.9°C
F: TCACCATCTCCTGCAAATCS 20(50% 62 °C
R: ACAGTGGCGTTGTACGCATA 20/50% 62.5°C
Anaplasma phagecitophylum F-TTGTCTTAAGGAGGCACACG 20/50% 62.4°C
R-ATCGCTGCCAACGTATAACG 20(50% 62.5°C
F:GTCTTGCATGCAAAGTCCTG ag 0% 17
R: GAAACTCCGTGCATGAACTC 20 50% &1°C
Anaplasma hovis F:CATATTTGTGGACACTGCCE 20|50% 61.2°C
RTCATCAGCCTTGCTCAACAC 20(50% 62.7°C
FTGTGGGGCTGGATAATGTG 19|52.6% 61.7°C
R-ATGGCAAAATGCCACATACC 20(45% 61.5°C
Anaplazma platys F-AAAGGCAAAAGAATGCGAGA 20/40% 60.9°C
RTATCAAGACGGGATCCATGA 20(45% &1°C
F:GATTGGAGTGAATGAAGGAGC 21|47.6% 61.2°C
R:AACAAAACAGGCCCCACTACT 21[47.6% 64.2°C
Candidatus Angpilasma sp F:TCTGAACATCGTGACCTTGC 20|50% 62.3°C
RTCCAGTCAAMATCTATCCGCC 20(50% 61.4°C
F: TAATGGCGTCGCGTAAGAAG 20 50% 62.3°C
RCCTGGTGACTTAGTACCTTG 20 50% 59.1°C
Asplasma endosymbiont of hyalomma asiaticum F-TACGTCTCCACATCTGTTAG 20(45% 58.4°C
RTTTCGCGCAACGGCCACTCTT 20(35% £7.5°C
F:GBCGTGTGTTECTGTTCTTT 20/50% 63.8°C
R.GCCAGGCCCATTAACAATGA 20/50% 62.9°C




Posterior a los andlisis in silico mediante alineamientos por BLAST, los oligonucledtidos
candidatos fueron evaluados utilizando OligoAnalyzer para determinar la presencia de estructuras
secundarias potenciales, incluyendo hairpins, homodimeros y heterodimeros, asi com para
analizar sus parametros termidinamicos (AG), contenido de GC y temperatura de alineamiento
(TM).Con base en estos criterios, se seleccionaron los primers con mayor estabilidad,
especificidad entre pares forward y reverse tanto interno como externos para su validacion
experimental. La tabla 7 presenta los primers finales disefiados para la amplificacion especifica a
nivel de género, grupo y especie. Se incluyen las secuencias sen sentido (F) y (R), el tamafio del
amplicon esperado (pb), el porcentaje de contenido de GC y la temperatura de alineamiento (Tm),

calculada para cada para cada uno.
TOMA DE MUESTRA

Para la validacidn de los oligos sintetizados, se recolectaron y procesaron muestras de sangre de
ganado bovino provenientes de distintas granjas del estado de Morelos, especificamente en los
municipios de Temoac, Zacualpan de Amilpas y Cuernavaca. Las muestras se obtuvieron por
puncion de la vena coccigea (ubicada en la base de la cola del animal). Durante la

recoleccidn, se registraron datos como edad, sexo y fecha de muestreo.
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Figura 53. Localizacion geografica de

las granjas muestreadas en el
e SR y > /o : Vi estado de Morelos _(Temoac,
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my “N S ¢ ' - By Cuernavaca) y registro del
procedimiento de toma de
muestras en ganado bovino. La
sangre se obtuvo por puncién de
la vena coccigea para la
validacion de los
oligonucledtidos sintetizados. Se
registraron edad, sexo y fecha de
muestreo.




Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de las muestras sanguineas
Cl1 23 c4a Ch C6 ] ) ) .
L L A AL v Y Ll se llevo a cabo mediante el método tradicional de
‘ — fenol-cloroformo. En el gel resultante, las seis
muestras muestran bandas de tamafio similar,
salvo en el primer carril, donde el DNA se
presentd fragmentado. No se utilizO marcador de
peso molecular, ya que el objetivo era Gnicamente
confirmar la presencia o ausencia del DNA

aislado.

En el primer carril C1, se aprecia una banda difusa

Figura 54. Gel de electroforesis de las muestras de ADN que se extiende desde el pozo hacia abajO por la
extraido. Los carriles corresponden a: C1 (0700), C2 (9845),

C3 (6567), C4 (0715), C5 (0378) y C6 (3450). Se observa una

banda intensa y definida en la mayoria de las muestras, lo que muestra DNA intacto de alto peso molecular,
indica ADN integro y de buena calidad. En el carril C1 (0700)

fragmentacion del DNA, de los carriles C2-C5 se

mostrando bandas a la misma altura, lo que

se aprecia fragmentacion del ADN, evidenciada por un patrén

difuso, lo que sugiere degradacion parcial del material Sugiel’en un tamano Comparab|e Yy definido con

genético. Las muestras restantes presentan bandas compactas . ,
) L las extracciones de DNA, el C6 es una banda méas
en la region de alto peso molecular, indicando adecuada

integridad del ADN para analisis posteriores. delgada, pero a la misma altura de las demas.

Ademas de la visualizacion de DNA en luz UV

en gel de agarosa al 1%, también se cuantifico la pureza del DNA mediante espectrofotometria
(NanoDrop), evaluando las relaciones de absorcién 260/280 nm (indicador de proteinas) y 260/230

nm (indicador de contaminantes como fenol y sales).

Tabla 8. Concentracion y pureza del ADN extraido de las muestras analizadas. La pureza del ADN se evalué mediante las relaciones de absorbancia
260/280 y 230/260. El cociente 260/280 permite estimar contaminacion por proteinas, considerandose valores cercanos a 1.8 como indicativos de
ADN puro. El cociente 230/260 evalGa contaminacién por compuestos organicos y sales, donde valores cercanos a 2.0 —2.2 indican mayor pureza.
En esta tabla, las muestras 9845 y 0715 presentan valores de 260/280 mas cercanos al dptimo, mientras que la muestra 0715 muestra el mejor valor
en 230/260, sugiriendo mejor calidad general del ADN. En contraste, la muestra 0878 presenta los valores mas bajos, lo que podria indicar mayor

presencia de contaminantes.

Muestra Concentracion 260/280 230/260
0700 63.3 1.58 1.365
9845 93.4 1.72 1.41
6567 78.5 1.63 1.62
0715 229.3 1.72 1.94
0878 30.6 1.6 1.28

3450 40.7 1.55 1.38




DISCUSION

Caracterizacion genomica

Se hizo una busqueda de los genomas reportados de las especies del género Anaplasma. La
base de datos Europea ENA proporcionaba la mayor cantidad de informacion, pero el
acceso a detalles especificos de sus caracteristicas era limitado. Por lo que se eligié la base de
datos de NCBI. En el afio 2025 se obtuvieron un total de 73 genomas disponibles, los cuales se
clasificaron por especie y tipo de ensamblaje. En febrero del 2024 se presenté el primer
ensamblaje del genoma de la especie A. bovis, complementando asi el género Anaplasma, que
fué incluido en este analisis. Posteriormente se llevd a cabo su caracterizacion genomica,
utilizando el programa Quast version 3.0, obteniendo su contenido de GC estando entre el 41.68%
y 49.98%, siendo el mas alto A. centrale y el mas bajo A. phagocytophilum, al comparar el
porcentaje de (GC%) vs el tamafio del genoma (Mpb), se observa que el grupo de los
eritrocitos se mantienen relativamente juntos, siendo A. centrale mas cercano con A.
marginale y A. ovis mas cercano con A. capra, confirmando que tienen caracteristicas
bastantes similares en este grupo.

A. phagocytophilum fue el mas alejado de todas las especies, siendo la mas diversa,
teniendo el tamafio de genoma mas alto, pero con el porcentaje de GC (%) mas pequefio de
todo el Género.

Generalmente tanto el tamafio del genoma y el contenido de GC (%) del Género
Anaplasma es pequefio en comparacion de una bacteria de vida libre, no presenta
plasmidos, profagos intactos ni elementos transponibles, también se caracterizan por ser
intracelulares lo que las limita interaccionar con otras bacterias ocasionando la pérdida de un
gran numero de genes, la produccion de psudogenes y la reduccion de tamafio del genoma
(Han XY, Du LF, Lin ZT; et al 2024). Otro analisis realizado para la caracterizacion fue a
través del programa Prokka, una herramienta para identificar las secuencias codificantes por
especie, y se determind que los genes identificados estaban relacionados con la replicacion,
transcripcion y traduccion de proteinas, se identificaron secuencias repetidas, los rRNA, tRNA y
tmRNASs por lo que indica que esta bacteria su unica funcion es invadir, infectar y replicarse,
siendo un parasito obligado.

Basandonos en el analisis filogenético con A. bovis (Han et al., 2024) utilizando la secuencia
ortologa de copia Unica, se identificaron dos clados. El primer clado incluia A. capra, A.

centrale, A. ovis A. marginale especies que infectan eritrocitos.




El segundo clado estaba conformado por A. bovis, A. platys y A. phagocytophilum, que infecta a
los leucocitos y plaquetas.

En este estudio, se clasificd el género segun el tipo de célula que infectada: el primer grupo
infecta eritrocitos, el segundo leucocito (monocitos y neutrofilos), el tercero, plaquetas.

También se incluyo el genoma Candidatus Anaplasma sp (GCA _028204095.1) aunque aln no
se ha determinado qué células que infecta. Se requieren mas estudios para clasificar esta
especie ya que la informacién disponible es limitada.

Hospederos

Una comprension detallada de la base de la especificidad del hospedero puede proporcionar
informacién importante sobre la patogénesis molecular, la evolucién de los patdgenos y el
potencial de los patdgenos para infectar nuevos huéspedes es bien conocido que las especies
patégenas pueden infectar a multiples hospederos, pero algunos estan altamente adaptados a una
sola especie del hospedero (Baumler A, Fang FC; 2013). Al analizar sus principales hospederos
reportados en el género Anaplasma, se observd que las especies infectan son animales del
sector pecuario y animales domésticos, sin embargo, actualmente ya se tiene reportes de que
este género esta infectando a nuevos hospederos a tal punto de nombrarse potenciales
patdgenos zoondticos (Shi et al., 2019). En A. phagocytophilum se mantiene dentro de las
poblaciones de garrapatas por transmision transestadial y/o, por lo tanto, las garrapatas pueden
albergar multiples cepas de A. phagocytophilum que difieren en virulencia y transmisibilidad.
(Crosby FL, Eskeland S, Bg-Granquist EG, et al., 2022).

Conocer los hospederos es muy util para comprender mejor a estas bacterias, ya que estas
bacterias se tenian reportado que infectaba sélo al sector pecuario y a pesar de ser una bacteria
intracelular y tener limitaciones tanto nutricionales como de interaccion, aun asi, han demostrado
tener una alta adaptacidn y capacidad de evadir el sistema inmune de otras especies ajenas al sector
pecuario ampliando su rango de hospedero incluyendo los humanos.

Por lo que es importante la identificacion de marcadores moleculares altamente especificos para su
deteccidn y la identificacion de proteinas patdgenas que ayude a servir de blancos para su

tratamiento y prevencion.




Distribucion geograéfica del género Anaplasma a nivel mundial

Conocer la distribucion geografica de estas bacterias patdgenas es crucial para la salud publica,
ya que permite predecir y controlar brotes de enfermedades infecciosas, su presencia puede estar
influenciada por factores como el clima, la composicion del suelo, el uso de antibioticos en
ciertas regiones y la practica agricola, al estudiar estos factores geograficos y ambientales ayuda
a implementar medidas de control preventivas (Mukherjee R, Vidic J, Auger S, et al., 2023).

Las enfermedades transmitidas por vectores de los animales de compafiia son causadas por
parasitos, bacterias o virus transmitidos por la picadura de artropodos hemat6fagos
(principalmente garrapatas y mosquitos). A nivel mundial, las enfermedades transmitidas por
vectores mas importantes incluyen anaplasmosis, ehrlichiosis, borreliosis y dirofilariosis (Bedoya
F, Beugnet F, Tobias E, et al., 2022). La capacidad de infectar a un huésped o de ser transferido a
traves de un vector como las Rickettsias, ofrece vias alternativas para la persistencia y
propagacion de microorganismos (Evans AS; 2009). En la distribucion global de diferentes
especies del género Anaplasma representa Unicamente los genomas reportados y depositados en las
bases de datos pablicos, lo cual es bastante limitado para determinar la distribucion real del género
Anaplasma.

Tal es el caso de México el cual se tiene reportes de infeccién de A. platys y A. phagocytophilum,
pero solo se tienen genomas ensamblados de A. marginale, y probablemente esto pase lo mismo a
nivel mundial, por lo que la ausencia de genomas para estas especies resalta la necesidad de
fortalecer y enriquecer la identificacién de estos genomas y conocer sus hospederos, su capacidad
de infectar, sus ciclos de transmisidn y potencial impacto en la salud animal y humana (Rojero-
Vazquez et al., 2017; Jeréz-Sulvaran et al., 2024).

Se puede observar que la especie A. phagocytophilum es la que estd mas ampliamente
distribuida a nivel mundial y evolucionan en un contexto regional (Crosby et al., 2022).
Anaplasma marginale se tiene reportado en América del norte y Central y el resto se encuentra en
Asia y Oceania, adicionalmente también se tienen reportes de especies de Anaplasma en Africa,
pero no existe algun tipo de ensamblaje de su genoma en las bases datos actualmente, es decir
que el genero Anaplasma estd prevalente por todas partes del mundo y faltarian mas
estudios acerca de futuros ensamblajes de estos genomas y su distribucion geografica (Kolo,
2023).




Gendmica comparativa e Identificacion de marcadores moleculares

En la mayoria de los casos, un so6lo genoma no cubre satisfactoriamente toda la variabilidad
genética presente dentro de una especie bacteriana, por ello, en este trabajo se empled un anélisis
pangendmico, analizando multiples especies del Género Anaplasma permitiendo obtener
marcadores moleculares especifico y asi contribuir al desarrollo de métodos diagndsticos mas
precisos, rapidos y rentables para el tratamiento oportuno en las infecciones(Karlsson R, Gonzales-
Siles L, Gomila M et al., 2018). En este estudio, se llevaron a cabo varios analisis pangenémicos,
uno a nivel de género Anaplasma, por especie y otros dos por grupo de célula infectada. En el
pangenoma a nivel de género, se pudo identificar un sélo gen que se compartia entre todas las
especies, al identificar este gen se trataba de una enzima ATP sintasa subunidad C cuya funcién
esta involucrada en el transporte de protones(H*) a través de la membrana (Herndon DR, Palmer
GH, Shkap V et al; 2010). Sin embargo, este gen podria ser un candidato potencial como marcador
molecular a nivel de género, més adelante se esperan identificar mas genes con potencial de
marcador molecular a nivel de grupo, especie y cepa.

El hecho de que solo se ha encontrado un gen en el pangenoma podria deberse a que estas especies
infectan a diferentes tipos de célula y los genes accesorios le podria dar cierta variabilidad, ademas
que, en el caso de bacterias, varios estudios han demostrado que la mayoria de los genes del
pangenoma estan ausentes en muchas cepas, 1o que sugiere que la heterogeneidad de las especies
es relativamente comun (Donati C, Hiller NL, Tettelin H; et al., 2010).

En el pangenoma del grupo de los eritrocitos se identificd un core de 23, mucho mas grande que el
del género, por lo que comparten mas genes en comun, en el grupo de los leucocitos solo se tuvo
un core de 2, esto puede ser por que la especie A. phagocitophilum infecta a los neutrofilos y A.
bovis a los monocitos, también puede deberse a que infectan a diferente hospedero y tienen

diferente vector.




En el anélisis de ANI para validar la taxonomia de las especies Anaplasma, los pardmetros
utilizados del valor de ANI para determinar a qué especie pertenecia era mayor de 95%. Se
identific6 un genoma a nivel scaffold de la especie A. ovis con acceso a GenBank
GCA 002849345.1, al compararlo con el A. ovis a nivel de ensamblaje completo dié un valor de
87% idéentico, sin embargo era 99% idéntico a un A. marginale GCA _000020305.1, esto
quiere decir que probablemente estuviera mal clasificado, por lo que fué descartado en los
analisis pangendmicos, a pesar de que el genoma se encontraba en una base de datos reconocida,
este descubrimiento nos confirma la importancia de los analizar la calidad y validacion
taxonomica de los genomas obtenidos e identificar posibles errores que puedan repercutir en
futuros estudios. En el caso de Candidatus Anaplasma sp, con valor de ANI mas alto era con la
especie A. marginale con un valor casi del 89% de identidad y en el analisis de presencia y
ausencia es muy cercano a A. platys, por lo que se sugiere que sea otra especie y se espera que con
los andlisis filogenéticos permita definir a qué grupo podria pertenecer.

A. capra solo tenia dos genomas, al compararse entre ellas di6 un valor de identidad de 99%.
Los genomas de A. marginale dieron un valor mayor de 95% de identidad, y de los 29 genomas A.
phagocytophilum 28 tuvieron un valor mayor del 95%.

En este estudio se le dio mas importancia el ANI basado en MUMmer (ANIm) ya que este no
fragmenta el genoma, no requiere el corte previo de los genomas en pedazos ni el tamizado de
genes ortdlogos compartidos, utiliza alineamientos exactos a nivel de nucledtido, siendo

mucho mas rapido que ANIb y exacto.




Identificacion de las proteinas relacionadas con la patogenicidad, resistencia a antibioticos y
evasion del sistema inmune

Un patogeno se define como un organismo que causa una enfermedad a su huésped, y la gravedad
de los sintomas de la enfermedad se conoce como virulencia. En este analisis se enfoco en la
identificacion de proteinas patdgenas en base a su genoma del género Anaplasma, normalmente
los patdgenos obligados tienden a estar muy adaptados a sus hospedadores, con mecanismos
sofisticados para sincronizar sus ciclos de vida con el de estos ultimos y la capacidad de
manipular el sistema inmunoldgico, el metabolismo e incluso el comportamiento de estos (Balloux
F, van Dorp L; 2017). Con la herramienta ~ PathogenFinder version 1.1
(https://cge.food.dtu.dk/services/PathogenFinder/) identifica proteinas que son patdgenas en el ser
humano, en el caso de A. pagocitophylum uno de sus principales hospederos es el humano, de
estos genomas fue el que obtuvimos mas de 200 resultados, con la base de datos UniProt
(https://www.uniprot.org/help/publications) se identificaron la funcionalidad de estas proteinas y
se encontrd que algunas estan relacionadas con la secrecidn de factores de virulencia como son
del tipo 1V, (resultados similares se obtuvieron con la herramienta VFDB), translocasa preproteica
(SecD, SecD y SecF), los sistemas de secrecion permiten a los patdgenos exportar toxinas y
efectores virulentos, dafiando las células del hospedero.

Se encontraron proteinas involucradas con la division celular y replicacion de DNA, como la
polimerasa Il alfa, proteina de reparacion DNA mutS, topoisomerasa | de DNA, DNA primasa,
helicasa de DNA de la union Holliday RuvA/B/C y Exodesoxirribonucleasa VII, estas
proteinas participan en la replicacion y reparacion del DNA, procesos fundamentales para la
replicacion celular aumentando su infeccion. Otras proteinas estaban involucradas en el
metabolismo y en la produccion de energia como NADH deshidrogenasa, malato deshidrogenasa,
citrato sintasa, fumarato hidratasa, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y el isocitrato/isopropilmalato
deshidrogenasa, estos procesos generan energia en forma de ATP, que es crucial para ciclos
metabolicos como el ciclo de krebs y cadena de transporte de electrones.

Estas bacterias poseen mecanismos de defensa del hospedero, como las especies  reactivas de
oxigeno (ROS) generadas por el sistema inmune, estos mecanismos involucran proteinas como FeS,
glutamato-cisteina ligasa, glutamina sintetasa, proteinas antioxidantes de la familia
AhpC/Tsa.



http://www.uniprot.org/help/publications)

Se encontraron proteinas relacionadas con la traduccion y sintesis de proteinas (Proteinas
ribosomicas L1, L16, S5, por mencionar algunos, factores de iniciacién de la traduccion (IF-1,
IF-2,1F-3),factores de elongacion (Ts, P), sintetasas de RNAt (isoleucil-, arginil-, glicil-
RNAt sintetasa), proteinas relacionadas con los procesos de membrana y transporte
(transportadores ABC, transportador de magnesio, transportador ABC de fosfato,
cotransportador de sodio:alanina) y proteinas involucradas a respuesta regulatoria Yy
adaptacion (proteina reguladora del nitr6geno, sensor histidina quinasa, reguladores
transcripcionales (familia MerR, NusG) (Coudert E, Gehant S, de Castro E, et al., 2023).
También se identificaron proteinas de division celular FtsA, proteina de division celular FtsZ, se
tiene reportado que A. phagocytophilum, el sistema de division basado en FtsZ es caracteristica
de bacterias intracelulares y es fundamental para la division celular, sin embargo carece de
peptidoglicano, esto se debe a que los productos de degradacion de la pared celular de
peptidoglicano altamente conservada presentan patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) que son reconocidos por los receptores inmunes en su lugar incorpora colesterol de la
célula huésped a sus membranas, 1o que se cree que proporciona rigidez estructural a la célula
y es necesario para que el organismo infecta las células diana, este sistema es un blaco
potencial para inhibir su funcidn bloqueando su division celular bacteriana y controlar infecciones
(Harpring M, Cox JV; 2023).

De A. marginale solo se identificaron proteinas patdgenas, relacionadas con la sintesis de
proteinas, replicacion del DNA, produccion de energia (factor sigma RpoD de la RNA
polimerasa, proteina ribosémica S1, subunidad beta de la F1 ATP sintasa, subunidad beta de
la ribonucletsido-difosfato reductasa, proteina ribosdmica S3, proteina ribosdémica S6, proteina
HU de union al DNA'y cadena C de la FO ATP sintasa).

En A. bovis solo se identificaron dos proteinas patégenas: proteina ribosomica S3 y proteina
HU de unién al DNA.

En A. platys se identificaron proteinas de secrecion de factores de virulencia como son del
tipo 1V, proteinas ribosomales (S3, S5s L7/L.12, S6, S18), proteina HU de unién al DNA, cadena C
de la FO ATP sintasa, factor de elongacion de la traduccion P y chaperonina de 10 kDa.
En A. ovis se identificaron cinco proteinas patogenas chaperonina de 10kDa, proteina HU de
union al DNA, cadena C de la FO ATP sintasa, proteina ribosomica S3 y ribonucledsido-
difosfato reductasa, subunidad beta.

En A. centrale se identificaron proteinas patdgenas chaperonina de 10kDa, proteina HU de
unién al DNA, cadena C de la FO ATP sintasa, proteina ribosémica y ribonucleésido-
difosfato reductasa, subunidad beta.

En A. capra se identificaron proteinas de secrecion de factores de virulencia como son del
tipo IV, proteinas ribosomales, proteina HU de unién al DNA y cadena C de la FO ATP

sintasa.




Finalmente, Candidatus anaplasma sp. se identificaron Ribonucledsido-difosfato reductasa,
subunidad beta, Proteina ribosomica S3, Factor de elongacion de la traduccion P, Proteina
ribosdbmica S5, Proteina, ribosémica L16, Proteina ribosémica S6, Proteina ribosomica S18,
Proteina de union al DNA HU, cadena C de la ATP sintasa FO.

Algo caracteristico del género Anaplasma es que comparten proteinas patégenas en comun, la
proteina ABD43459 (proteina de union al DNA HU) y ABD43781 (proteina ribosomal S3) se
encuentran en todas las especies del género Anaplasma incluyendo Candidatus
Anaplasma sp.

También se identificaron proteinas hipotéticas que serian de gran importancia estudiarlas.
En la literatura mencionan que el género Anaplasma es un potencial emergente zoonético, pero
nunca se menciona cuales proteinas podrian ser las encargadas de invadir, s6lo se conoce en A.
marginale y en A. phagocytophilum, pero en el resto carecen de esta informacion. PathogenFinder
identifica proteinas por CD-HIT-2D, reporta familias de proteinas asociadas a la patogenicidad, no
todas estan directamente relacionadas con la invasion, si no que identifica genes que son necesarios
para sobrevivir y replicarse en el hospedero, calcula qué tan asociadas esta a patogénos humanos
Vs no patdgenos y le asigna un puntaje estadistico.

Por lo que estas proteinas facilitan la supervivencia, proliferacion y virulencia del patogeno al
cumplir funciones cruciales en la replicacion del DNA, metabolismo, traduccion de proteinas,
secrecion de factores de virulencia, resistencia al estrés y adaptacion al entorno. Si se
bloquean o inhiben, podria reducirse significativamente la capacidad de infeccion del patdgeno y
no soélo eso, la herramienta PathogenFinder predijo que todas las especies del género
Anaplasma incluyendo el Candidatus Anaplasma sp., son microorganismos patdgenos humanos.
Con base en la evidencia disponible, resulta mas apropiado referirse a este agente no como un

“potencial emergente zoonotico”, SiN0 cOMO un “patdégeno zoonodtico emergente reconocido”.




Resistencia a antibiéticos

A pesar de que no se identificaron genes de resistencia a antibiotico, debido a que el género
Anaplasma es una bacteria intracelular obligada, presenta una capacidad limitada para adquirir
resistencia mediante transferencia horizontal de genes. No obstante, la aparicion de resistencia en
el futuro no puede descartarse, particularmente a través de mutaciones espontaneas (Hove P,
Madesh S, Nair A, et al., 2022).

Identificacién de factores de Virulencia

A pesar de la continua evolucion del genoma reductivo y la eliminacion de la mayoria de los
genes para el metabolismo intermediario y la biosintesis de aminoacidos, Anaplasma también
ha experimentado una expansion de genes que codifican varios componentes del aparato de
secrecion de tipo 1V (T4S). Actualmente se conocen dos moléculas efectoras de T4S de
A. phagocytophilum (Rikihisa Y, Lin M, Niu H; 2010). En A. ovis descubrieron que los genes
que codifica a la proteina VirD4, esta proteina se une a la proteina ribosomal (RL12) de la
garrapata Dermcentor silvarum, en donde determinaron una interaccion proteina-proteina entre
la bacteria y la garrapata funcionando como vias de sefializacion y comprender la interaccion
patogeno-vector (Igbal N, Mukhtar MU, Yang J, et al., 2021).

Aunque todas las especies del género usan el sistema de secrecion del tipo IV (T4SS) para
secretar factores que modulan la respuesta del hospedero, los factores varian entre ellos.

En este trabajo se identifico el gen que codifica la enzima enolasa (eno) en A. marginale, A. ovis,
A. bovis y A. capra. En particular, en A. capra, el analisis bioinformatico mostro similitud con la
enolasa descrita en la bacteria Streptococcus, asi como genes asociados a virulencia nutricional
relacionados con la biosintesis de primidinas previamente reportados en Francisella.
La enzima enolasa ha sido ampliamente descrita en otras bacterias como en Streptococcus la cual
se caracteriza por unirse especificamente a la plasmina humana, exhibiendo una alfa-enolasa
que es necesaria para la viabilidad, este este mecanismo contribuye a la activacion del
plasmindgeno para patdgenos humanos contribuyendo a un potencial de virulencia en procesos
infecciosos invasivos (Bergmann S, Rohde M, Chhatwal GS, et al., 2001). También en A.
marginale ya se tiene reportado la presencia de este gen eno (Quiroz-Castafieda RE, Aguilar-
Diaz H, Coronado-Villanueva E; 2024).

La virulencia nutricional es la capacidad de adquirir o sintetizar nutritientes esenciales dentro de
hospedador se ha descrito en la bacteria Francisella (altamente patdogeno en humano) se
identificé que el gen pyrC que codifica la dihidroorotasa en la via de biosintesis de pirimidina un
gen relacionado con la actividad inmunosupresora y patogenicidad de Francisella (Nakamura T,
Shimizu T, Ikegaya R; 2022).




De este modo probablemente A. capra posee mecanismos similares que faltaria analizar a mayor
profundidad. Estas proteinas adicionales de acuerdo con los reportes de otras bacterias son
mecanismos especificos para infectar a los humanos, por lo que explicaria por qué el género
Anaplasma es un potencial patégeno zoondtico en humanos y su importancia en prevenir esta
enfermedad.

Base de datos de islas de patogenicidad

La base de datos empleadas predijo las PAI (islas de patogenicidad) y las islas de resistencia
(IRE) ambas pertenecientes a las islas gendmicas (IG) asociadas con virulencia y resistencia
microbiana. En el caso del género Anaplasma no se detectaron estas islas debido a que es una
bacteria intracelular obligada, carece de plasmidos y elementos mdviles como transposones 0
integrones que facilite la transferencia horizontal de genes y su contenido genético es
altamente conservado, sin embargo, la evolucion de resistencia por mutaciones espontaneas
sigue siendo posible. (Liu, Z., Peasley, A.M., Yang, J. et al., 2019).

Identificacion de los marcadores moleculares

De los archivos de salida de roary se identificaron marcadores moleculares a nivel de género,
especie y grupo del que infecta.

En el caso de A. marginale y de A. capra la identificacion de marcadores fue limitada, lo cual
podria atribuirse a su alta conservacién genémica. En el caso de A. phagocytophilum, A. platys,
A. centrale, A. capra, A. ovis y A. bovis debido a que son genomas Unicos se pudieron
identificar un mayor numero de marcadores moleculares. Al ser tan especificos permitio
distinguir entre especies con alta similitud genética y evitar falsos positivos, ademas de que se
tienen analisis de su distribucion geografica, estos marcadores son Utiles para identificar la
presencia o ausencia en un determinado lugar y monitorear la presencia de esta enfermedad y
poder controlarla y prevenirla en el sector pecuario y en la salud humana y animal.
PCR

La PCR anidada ofrece una alta sensibilidad y especificidad para detectar A. marginale, reduciendo
significativamente la amplificacién de sefiales inespecificas gracias al uso de dos pares de
cebadores (externos e internos). La eleccién del gen msp4 como blanco molecular se basa en su

conservacion entre cepas y su capacidad para discriminar especies del género.




Conclusiones

Anaplasma es un género con muy poco estudiado, debido a que es una bacteria intracelular
obligada incapaz de cultivarse lo que hace que sea limitado su estudio. Se recopilaron 73
ensamblajes genomicos de los cuales 64 cumplieron con los criterios de calidad por el programa
CheckM. Se llevo a cabo una caracterizacion del genoma, fundamentales para entender su biologia
molecular, adaptaciéon y evolucion. La anotacion revel6 una gran cantidad de proteinas
hipotéticas, lo que resalta el potencial descubrimiento de nuevas funciones bioldgicas y
posibles mecanismos de patogenicidad, sobrevivencia, forma de infectar al hospedero aiun no
descritas, abriendo mas estudios a futuro bioinformaticos y experimentales.

Se confirmd que todas las especies analizadas son posibles patégenos zoondticos e
identificamos cuales eran las proteinas relacionadas con patogenicidad y factores de
virulencia. También se determin0 la distribucidn geografica de las cepas y mediante analisis de
gendémica comparativa, se observd una conservacion notable entre cepas de una misma especie,
grupo y region geografica, lo que evidencia patrones evolutivos y adaptativos dentro del género.

A través de analisis pangendmicos, se identificaron candidatos a marcadores moleculares,
utiles el diagndstico en PCR, a nivel de género, grupo y especie, excepto el grupo de los leucocitos.
Finalmente, se destaca que, al tratarse de bacterias intracelulares no expuestas directamente al
ambiente, no se identificaron islas patdgenas ni genes de resistencia a antibioticos, lo que
coincide con su nicho ecoldgico especializado. Este trabajo demuestra que el uso de las
herramientas bioinformaticas por medio de un analisis gendmico, sin la necesidad de un
cultivo bacteriano aporta informacion esencial sobre su diversidad genética, y no solo eso, el
disefio de marcadores moleculares teniendo la probabilidad de identificar a estas bacterias por
medio de PCR en el laboratorio sea mucho mas precisa, econémica y exacta. Este trabajo al
final sélo se limitd a la identificacion de A. marginale pero se espera que, ademas de su
utilidad para la identificacion especifica de estas bacterias del género Anaplasma, en distintos
hospederos, los marcadores moleculares de este estudio podrian servir también para la
caracterizacion gendmica del género en México. Hasta ahora, en el pais solo se cuenta con
genomas ensamblados de A. marginale y a nivel mundial. Por lo que al tener la posibilidad
de diagnosticarlo con precision a nivel de género, grupo y especie ayudaria a obtener nuevos
ensamblajes de genomas de cepas mexicanas enriqueciendo la informacion en las bases de datos
actuales para ampliar el estudio de la diversidad genética, evolutiva y epidemioldgica de
Anaplasma.

Por ultimo, en esto estudio solo no se puedo realizar el andlisis filogenético de este género porque
no se pudo hallar el gen 16S ribosomal del gen Candidatus anaplasma sp, un genoma

ensamblado a nivel conting.




Perspectivas

En este trabajo se llevo a cabo un analisis bioinformatico y experimental para el estudio del genero
Anaplasma, teniendo un amplio potencial para sus futuros estudios, comenzando con que existen
relativamente pocos genomas disponibles del género Anaplasma en repositorios publicos; a esto se
afiade que la mayoria de los genomas disponibles son borradores de genomas. Por lo que se espera
que, en futuro, con las propuestas de marcadores moleculares que pudimos seleccionar, sirvan para
que se puedan identificar y ensamblar mas genomas de este género, permitiendo comparar cepas
con mayor precision y ubicar regiones diagndsticas.

Al llevar a cabo su anotacion nos percatamos que hay muchas proteinas hipotéticas, que
probablemente tengan funciones importantes para su adaptacion al hospedero, vectores o estilo de
vida. Con los avances que tenemos actualmente con la inteligencia artificial y el aprendizaje
automatico, podria convertirse en una buena herramienta para predecir su funcidn, estructura,
dominios y localizacion subcelular, por ejemplo.

En México se tienen varios reportes de infeccion del género Anaplasma, por lo que se espera que
los estudios se amplien mas alla de A. marginale por su importancia veterinaria, clinica,
epidemioldgica y zoondtica. Se espera que el muestreo, la secuenciacién y el ensamblado de
nuevas cepas mexicanas permitan construir un analisis regional y detectar variacion entre
hospedero y vector, y tener una prevencion a nivel molecular.

El tener un estudio mucho méas amplio de los genomas del género Anaplasma permite, a su vez,
tener mejores resultados a nivel epidemioldgico y actualizar el término que se tiene sobre el riesgo
zoonotico que es Anaplasma, ademas de determinar estrategias de prevencién y el desarrollo de

tratamientos mucho mas eficientes.
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