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RESUMEN

Anaplasma marginale es el agente causal de la Anaplasmosis bovina.
Esta enfermedad se encuentra principalmente en las zonas tropicales y
subtropicales y es responsable de enormes pérdidas econdémicas. A
pesar de que esta enfermedad resulta ser endémica en México, pocos
son los reportes relacionados con la presencia de este parasito a lo largo
del territorio; por lo tanto se desconocen los genotipos que se
encuentran distribuidos en el pais. En el presente trabajo nos
propusimos caracterizar aislados de A. marginale de ahimales de campo
cronicamente infectados, con la finalidad de conocer los genotipos
distribuidos en los ranchos estudiados asi como tratar de evidenciar, por
primera vez, si la superinfeccion se presenta en condiciones de campo.
La genotipificacion de cada una de las muestras se llevd a cabo
mediante la amplificacion del gen msp1e, el cual esta constituido por
repetidos en tandem localizados en el extremo 5°. Cada genotipo se
caracteriza por el tipo y numero de repetidos que lo constituyen. Se
analizaron 166 muestras, de éstas se secuencié la region 5 del gen
mspla de 21, en las que se identificd diversos repetidos, algunos de
éstos previamente reportados otros que no lo han sido. En total se
identificaron 18 genotipos diferentes, de éstos 11 ya han sido reportados

en la base de datos y 7 genotipos nuevos.

Otro de los aspectos relevantes abordados en este trabajo, fue tratar de
evidenciar si la superinfeccion se presenta en condiciones naturales, 1o
que podria repercutir de manera importante en la epidemiologia de la
Anaplasmosis y lo cual no ha sido reportado hasta el momento. En
nuestro trabajo obtuvimos que mas del 80% de los animales del rancho

con peores condiciones sanitarias y de manejo, estaba infectado con



mas de un genotipo de A. marginale, mientras que el otro rancho
presentd un 57% de superinfeccion.

Estos resultados son los primeros que se reportan en México y ademas
aportan datos importantes al debate de los ultimos afios de si A.

marginale puede infectar y establecerse en un bovino ya infectado.



I INTRODUCCION

La Anaplasmosis bovina es una enfermedad que afecta a bovinos, ovinos,
caprinos, bufalos y algunos rumiantes silvestres, que se encuentra distribuida en
todo el mundo (Brayton y col., 2005), principalmente en zonas tropicales y
subtropicales y es responsable de una morbi-letalidad alta, lo que se traduce en
grandes pérdidas economicas en el sector ganadero (Palmer y col., 2000). Esta
enfermedad es ocasionada por el parasito Anaplasma marginale, el cual se
encuentra clasificado en el genogrupo Il de las Ehrlichias (Kocan y col., 2003).
Este patogeno infecta a los eritrocitos maduros de los animales susceptibles,
ocasionandoles anemia severa y disturbios fisiologicos (Tomado de la tesis de
Doctorado de Camacho., 1999; de La Fuente y col., 2001).

Sir Amold Theiler en 1908, fue el primero en detectar, en un bovino del Sur de
Africa, la infeccion de eritrocitos con A. marginale y los describio como un “punto”
que se encontraba situado al margen del eritrocito (Fig. 1A) (Kocan y col., 2003).
A. marginale es un parasito intraeritrocitico que sélo afecta a las células rojas del
hospedero bovino, alojandose dentro de una vacuola parasitéfora formada a partir
de la membrana del eritrocito (Stich y col., 2004). Dentro de esta vacuola se
pueden identificar de 3 a 4 cuerpos iniciales (Fig. 1B) que se dividen por fision
binaria para dar lugar a nuevos cuerpos iniciales (de ocho a diez por eritrocito)
(McGarey y col., 1994; Palmer y col., 2000).

9

Fig. 1. Eritrocitos bovinos infectados con A. marginale. (A) Cuerpos de inclusién localizados en la
periferia del eritrocito. (B) Micrografia electronica de A. marginale que contiene tres cuerpos
iniciales (Kocan y col., 2003).



1.1 CARACTERISTICAS DE LA ANAPLASMOSIS BOVINA

La infeccion de las células hospederas ocasionadas por A. marginale inicia con la
adhesion de la rickettsia a la membrana externa de los eritrocitos del hospedero;
este proceso se encuentra mediado por la interaccién de las proteinas de
superficie del microorganismo con los receptores de las células blanco (Garcia-
Garcia y col., 2004).

El periodo de incubacion de la enfermedad varia de 7 a 60 dias dependiendo del
numero de microorganismos que infectan al bovino (Eriks y col., 1993). A los 28
dias, el numero de eritrocitos infectados comienza a aumentar geométricamente y
en este momento se establece la fase aguda de la enfermedad. Los eritrocitos
infectados con A. marginale son fagocitados y destruidos por las células
fagociticas mononucleares del hospedero, lo que ocasiona anemia severa e
ictericia en el animal. Los signos clinicos pueden incluir fiebre, pérdida de peso,
disminucion en la produccién de leche, tristeza, heces pastosas, aletargamiento,
también puede ocasionar aborto en vacas prefiadas y en ocasiones, esta
enfermedad causa la muerte del animal (McGarey y col., 1994). Durante la fase
aguda de la infeccion, el nimero de microorganismos en la sangre oscilan entre
10" a 10° parasitos/ml de sangre por lo que la infeccion puede detectarse
mediante microscopia optica de los eritrocitos tefiidos con Giemsa ( Kocany
col., 2003).

Los animales capaces de recuperarse de la etapa aguda de la enfermedad;
permaneceran infectados durante toda su vida, denominandose a esta etapa fase
cronica o persistente. La fase cronica se caracteriza por ciclos de incremento
logaritmico de la rickettsemia y una rapida disminucion de la misma (Fig. 2). El
numero de eritrocitos infectados se incrementa gradualmente en periodos de 10 a
14 dias y posteriormente se presenta un rapido decremento del nimero de
eritrocitos infectados (Alleman y col., 1997; Palmer y col., 2000). Un eritrocito

bovino tiene una vida promedio de 160 dias, por lo que A. marginale requiere salir



del eritrocito y re infectar eritrocitos nuevos para mantener la infeccion, por lo
tanto, la infeccion persistente es un proceso dinamico caracterizado por la invasion
y replicacion continua de A. marginale, asi como de la evasion de la respuesta

inmune del hospedero (Noh y col., 2006).

La fase cronica o persistente se caracteriza por fluctuaciones bimestrales en el
numero de eritrocitos infectados, entre 10° y 10° parasitos/ml de sangre, no
detectables por microscopia (Alleman y col., 1997), por lo que se debe recurrir a
herramientas de la biologia molecular para diagnosticar la infeccion en el bovino
como son: ELISA competitivo y/o PCR (Eriks y col., 1993).

i |
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Fig. 2. Representacion esquematica de los ciclos de rickettsemia ocasionados por A. marginale
durante las fases aguda y cronica de la enfermedad. El surgimiento de variantes antigénicas, una
vez establecida la infeccion cronica de la enfermedad ocurre, aproximadamente cada 5 semanas, y
estas variantes son las que permiten que la infeccion se mantenga durante toda la vida del
hospedero (Palmer y col., 2000).

Desde el punto de vista epidemiologico la fase cronica resulta ser de vital
importancia para la persistencia de A. marginale, debido a que los bovinos y los
vectores biologicos infectados funcionan como reservorios que permitiran que la
enfermedad continie diseminandose (Palmer y col., 2001). No obstante, los

reservorios bovinos resultan ser mas importantes debido a que la transmision



transovarica de A. marginale en las garrapatas no ocurre, por lo que el
microorganismo no se mantiene entre las generaciones de garrapatas (Brayton vy
col., 2005).

1.2 VIiAS DE TRANSMISION

Existen tres vias por medio de las cuales se puede transmitir A. marginale:

A. Por medio de vectores biologicos (especificamente garrapatas ixodes)
(MacGuire y col., 1984). En México el género de garrapatas que se
encuentra mas distribuido es Riphicephalus (Boophilus) microplus. Sin
embargo existen otros géneros capaces de transmitir la enfermedad en
diferentes regiones del mundo como: otras especies de Riphicephalus y
Dermacentor spp entre otras (Rodriguez-Vivas y col., 2004).
Aproximadamente 20 especies de garrapatas capaces de transmitir a A.
marginale se encuentran distribuidas en todo el mundo (de La Fuente y col.,
2001) (Fig. 3A).

B. Por via mecanica a través de insectos hematdfagos como: moscas de
establo (Stomoxys), tabanos, piojos y mosquitos (Hofmann-Lehmann y col.,
2004). Esta forma de transmision se considera uno de los mecanismos de
mayor diseminacion de A. marginale sobretodo en areas de Centro y Sur de
América, ademas de Africa donde la transmision por medio de garrapatas
no ha sido reportada (Kocan y col., 2003) (Fig. 3B). Un ejemplo de la
Importancia de este tipo de transmision se demostré en un estudio realizado
en Suiza, en el cual se report6 el brote de Anaplasmosis bovina en una
region donde no se habian detectado animales infectados con A. marginale.
El 46% de los animales analizados se identificaron positivos a la infeccion
con A. marginale. La infeccion y muerte de los animales comenzo justo
después de haber introducido al hato, un lote de bovinos. Las condiciones

de manejo de los animales en este sitio permitieron que la enfermedad se



diseminara rapidamente ocasionada por la infestacién de garrapatas y
piojos entre los animales y por el uso de cepillos en comun entre las vacas,
ademas de que el ganado se encontraba agrupado en un espacio reducido,
ayudando a la propagacion del agente etioldgico, tanto por la presencia del

vector como por la via mecanica (Hofmann-Lehmann y col., 2004).

C. Por via iatrogénica, al utilizar material quirargico contaminado como:
agujas, sierras para el descorne, pinzas para la nariz, instrumentos para

tatuar al ganado, para colocar dispositivos en las orejas y para llevar a cabo

la castracion (Kocan y col., 2003) (Fig. 3C).

Fig. 3. Vias de transmisién de la Anaplasmosis bovina. (A) Vector biolégico de A. marginale
Garrapata. (B) Vector mecanico Stomoxys. (C) Material para el manejo del ganado, pinzas para el
descorne, via iatrogénica.

En el sureste de Yucatan se realizé un estudio para determinar los factores que
principalmente contribuyen en la diseminacién de la enfermedad. La regién
seleccionada se encuentra dividida en nueve municipios agroecoldgicos que crian
el 65% del ganado para el estado. La presencia de algunos vectores de la
Anaplasmosis como: Riphicephalus microplus, Stomoxys calcitrans, Haematobians
y Tabanus ssp son endémicos en esta region. El uso de acaricidas y de
insecticidas para el control de las garrapatas y los insectos hematéfagos es comun
en las granjas. El 64% de las granjas analizadas se identificaron con una
seroprevalencia de la Anaplasmosis mayor o igual al 75% (Rodriguez-Vivas y col.,
2004).



Siete factores de manejo diferentes del ganado se consideraron significativos para

la diseminacion de la enfermedad. Estos se muestran en el cuadro |.

Cuadro |. Factores de riesgo para la seroprevalencia de Anaplasma marginale en
el ganado de México (Rodriguez Vivas y col., 2004).

Variable Valor de p
Sistema de produccion 0.48
Densidad del hato 0.01
Tipo de administracién de acaricidas 0.10
Tipo de acaricida empleado 0.13
Introduccion de ganado a la granja 0.30
Tipo de granja 0.14
Tamafio del hato 0.12
Tamafno de la granja 0.29
Control de vectores 0.71
Tipo de instrumental veterinario utilizado 0.01
Intervalo de bafios acaricidas 0.01

La seroprevalencia aumenta cuando la densidad del ganado equivale a mas de 1
animal/ha, considerandose éste uno de los aspectos mas importantes que
contribuyen a la diseminacion del microorganismo en diversas regiones del
mundo, incluyendo la presencia del vector (B. microplus, S. calcitrans, H. irritans y
Tabanus spp) que aumenta la probabilidad de que estén en contacto con los
animales susceptibles, y en consecuencia que se incremente la tasa de
inoculacioén. El tipo de acaricidas que se utilizan en la region son principalmente
los piretroides a los cuales los vectores han desarrollado resistencia. El
instrumental veterinario juega un papel de suma importancia para la transmision
de A. marginale al ganado susceptible, el uso de las mismas jeringas para vacunar
y administrar antibioticos a diferentes bovinos, influyendo en la diseminacion de la
enfermedad demostrando que la transmision aumenta por la via iatrogénica

(Rodriguez Vivas y col., 2004).



1.3 CICLO DE VIDA DE Anaplasma marginale EN EL VECTOR BIOLOGICO

El ciclo de desarrollo del microorganismo en el vector biolégico es complejo y
coordinado, comienza con la infeccion de la garrapata con la rickettsia A.
marginale al alimentarse de un animal infectado en cualquiera de las dos fases de
la enfermedad. En una primera etapa el microorganismo infecta a las células del
epitelio intestinal de la garrapata y se reproduce dentro de una vacuola formada a
partir de la membrana de la célula infectada (Ueti y col., 2007). Posteriormente, A.
marginale se distribuye via hemolinfa a otros 6rganos del vector, incluyendo las
glandulas salivales dentro de las cuales A. marginale es capaz de reproducirse y

ser transmitida a los vertebrados durante la alimentacién (Fig. 4) (Kocan y col.,

2003; Ueti y col., 2007).

Dermacentor spp

Rhipicephalus spp

Estadios de A. marginale
en la garrapata

‘ Forma reticulada
) (vegetativa)
Q @ Glandulas

% salivales

Forma densa

(infecttiva) /

Boophilus spp

Invasion y
replicaciéon en
Transmision mecénica, mu!pples

transferencia de Intestino tejidos

o Transmisién
células rojas infectadas s
biolégica al

alimentarse
las garrapatas

Fig. 4. Esquema del ciclo de A. marginale en garrapatas. Los eritrocitos que estan infectados al ser
ingeridos por la garrapata (Dermacentor ssp., Rhipicephalus ssp.) El primer sitio de las garrapatas
que se infecta es el intestino medio, se pueden encontrar dos formas de A. marginale en forma
reticulada y en forma densa. La primera que aparece es la reticulada que se encuentra en estado
vegetativo y que se divide por fision binaria, estd cambia posteriormente a forma densa, que es la
forma infectiva y que puede sobrevivir extracelularmente (Fig. modificada de Kocan vy col., 2003).



Los dos estadios de desarrollo de A marginale dentro del vector biolégico son:

1. Forma reticulada o vegetativa

2. Forma densa infectiva

La forma reticulada es la que se observa primero dentro del vector bioldgico; en
este estadio A. marginale se divide por fision binaria, formando grandes colonias
que contienen cientos de microorganismos (Fig. 5A). Las colonias se condensan
posteriormente dando lugar al estado denso, el cual es el estado infectivo capaz
de sobrevivir fuera de las células del hospedero (Fig. 5B) (Tomado de la tesis de

Doctorado de Camacho, 1999; Rurangirwa y col., 2000; Kocan y col., 2003).
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Fig. 5. Microscopia electronica de los estadios de las colonias de A. marginale dentro de las células
de la garrapata. (A)La forma reticulada dentro de la colonia, dividiéndose por fision binaria. (B)
Forma densa dentro de la colonia en las células de la garrapata infectada (Kocan y col., 2003).

Sin embargo, no todas las garrapatas que se encuentran en contacto con A.
marginale adquieren la infeccién (Tomado de la tesis de Doctorado de Camacho,
1999) la razén se desconoce, pero se sabe que el epitelio intestinal de las
garrapatas al igual que las glandulas salivales, funcionan como barreras para la
transmision de A. marginale (Futse y col., 2003; Ueti y col., 2007). Algunas cepas
de A. marginale no son capaces de establecer infeccién en la garrapata, por lo que
estas cepas no se transmiten mediante el vector biologico (Ueti y col., 2007). No

obstante, falta determinar los mecanismos involucrados en la transmision, tanto
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para el proceso dependiente de las garrapatas como para el independiente (Ueti y
col., 2007). Un ejemplo en especifico de ésto es la cepa Florida de A. marginale la
cual no es transmitida por ninguna de las especies de garrapatas que funcionan
como vectores de este parasito; esta cepa al entrar al intestino de la garrapata es
incapaz de invadir y reproducirse dentro de las células del epitelio intestinal del
vector biolégico, en consecuencia el sistema inmune de la garrapata logra
deshacerse del microorganismo (Ueti y col., 2007). Esta cepa se transmite por
medio de la via mecanica o iatrogénica. También se ha reportado que la
secuencia y la conformacion de los repetidos de la proteina de membrana MSP1a
de este microorganismo esta involucrada en la capacidad de las cepas de A.
marginale para ser capaces de adherirse a las células de los 6rganos de las

garrapatas (de la Fuente y col., 2003).

1.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA ANAPLASMOSIS

La Anaplasmosis bovina se presenta en areas tropicales y subtropicales de todo el
mundo, lo que impide la explotacion del ganado en muchas regiones. La
enfermedad es de caracter endémico en el Sur de América y en las Islas del
Caribe (Kocan y col., 2003). En la Republica Mexicana se ha reportado que en la
region Noreste y a lo largo del Golfo de México la Anaplasmosis bovina es de
caracter endémico. En el suroeste del pais se determind que mas del 50% del
ganado se encuentra infectado con A. marginale. Por lo que, es necesario
identificar la presencia del parasito en el resto del pais para determinar la

distribucion y seroprevalencia (Rodriguez-Vivas y col., 2004).

Actualmente, en el pais la enfermedad se correlaciona con la presencia del vector
bioldgico (R. microplus), pero es importante recordar que esta no es la Unica via
de transmision de A. marginale al ganado, ya que hay regiones en México en las
cuales se ha erradicado al vector bioldgico, pero estas zonas son endémicas para
la Anaplasmosis bovina, lo que resalta la importancia de las otras vias de

transmision anteriormente mencionadas.
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La presencia de la Anaplasmosis bovina depende del movimiento del ganado en el
pais, al igual que en el resto del mundo, por lo que la distribucion de la
enfermedad cambia constantemente (Rodriguez y col., 2003). De acuerdo a lo
reportado en 2004, el cambio climatico influye en la distribucion de las especies
que son capaces de propagar al patdgeno, y se especula que debido al
calentamiento global las garrapatas estaran distribuidas mas ampliamente

(Hofmann-Lehmann y col., 2004).

En Europa, la Anaplasmosis bovina es comun en regiones del Mediterraneo, al
igual que la Babesiosis. En el sureste de Italia se han identificado 11 especies de
garrapatas distribuidas en la region como: Riphicephalus bursa, Riphicephalus
turanicus, Haemophysalis punctata principalmente y en menor cantidad
Riphicephalus sanguineus, Ixodes gibbosus, Ixodes ricinus, Dermacentor
marginatus, Hylomma marginatum, Hyalomma dedritum, Haemophysalis inermes,
y Haemaphysalis sulfata. En esta region el 93% del ganado se encuentra infectado

con uno o ambos parasitos (Cringoli y col., 2002).

Estos son solamente algunos ejemplos que muestran la distribucion de la
enfermedad en diferentes regiones el mundo, actualmente se ha reportado que en
las zonas endémicas la prevalecia de la Anaplasmosis bovina posiblemente

excede el 70% del total de los animales que se producen (Futse y col., 2008).

1.5 IMPACTO ECONOMICO DE LA ANAPLASMOSIS BOVINA

Las pérdidas ocasionadas por la enfermedad se determinan por diversos
parametros: pérdida de peso de los animales, disminucion en la produccion de
leche, abortos, gastos para tratamiento contra la enfermedad y la muerte de los
bovinos. Algunos estudios han estimado que las pérdidas anuales en Estados

Unidos sobrepasan los 300 millones de dolares, mientras que en Latinoamérica

12



las peérdidas se han calculado en aproximadamente 800 millones de dolares

anuales (Kocan y col., 2003).

En México, los estudios econdémicos realizados al respecto estimaron pérdidas por
mas de 3,000 millones de pesos en el afio de 1980 (Rodriguez y col., 2003).
Asimismo, en el afo 1995 la Anaplasmosis bovina causé el 26% de la mortalidad
total registrada en bovinos de alto registro, manejados dentro del programa
nacional de mejoramiento genético “Ganado mejor”, esto sin incluir pérdidas no
reportadas en animales fuera de estos programas gubernamentales. En el afio de
2003 se reportd una pérdida de mas de 130 millones de dolares (Rodriguez y col.,
2003). Esta enfermedad dificulta la introduccién de ganado tipo europeo al pais,
que beneficiaria la produccién de leche y carne, debido a que son animales
sensibles a la infeccion con A. marginale, la cual ocasiona la rapida muerte de

estos (Kocan y col., 2003).

1.6 MEDIDAS PREVENTIVAS

A pesar de las pérdidas econdémicas ocasionadas por la Anaplasmosis bovina, aun
no existen medidas efectivas para su control (Ntando y col., 1991). Actualmente se
ha intentado controlar la enfermedad mediante el uso de acaricidas y vacunacion
(Kocany col., 2003). Sin embargo el uso de acaricidas, ademas de ser costoso, es
insuficiente para controlar la Anaplasmosis, debido a que A. marginale también
puede ser transmitida por otros insectos y material quirGirgico contaminado, como
se mencion6 anteriormente; por otro lado, las garrapatas pueden desarrollar
resistencia a los acaricidas empleados (Rodriguez-Vivas y col., 2004; Rajput y
col., 2006).

En el ano 1909, Theiler describid el uso de un organismo relacionado, A. centrale,
que resulta ser menos patégeno que A. marginale, como vacuna viva para
disminuir la severidad de la infeccion establecida por éste microorganismo,

describiendo que se requeria el establecimiento de la infeccion por parte de A.



centrale, permitiendo que los animales se recuperen de la enfermedad, antes de
ser expuestos al campo en donde estarian en contacto con las garrapatas
infectadas con A. marginale (Kocan y col., 2003; Shkap y col., 2002). Sin embargo
al comparar a los animales vacunados con otros que no habian sido expuestos al
microorganismo se establecié que este tipo de vacunacion no previene la infeccién
con A. marginale, sino solo reduce la severidad de la fase aguda y la

sintomatologia (Shkap y col., 2002).

El método de vacunacion utilizando A. centrale continia en uso en naciones como
Australia e Israel. No obstante este método presenta un nimero de inconvenientes
de tipo bioldgico y técnico que limitan su aceptacion en el resto del mundo (Kocan
y col., 2003). Dentro de estas limitantes se incluyen: (a) la contaminacion potencial
de la sangre a partir de la cual se obtiene la vacuna con patdégenos como el virus
de la Leucosis Bovina, el virus de la Lengua Azul, Theileria o cepas heterologas de
Anaplasma o Babesia, (b) la posible contaminacién con nuevos patégenos, (c) la
induccion de anticuerpos contra antigenos de eritrocitos, (d) la pérdida de la
infectividad, lo que puede conllevar a la no proteccion, (e) la variacion de la
virulencia, que puede provocar la muerte de los animales vacunados y (f) la
dependencia de nitrégeno liquido para la conservaciéon de la vacuna y el

transporte al campo (Tomado de la tesis de Doctorado de Camacho, 1999).

Otro método de vacunacion consiste en utilizar cepas atenuadas de A. marginale,
la atenuacion de las cepas se lleva a cabo mediante pases del organismo en
ovejas y ciervos, o mediante la irradiacion de cepas patégenas con °Co (Kocan y
col., 2003). Sin embargo en los animales vacunados se han observado efectos
secundarios como: disminucién en la produccion de leche, fiebre, anorexia,
ictericia y muerte, ademas el uso de este tipo de vacuna no es adecuado para
animales mayores a 12 meses, por que puede ocasionar la enfermedad en los

animales adultos (Rodriguez y col., 2003).
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Otras de las vacunas son las fabricadas a partir de microorganismos muertos y
muestran algunas ventajas al compararlas con los preparados vacunales
derivados de A. marginale viva, como son: el evitar el riesgo de contaminacion con
agentes patdgenos, su almacenamiento es menos costoso y una reduccion de las
reacciones secundarias en los animales vacunados. Dentro de las desventajas se
encuentran que se requiere de revacunaciones anuales, el costo para purificar a
A. marginale de los eritrocitos es alto y no se establece proteccion contra todos los
aislados geograficos. Este tipo de preparados vacunales se retiraron del mercado
debido a que se encontraron residuos de contaminantes del estroma de eritrocitos,
lo que generaba una respuesta inmune contra los eritrocitos, ocasionando anemia
hemolitica en los becerros que ingerian el calostro de las madres con altos titulos

de anticuerpos (Kocan y col., 2003).

La prevencion de la enfermedad con preparados vacunales diferentes no ha
mostrado la eficacia deseada, ya que la proteccion que ofrecen frente a retos con

cepas heterdlogas es baja y requieren de cuidados excesivos para su manejo.

Una opcién probada a nivel experimental es la elaboracion de preparados a partir
de la membrana externa de A. marginale, que ha mostrado ser eficiente para la
prevencion de la enfermedad, proporcionando proteccion contra cepas homologas
y cepas menos patégenas; ademas de reducir dramaticamente la anemia en el
ganado y los picos de ricketssemia son menos elevados (Tebele y col., 1991). No
obstante, existen inconvenientes para la obtencién de las membranas de A.
marginale, aunado a que este tipo de vacunas son incosteables (Brown y col.,
2002).

Otra estrategia empleada, es la inmunizacion con proteinas recombinantes, pero
hasta el momento, no proporcionan la proteccién necesaria contra la enfermedad
(Tomado de la tesis de Doctorado de Camacho, 1999; Kocan y col., 2003;
Lahmers y col., 2005). En conjunto los datos anteriores indican la importancia y

necesidad de desarrollar una vacuna mediante otras alternativas, como por
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ejemplo empleando los métodos de ADN recombinante, vacunas de ADN desnudo
0 vacunas a base de antigenos recombinantes mejorados (Palmer y McElwain,
1995).

Actualmente, la proteccion contra la Anaplasmosis bovina se esta evaluando a
nivel experimental, mediante la administracion de una vacuna construida con ADN
del gen mspTa del patdgeno; ésta se encuentra acoplada a secuencias que
inducen la respuesta inmune del hospedero; reclutando y activando a las células
dendriticas necesarias para llevar a cabo la presentacion de antigenos. Una dosis
Unica de esta construccion ha mostrado se capaz de activar eficientemente la
respuesta del animal, lo que se traduce en grandes beneficios sobre todo en o
relacionado en vacunaciones masivas y en el control de la enfermedad. A pesar
de que aun falta definir que secuencias son mas imnunodominantes para
establecer una mejor proteccion contra el patégeno. Hasta el momento no se ha
determinado si esta estrategia funcionara en condiciones de campo (Mwangi y
col., 2007).

Uno de los principales impedimentos para el desarrollo de una vacuna en contra
de este patogeno es la carencia de una linea celular para la reproduccion de A.
marginale, hasta ahora se ha desarrollado un cultivo celular para Anaplasma (una
cepa Sudafricana) empleando células embrionarias de garrapata de la especie
Ixodes scapularis, denominando a esta linea celular IDE8 (de la Fuente y col.,
2003; Zweygarth y col., 2006), lo cual podria representar una fuente de obtencion

del microorganismo, pero se debe considerar que es un proceso costoso.

1.7 TAXONOMIA DE A. marginale

Los organismos del orden de las Rickettsiales fueron reclasificados basandose en
las caracteristicas bioldgicas y analisis de los genes de rARN 16S, groES, y los

que codifican para proteinas de superficie (Palmer y col., 2000). Los miembros de
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este orden son bacterias intracelulares, que contienen genomas pequefios
atribuidos a una evolucion reductiva y que establecen parasitismo intracelular a

largo plazo (Brayton y col., 2005; Blanc y col., 2007).

Los analisis filogenéticos sustentan la formacion de cuatro géneros dentro de la
familia de Anaplasmataceae: (i) Anaplasma, con 96.1% de similitud, (i) Erhlichias,
con un 97.7% de similitud, (iii) Wolbachia, con un 95.6% de similitud y (iv)
Neorickettsia, con un 94.9% de similitud. Los organismos clasificados dentro de la
familia de las Rickettsiaceae (género Rickettsia y Orientia) son bacterias
intracelulares obligadas que crecen libremente dentro del citoplasma de células
eucaridticas. Mientras que los organismos localizados en la familia de
Anaplasmataceae también son organismos intracelulares obligados, pero se
encuentran exclusivamente dentro de vacuolas membranosas en el citoplasma de
las células eucaridticas. La mayoria de los organismos de la familia
Anaplasmataceae son capaces de multiplicarse en vertebrados y en algunos

invertebrados, principalmente trematodos y garrapatas (Palmer y col., 2000).

A. marginale es un organismo unicelular que al infectar a los eritrocitos maduros,
forma una vacuola derivada de la membrana de los eritrocitos. Dentro de ésta se
van a encontrar a los microorganismos alojados. Cada organismo tiene un
diametro de 0.55 — A. marginale, que
consisten en agregados granulares densos rodeados por una doble membrana de
40-50 nm de espesor, dentro de los cuales se contiene el material genético
necesario para llevar a cabo el proceso de replicacion (Tomado de la tesis de
Doctorado de Camacho, 1999).

El microorganismo se reproduce por medio de fision binaria dentro de los
eritrocitos para formar de ocho a diez organismos individuales dentro de una
vacuola simple, denominada vacuola parasitéfora (de la Fuente y col., 2003). Esta
vacuola se forma por la invaginacion de la membrana eritrocitica y durante el

proceso de replicacion se ha observado la formacion de una cola, mejor definida
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como apéndice de inclusion constituida por filamentos de actina del hospedero y
componentes del parasito, que posiblemente esta involucrada en la interaccion del
patogeno con los eritrocitos del bovino durante los ciclos de replicacién, invasion y
egreso (Stich y col., 2004). Posteriormente, Anaplasma marginale sale de los
eritrocitos para infectar nuevos glébulos rojos, por un mecanismo que alin se

desconoce (Tomado de la tesis de Doctorado de Camacho, 1999).

El género Anaplasma incluye tres especies que son capaces de infectar

rumiantes: A. marginale, A. centrale y A. ovis.

A. ovis es un patdégeno que infecta a las ovejas y no es capaz de establecer
infecciones en el ganado bovino. El género Anaplasma también incluye a la cepa
A. phagocytophilum, éste es un agente que causa Ehrlichiosis granulocitica en

humanos (Kocan y col., 2003).

1.8 CARACTERISTICAS GENICAS DE A. marginale

1.8.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENOMA DE A. marginale.

En el afo de 2005 se llevé a cabo la secuenciacion del genoma completo de A.
marginale, de la cepa St. Marie, seleccionada por su virulencia y porque es

transmitida por las garrapatas D. andersoniy R. microplus.

La cepa St. Maries de A. marginale contiene un genoma circular completo
constituido por 1,197,687 pares de bases (Fig. 6), con una densidad codificante
del 86%, tipica en las bacterias intracelulares. El contenido de C+G es de 49.8%
que resulta ser inusual para los organismos intracelulares obligados (Cuadro I1); si
se compara con el genoma de otras Rickettsias secuenciadas que generalmente
tiene un promedio del 37%. En el genoma de A. marginale el origen de replicacion
no se identifico utilizando a los genes dnaA, gyrA, gyrB, romH, dnaN que

generalmente se encuentran agrupados cerca de este sitio, ya que éstos se
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encontraron distribuidos de diferente manera en el genoma secuenciado, por lo
que el origen de replicacion se designo arbitrariamente basandose en el cambio

del sesgo de C+G (Brayton y col., 2005).

El genoma de A. marginale tiene una densidad génica de 0.79: con 949
secuencias codificantes (CDSs) de proteinas de un tamafo promedio de 1,077
pares de bases cada una. Esto incluye la anotacién de ocho secuencias sin marco
de lectura abierto, las que podrian ser clasificadas como pseudogenes clasicos. El
tamano promedio de las CDSs se debe a la presencia de varias CDSs grandes de
9-10.5 kb de las cuales no existen reportes de homologos en otras bacterias
relacionadas. El genoma contiene un unico operon para genes de ARN ribosomal
lo que parece ser tipico del orden de las Ricketssiales. Ademas existen 37 genes
que codifican para ARN de transferencia para los 20 aminoacidos (Brayton y col.,
2005).

Cuadro Il. Caracteristicas del genoma de Anaplasma marginale (Brayton y col.,
2005).

Caracteristicas generales del genoma de A. marginale
Tamario del genoma, pares de bases 1,197,687
% deG+C 49
Proteinas codificadas, % 86
Genes que codifican proteinas 949
Asignacion de funcion B67
Asignacion de familia conservada 107
Hipotéticamente conservada 126
Pseudogenes funcionales 14
Dominios de marcos de lectura abierta cortados || 8
Densidad génica 0.79
Promedio de longitud de gen 1,077
ARNSs ribosomales 3
ARNSs de transferencia T4

El analisis de las secuencias de los genomas completos de los organismos
pertenecientes a la familia de los Rickettsiales como: Rickettsia prowazekki, R.

conorri 'y Wolbachia pipientis, han revelado que estas bacterias intracelulares
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obligadas han sufrido eventos de evolucién reductiva, resultando en genomas que
contienen muchos pseudogenes (Brayton y col., 2005; Blanc y col., 2007). Aunque
A. marginale tiene un genoma pequefo tipico de los miembros de este orden,
contiene pocas copias de pseudogenes clasicos, definidos como copias inactivas
de genes funcionales. Solamente cuatro genes se identificaron con las regiones
codificantes interrumpidas (murC, aspS, mutL y aatA), aunque es muy probable
que éstos sean pseudogenes, fueron anotados como dominios separados, debido
a que falta determinar su posible funcionalidad. Estos cuatro genes muestran un

uso de codon diferente a las otras CDSs funcionales descritas (Brayton y col.,
2005).

Es importante mencionar que A. marginale contiene genes definidos como
pseudogenes funcionales los cuales son copias truncadas de genes que
solamente van a ser expresados como parte de una proteina completa funcional,
una vez que el pseudogen se hayan recombinado en el sitio Unico de expresién
del gen (Brayton y col., 2005). Como es el caso de los genes msp2 y msp3 que
generan transcritos con los extremos 3’y 5’ altamente conservados, interrumpidos
por una region central hipervariable caracterizada por sustituciones, inserciones y
deleciones. En esta region se generan diversos arreglos de epitopes para células
B, necesarios para la evasion de la respuesta inmune del hospedero (Brayton y
col., 2001). Este tipo de pseudogenes funcionales también estan descritos en A.
phagocytophilum, pero no han sido descritos en otros organismos del orden de las

Rickettsias (Brayton y col., 2005).

Fig. 6. Representacion de el genoma de A. marginale
cepa St. Maries.

*El circulo interno (negro) muestra el contenido de C
+G.

o

) *Segundo y tercer circulo muestran la posicion y la
\ A orientacion de los genes para ARN ribosomal (flechas
2R anaranjadas) y de Transferencia (flechas mcradas).

/Annplnsn marginale | 8 | . . .
T— | & E]' *El cuarto y quinto circulo muestran la posicion de las
5 /] secuencias codificante sentido (verde) y antisentido

(rojo).
*El sexto circulo muestra la posicion de BACs.
*Séptimo circulo muestra la posicion de los genes

codificantes para las proteinas de la superfamilia msp2
(azul) y msp1(café) (Brayton y col., 2005)



1.8.2 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

Las proteinas de membrana externa OMPs, por sus siglas en ingles “Outer
Membrane Proteins”, de las bacterias patogenas interactian tanto con las células
eritrociticas asi como con las del sistema inmune del hospedero. La funcion de
cada una de estas proteinas depende de su conformacion, incluyendo
oligomerizaciones y de las interacciones supramoleculares con otras OMPs a
través de interacciones covalentes y no covalentes. Las OMPs de A. marginale se
encuentran asociadas a otras proteinas a través de puentes disulfuro, formando
complejos de homodimeros y heterodimeros como se ha observado con las

proteinas correspondientes a la superfamilia de las MSP1 (Macmillan y col., 2006).

De las 949 CDSs de proteinas identificadas en el genoma de A. marginale; 62
secuencias (sin incluir los pseudogenes) han sido anotadas como genes que
codifican para proteinas inmunodominantes de membrana externa, esta cifra se
correlaciona con el nimero esperado en un genoma de este tamano (Brayton y
col., 2005). Algunos de estos genes han sido clasificados en dos familias: la
superfamilia de las msp2 y la superfamilia de las msp1 de A. marginale (Brayton y
col., 2001).

1.8.3 LA SUPERFAMILIA DE msp2

La superfamilia de las msp2 esta conformada por 56 miembros que incluyen 16
pseudogenes. Esta superfamilia se encuentra constituida principalmente por los
genes msp2, msp3'y msp4. Las proteinas principales de superficie (por sus siglas
en ingles Major Surface Proteins) MSP2, MSP3 y MSP4 residen en la membrana
externa con dominios de superficie expuestos, las proteinas MSP2 y MSP3 son
capaces de activar la respuesta inmune, ademas participan en la evasion de la
respuesta inmune del hospedero debido a que generan variantes antigénicas, lo

que permite a A. marginale establecer la fase crénica de la enfermedad (Brayton y
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col., 2005). Ademas, hay de cinco a siete pseudogenes para msp2 dependiendo la

cepa de A. marginale y siete pseudogenes para msp3 (Brayton y col., 2005).

De los pseudogenes de msp2 y msp3 descritos, cuatro se encuentran fuertemente
ligados en un arreglo conocido como complejo de pseudogenes. Aparte de éstos,
hay dos secuencias remanentes de msp3 en el genoma, una corresponde al
extremo 5 del gen msp3, y la otra es una secuencia muy pequefia que
corresponde al extremo conservado 5" de uno de los pseudogenes de msp3
(Brayton y col., 2005).

El gen msp2 es transcrito como parte de un operén formado por cuatro genes, los
tres genes restantes han sido denominados “genes asociados al operén” opag1 a
opag3 y se han incluido en la superfamilia (Noh et al 2006). Los miembros del
operon tienen una patron diferencial de expresion: opag 1 al parecer no se
traduce, mientras que opag2 y msp2 son expresados por A. marginale dentro de
los eritrocitos de los bovinos y dentro de las garrapatas, en el intestino medio y en
las glandulas salivales y opag3 se expresa Gnicamente en los eritrocitos (Brayton y
col., 2005).

Dentro de la superfamilia de msp2 estan incluidos 15 genes no identificados, pero
que comparten identidad con la secuencia de los miembros principales de ésta.
Estos genes se designaron omp1 a omp15; de los cuales, 12 se encuentran
arreglados en tres grupos representando cuatro operones putativos, los tres genes
restantes se encuentran por separado en el genoma (Fig. 7). Los miembros
restantes de la superfamilia corresponden a genes pequefios denominados orfX
(12 copias) y orfY (siete copias). Estos miembros contienen un péptido senal con
identidad de secuencia a MSP3. Los orfX y orfY se han incluido en esta
superfamilia por la ubicacion que tienen en el genoma, ya que con frecuencia se
encuentran flanqueando un pseudogen de msp2 o de msp3, y son parte del sitio

de expresion de msp3 (Brayton y col., 2005; Noh y col., 2006).
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Fig. 7. (A) Relacion espacial de los genes omp? a 14 en el cromosoma de A. marginale. (B)
Segmento del genoma con el operon de msp2, omp1y omp2 a omp5. (C) Locus con el arreglo en
tandem de omp6 a omp10. (D) Locus con el arreglo en tandem de omp71 a omp13 (Noh y col.,
2006).

La proteina MSP2, es codificada por una familia multigénica y polimérfica que
comprende al menos el 1% del genoma, le confiere a A. marginale la capacidad
genetica para generar variantes antigénicas por medio de recombinacion de la
secuencia del gen con cualquiera de los pseudogenes de msp2 en el sitio de
expresion (French y col., 1998; French y col., 1999), dando lugar a secuencias
diferentes ocasionadas por mosaicos en el sitio policistronico de expresion (Futse
y col., 2005; Palmer y Brayton 2007). Este mecanismo le permite al patégeno
evadir la respuesta inmune del hospedero y mantener la infeccion durante toda la
vida de éste, funcionando como reservorio del parasito (Barbet y col., 2000;
Brayton y col., 2002; Meeus y col., 2003) .



La familia multigénica de msp3 codifica para proteinas inmunodominantes de
superficie que son abundantes en la membrana de A. marginale. Los productos
proteicos de MSP3 con diferentes pesos moleculares que varia de 90, 95 o 100
kDa dependiendo de la longitud del dominio central hipervariable de la proteina; lo
que refleja multiples variantes entre la poblacién de A. marginale (MacMillan y col.,
2006).

Al igual que msp2, el gen msp3 presenta eventos de recombinacion con
pseudogenes de msp3, para la generacion de variantes antigénicas; se ha
observado que existe variacién de este gen entre los aislados geograficos de A.

marginale (Kocany col., 2003; Brayton y col., 2005; Noh y col., 2006) .

En el genoma de diferentes aislados de este microorganismo se han identificado
multiples copias relacionadas con el gen msp3 las cuales se encuentran
distribuidas en todo el genoma, al igual que sucede con la familia multigénica de
msp2 (MacMillan y col., 2006).

El gen msp4 codifica para una proteina de 31 kDa (MSP4), de la cual se
desconoce la funcion que desempefia en A. marginale. Se encuentra flanqueado
por dos pseudogenes de msp3: uno de 336 pb rio arriba y el otro a 4,687 pb rio
abajo de msp4. Este gen msp4 es de copia Unica y se localiza junto con el gen de

recA entre dos pseudogenes de msp3 (Brayton y col., 2005).

1.8.4 LA SUPERFAMILIA DE LAS msp1

La superfamila de las msp1 se encuentra constituida por los genes msp7a, msp1p3

y el gen mspb.

MSP1 es un complejo de superficie expuesto que se encuentra constituido por las

proteinas MSP1a y MSP1b que son codificadas por dos genes localizados en dos
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loci del cromosoma, msp1a'y msp18 (Fig.9) (Brayton y col., 2005, MacMillan y col.,
2006).

El complejo MSP1 esta involucrado en el proceso de adhesion de A. marginale a

las células del hospedero (Garcia-Garcia y col., 2004).

La organizacion genémica de estos genes se esquematiza de la siguiente manera:

msp1fpg2 msp18pg3 msp18pg1
%ﬁg // 320
msp152 msp1p1 msp1a
m—3Skb

Fig. 8. Organizacion genomica de mspfa y msp1f3 de A. marginale en el genoma de la cepa St.
Maries. Las flechas de color blanco indican a msp7a y las de color negro los genes completos de
msp1B y en gris se representan a los genes parciales de msp18 pg1, pg2 y pg3 (Macmillan y col.,
2006).

Las proteinas de eéste complejo contienen segmentos ricos en glutamina los cuales
han sido relacionados con la formacion de estructuras que daran lugar a
complejos multiméricos necesarios para la interaccion con las células del
hospedero (MacMillan y col., 2006).

La inmunizacién de bovinos con el complejo MSP1 ha mostrado proporcionar
proteccion significativa contra la Anaplasmosis bovina, ademas de controlar los
niveles de rickettsemias en los animales que adquieren la infeccion (MacMillan y
col., 2006).

El gen msp7a es de copia Unica y se encuentra conservado entre las cepas de A.
marginale, con excepcion de un grupo de repetidos en tandem constituidos de 84

a 87 pb en el extremo 5 que varia tanto en nimero de repetidos como en la



secuencia, dependiendo la cepa del microorganismo (Brayton y col., 2005). Este
gen codifica para la proteina de membrana MSP1a, de un peso molecular
aparente aproximado de 105 kDa, y participa en los procesos de la infeccidn a
eritrocitos y a células de la garrapata, lo que la ha relacionado con la transmision
de A. marginale por la garrapata, ademas de contribuir en la activacion del sistema
inmune en la infeccion del ganado bovino (Garcia-Garcia y col., 2004, Macmillan
y col., 2006).

La secuencia de cada uno de los repetidos que constituyen a msp7a se emplean
para llevar a cabo la genotipificacion de aislados geograficos de A. marginale
(Kocan y col., 2003). Cada uno de estos repetidos ha sido designados con letras,
por ejemplo, en la cepa St. Maries, el gen se encuentra constituido por tres
repetidos designados JBB (Kocan y col., 2003; Garcia-Garcia y col., 2004; Brayton
y col., 2005). A pesar de no tener péptidos sefial canonicos se ha determinado que
la proteina se encuentra expuesta en la superficie de A. marginale (Brayton vy col.,
2005).

En el genoma de éste microorganismo también se identificaron tres secuencias
codificantes localizadas rio abajo de la secuencia del gen msp7 . Los productos
proteicos de estos genes han sido designados con el nombre de proteinas
MSP1a-like (MLP) debido a que comparten cierta identidad con el extremo
C- terminal de la proteina MSP1a. Las proteinas MLP2 y MLP4 comparten 30% y
37 % de identidad con la regién C-terminal de MSP1a respectivamente; mientras
que MLP3 no comparte una identidad de secuencia aparente con MSP1a; se ha

predicho que estas proteinas son transmembranales (Brayton y col., 2005).

El gen msp1B esta constituido por una pequefia familia multigénica de cinco
genes paralogos, dos genes completos y tres genes parciales. El arreglo de los
genes que constituyen a msp1/ es idéntico entre las cepas de A. marginale; pero

la secuencia de cada uno de éstos puede variar entre los aislados geograficos
(MacMillan y col., 2006).
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Cada uno de los genes parciales pueden funcionar como pseudogenes
funcionales que pudieran estar involucrados en la generacion de variantes
antigénicas del producto proteico de MSP1b, mediante la conversiéon de
segmentos del gen, como se ha reportado en otras proteinas imunodominantes
de A. marginale. Sin embargo estos procesos de recombinacion entre y dentro de

los genes de msp1/ son raros (Brayton y col., 2005, MacMillan y col., 2006)

La proteina MSP1b tiene un peso molecular aparente aproximado de 100 kDa
(Rodriguez y col.,, 2003). Todas las copias del gen msp  son capaces de
expresarse y codificar proteinas estructuralmente tnicas. Mediante espectrometria
de masas, se identific6 que MSP1b1 contiene 4 residuos de glutamina en los
primeros 10 aa, y otros cuatro residuos adicionales en los siguientes 30 aa, en el
extremo de la region C-terminal, en los ultimos 30 aa, se identificaron 9 residuos
mas de glutamina, estas regiones ricas en glutamina podrian estar involucradas en
interacciones entre los complejos MSP1 y MSP3 (Garcia-Garcia y col,
2004 ; Brayton y col., 2006; Macmillan y col., 2006).

Los productos de los genes msp7a y msp1/ contienen dominios susceptibles a
glicosilaciones, (O— y N- glicosilaciones) que podrian estar involucradas en la
eficiencia del proceso de adhesién de A. marginale a sus células blanco (Garcia-
Garcia y col., 2004).

El gen msp5 es de copia uUnica y codifica para una proteina de 19 kDa (MSP5),
altamente conservada entre las cepas de A. marginale estudiadas, lo que sugiere
que esta proteina es esencial para la vida del microorganismo, ésta se utiliza
como antigeno para diagnéstico molecular como se describié por Brayton y col. en
2006 mediante ensayos de cELISA (Kocany col., 2003).

Las proteinas que constituyen a las superfamilias MSP1 y MSP2 representan una
porcion importante de las proteinas presentes en la superficie de A. marginale. Las

proteinas MSP1, MSP2 y MSP3 son moléculas inmunodominantes que son



blancos de la respuesta inmune de los hospederos. Recientemente se
identificaron otras proteinas presentes en la membrana: como el sistema de
secrecion del tipo IV, estas proteinas estan involucradas en la activacion del
sistema inmune del hospedero bovino (Brayton y col., 2005). Las proteinas del
sistema de secrecion tipo IV son necesarias para la supervivencia y la virulencia
de las bacteria gram (negativas), sin embargo estas proteinas no se han explorado
como candidatos para el desarrollo de vacunas. En el afio de 2007 se determin6
que VirB9, VirB10 y CTP son componentes de la membrana externa de A.
marginale; que activan adecuadamente la respuesta inmune de los bovinos; y que
se encuentran altamente conservadas entre los genotipos de éste
microorganismo, por lo que podrian funcionar como candidatos para una vacuna
en lugar de utilizar proteinas que varian constantemente como MSP2 y MSP3
(Lopez y col., 2007).

1.8.5 GENES INVOLUCRADOS EN EL METABOLISMO DE A. marginale

La reconstruccion de las vias metabolicas de A. marginale han mostrado que las
enzimas necesarias para la glicosilacion se encuentran presentes, pero ninguna
glicoquinasa o sistema de transporte de azucar fueron detectados, indicando que
A. marginale utiliza la gluconeogénesis. Muy pocas genes que codifican para
enzimas involucradas en la biosintesis de aminoacidos fueron encontrados; no se
detectaron rutas completas, y solamente se identificaron enzimas involucradas en
la etapa final de la biosintesis de ocho aminoacidos: serina, prolina, tirosina,
cisteina, fenilalanina, glutamina y acido glutdmico. La respiracién aerobica de A.
marginale se lleva a cabo mediante el ciclo de TCA para el cual se describieron
conjuntos de enzimas completos. Las enzimas para la via no—oxidativa de fosfato
pentosa también estan presentes, sin embargo la trans-aldolasa no pudo ser
encontrada. Las enzimas necesarias para la sintesis de acidos grasos estan
completas. Las rutas para la biosintesis de novo de purinas y pirimidinas fueron

detectadas completas (Brayton y col., 2005).



Solamente un transportador de aminoacidos se identifico en el genoma de A.
marginale correspondiente a alanina. Lo que refleja que este microorganismo es
capaz de llevar a cabo la sintesis de muy pocos aminoacidos. También varios
transportadores tipo casettes de union al ATP fueron encontrados pero, sin funcién
asignada y también se anotaron dos bombas de multi-resistencia a farmacos
(Brayton y col., 2005).

1.9 ESTRUCTURA DE LA PROTEINA MSP1a

El peso molecular de la proteina MSP1a varia dependiendo del numero de
repetidos en tandem que la constituyen, estos repetidos difieren en longitud, de 28
a 29 aa (Palmer y col., 2000, Kocan y col., 2003, de La Fuente y col., 2007).
Aislados geograficos de A. marginale que difieren en morfologia, secuencia de
aminoacidos, caracteristicas antigénicas y la transmision por garrapatas se han
descrito (Ueti y col., 2006, de la Fuente y col., 2007).

MSP1a se encuentra constituida por un dominio hidrofilice, localizado en la regién
amino terminal, es justamente en esta zona donde se encuentran los repetidos en
tandem, que caracterizan a cada una de las cepas de A. marginale (Fig. 9 A y B)
(Palmer y col., 2000). Esta regién se encuentra expuesta en la membrana del
parasito; el resto de la proteina esta altamente conservada entre los genotipos del

microorganismo (Garcia—Garcia y col., 2004).

Extracelular

Intracelular
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NH2 -COO

Dominio hidrofilico

Fig. 9. Proteina MSP1a codificada por el gen msp7a, mostrando el dominio hidrofilico en el
extremo NH,- y la localizacion de los repetidos en tdndem empleados para la genotipificacion de
A.marginale; (B) Representacion esquematica de la proteina MSP1a (en diferentes colores se
representan diferentes repetidos en tandem, la combinacién de repetidos daran lugar a los diversos
genotipos distribuidos en el mundo (de La Fuente y col., 2001).

Los repetidos en tdndem de la proteina MSP1a estan involucrados en los
procesos de adhesion tanto a células de la garrapata como a los eritrocitos.
Particularmente esta regién de repetidos contiene un alto por ciento de los
aminoacidos serina y treonina (Ser/Thr), la mayoria de estos residuos estan
conservados entre los repetidos de MSP1a. De acuerdo a las predicciones de la
estructura secundaria de estas secuencias las regiones conservadas son
susceptibles a O—glicosilaciones, relacionados con la eficiencia de la adhesién e
invasion a las células hospederas y se encuentran conservados en la mayoria de
los genotipos de A. marginale. A partir de predicciones de la estructura secundaria
de la proteina MSP1a se determiné que la region amino-terminal esta constituida
por hojas B- plegadas lo que se relaciona con la presencia del dominio hidrofilico;
con respecto a la region carboxilo terminal, ésta se encuentra altamente
conservada entre los genotipos, y esta constituida por a—hélices (de La Fuente y
col., 2001; Gracia—Gracia y col., 2003; De La Fuente y col., 2003b).

En las secuencias de los repetidos de MSP1a se ha identificado un epitope
sensible a neutralizacion localizado a partir del aminoacido 21 hasta el 26,
representado por la secuencia Q(E)ASTSS que es reconocido por las células T
CD4". En todas las cepas de A. marginale este epitope se encuentra conservado,
lo que indica que este dominio desempena funciones esenciales o proporcicna

ventajas selectivas al microorganismo, y se considera importante para el
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desarrollo de vacunas (Fig. 10) (Allred y col., 1990; McGarey y col., 1994: Brown y
col., 2002; De La Fuente y col., 2003b).

Especificamente los aminoacidos que se encuentran flanqueando el epitope
sensible a la neutralizacion y el aminoacido localizado en la posicion 20 de cada
uno de los repetidos (Fig. 10) son importantes para llevar a cabo la adhesién a las

células de las garrapatas.
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Fig. 10. Alineamiento de repetidos de diferentes genotipos en donde se muestran regiones ricas en
serina y treonina conservados en los repetidos en tandem de diferentes aislados de A. marginale,
en el aminoacido numero 20 se encuentra sefialada una region involucrada en la interaccion con
celulas de garrapata y se muestra la secuencia de aminoacido que representan un epitope
sensible a neutralizacion a partir del aa 21 hasta el 26 dentro del cuadro de color azul (Brown y
col., 2002; Garcia-Garcia y col., 2004).



Las glicosilaciones presentes en estas proteinas posiblemente se encuentren
involucradas en la capacidad del patégeno para generar variantes antigénicas que
le permitira al microorganismo evadir a la respuesta inmune del hospedero.
Mientras mayor sea el numero de cambios de aminoacidos en una proteina estos
pueden afectar la funcion de ésta, sin embargo al generarse un menor cambio en
la secuencia de los aminoacidos solamente se modifica el patron de glicosilacién
de la proteina, generando variantes antigénicas nuevas (Garcia-Garcia y col.,
2004).

1.10 HIPOTESIS DEL ORIGEN DE LOS REPETIDOS EN TANDEM EN EL GEN

msp1a

La hipotesis del origen de los repetidos en tandem de msp7« se basa en que
estos repetidos surgen producto del apareamiento incorrecto de bases como
consecuencia del deslizamiento de la polimerasa (“slipped—strain mispairing” SSM)
que sucede durante la replicacién, con el cual es comun que se generen
duplicaciones y deleciones de fragmentos del ADN. Este evento ha sido sugerido
para explicar la generacion de secuencias repetidas en muchos organismos. SSM
es particularmente relevante en patégenos intracelulares que contienen un
repertorio genético pequeno, resultado de una evolucion convergente reductiva
para una existencia intracelular prolongada. Las secuencias de las proteinas
principales de superficie (MSPs) de A. marginale han mostrado las existencia de
motivos de secuencias repetidas, pseudogenes, duplicacion de genes y variacién
antigénica que proporciona evidencia de la reduccion del genoma y de la variacion
en la expresion de genes entre éstas ehrlichias intracelulares. Otros eventos como
los de recombinacion homologa y la presencia de elementos moviles podrian ser
ademas fuente de estos repetidos (Levinson y col., 1987; de La Fuente y col.,
2001).

Hasta la fecha han sido reportados 79 repetidos diferentes (Fig. 11) identificados

por Palmer y col. y de la Fuente y col., los que permiten clasificar a los diferentes
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genotipos, estos repetidos han sido designados con letras del alfabeto, nimeros y

con el alfabeto griego. La combinacion de estos repetidos y el nimero de

repetidos que se encuentren codificados en el gen mspfa determinaran el

genotipo de A. marginale (de La Fuente y col., 2007).
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Fig. 11. Secuencia de los 79 repetidos en tandem
identificados que constituyen a la proteina MSP1a
pertenecientes a aislados geograficos de A. marginale
(los asterisco muestran aa idénticos y los guiones
representan inserciones o deleciones) (de La Fuente y
col., 2007).



1.11 GENERACION DE LAS VARIANTES ANTIGENICAS

En el ganado infectado con A. marginale se expresan de 3 a 6 variantes de MSP2
en cada ciclo secuencial de rickettsemia, las cuales surgen cada 4-8 semanas
durante la infeccion persistente. A lo largo de 7 afos de infeccién, A. marginale
habra expresado aproximadamente 500 variantes diferentes (Barbet y col., 2000;
Futse y col., 2005; Palmer y Brayton, 2007).

El surgimiento de variantes antigénicas se identifico desde el afio de 1998,
mediante la comparacion de las secuencias de aminoacidos de MSP2 expresados
a lo largo del establecimiento de la fase aguda y de la fase cronica de la
enfermedad (French y col., 1998; French y col., 1999; Barbet y col., 2000; Brayton
y col., 2002). Este no es el Unico gen involucrado en la generacion de variantes
antigénicas del parasito, el gen msp3 presenta un patron similar al expresado por

msp2 para evadir la respuesta inmune (Meeus y col., 2003).

Un organismo con un genoma pequefio como A. marginale, es capaz de expresar
una cantidad enorme de variantes antigénicas, para explicar como es que este
evento sucede se ha descrito el mecanismo de conversiéon génica. Es importante
mencionar que los extremos 5y 3’ de los genes y de los pseudogenes de msp2'y
msp3, son altamente conservados, y se encuentran flanqueando una regién
hipervariable de cada una de estas secuencias génicas (Fig. 12) (French y col.,
1999; Meeus y col., 2003).
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Fig. 12. Alineamiento de la secuencia completa de aminoéacidos de la proteina MSP2 de clonas de
A marginale durante los ciclos de rickettsemia (pk1,pk2 y pk3) expresados durante la fase
persistente, seguido del numero de identificacién de cada una de las clonas moleculares. Indicando
en color blanco las regiones en donde se detectan inserciones, deleciones y sustituciones, en
negro las regiones conservadas y en gris sustituciones de aminoacidos conservados (French y col.,
1999).

La complejidad de las variantes de MSP2 y MSP3, se define como el nimero de
cambios en los segmentos de la region hipervariable derivados de los diferentes
pseudogenes, que se iran incrementando a lo largo de la infeccion. El evento de la
recombinacion de las regiones hipervariables de los pseudogenes se ve
favorecido por las regiones idénticas que flanquean el sitio Gnico de expresion
(Futse y col., 2005).

El modelo propuesto para la generaciéon de las variantes antigénicas requiere la
identificacion de las regiones conservadas de los extremos 5’ y 3‘de msp2 y sus
pseudogenes para que se lleve a cabo el proceso de recombinacién entre la

region hipervariable del gen y los pseudogenes, de igual manera este mecanismo



también ha sido descrito para el gen de msp3 y la interaccion entre los

pseudogenes de esta familia (Meuus y col., 2003; Palmer y col., 2007).

Conforme la infeccion avanza, A. marginale tiene que permanecer dentro de su
hospedero, por lo que comienza a recombinar segmentos de las regiones
hipervariables para dar lugar a mosaicos compuestos por secuencias de dos o
mas pseudogenes que estaran donando lugar a estos fragmentos, lo que permite
que se genere un repertorio enorme de variantes antigénicas (Fig. 13) (Palmer y
col., 2007). El modelo de generacion de las variantes antigénicas de msp3 es

idéntico al descrito para el gen msp2 (Brayton y col., 2001).

N,
m
w

/

( X % | 4

e == - q. it
# Evento1

——4ES —

( X X #
& Evento2

—— ES B —

4 X X %

— v I et
y Evento3

ES i < G

Fig. 13. Modelo de conversion de genes de A. marginale. Recombinacién de la regién hipervariable
(amarillo) de un pseudogen con la secuencia dentro de un sitio Unico de expresion cromosomal,
flanqueado por regiones intragénicas conservadas. (Evento 1) Recombinacion dentro de esta
region con un segundo pseudogen en el que solamente se intercambia una fraccién de éste
(evento2 y 3) (Palmer y col., 2007).

Las variantes antigénicas comienzan a expresarse al establecerse la infeccion
temprana en la que suceden eventos de recombinacion simple, en los cuales
solamente un segmento es recombinado. Conforme la infeccion avanza y la
respuesta inmune del hospedero controla los niveles elevados de la bacteremia, la

complejidad de los “mosaicos” del gen, ocasionados por los multiples eventos de

36



recombinacién, se va incrementando. Esto con la finalidad de que se expresen
proteinas capaces de evadir la respuesta inmune y mantener la infeccion

persistente en el hospedero (Palmer y col., 2007).

El evento de la generaciéon de variantes antigénicas se ha relacionado con la
presion que ejerce el sistema inmune del hospedero a A. marginale. Aunque falta
determinar cuales son los factores que realmente estan influyendo dentro de las
garrapatas y de los eritrocitos para que el parasito las exprese (de la Fuente y col.,
2001).

1.12 EVENTO DE SUPERINFECCION.

El fendmeno de la superinfeccion es un evento en el cual mas de una cepa de A.
marginale se encuentran estableciendo la infeccion en el bovino, es decir se
pueden identificar genotipos diferentes del parasito dentro de un animal. De
acuerdo a lo reportado por José de la Fuente, en el afo 2002, este tipo de
acontecimientos no se puede establecer entre los bovinos. Esto se sustenté al
intentar establecer una superinfeccion en de dos bovinos y células de garrapata,
con dos cepas diferentes de Anaplasma marginale, la cepa de Virginia y cepa de
Oklahoma. Sin embargo solamente consiguio infectar con una sola cepa al animal

expuesto a estos microorganismos (de la Fuente y col., 2003a).

Basandose en estos resultados, el grupo de investigacion argumenta que la
superinfeccion es un evento que no se puede establecer, pues al haber sido
adquirido un genotipo de A. marginale en una primera infeccion, ésta proporciona
proteccion inmunolégica cruzada, (desconocida hasta el momento) evitando asi la
posibilidad de que un genotipo diferente establezca una segunda infeccion, este
tipo de “proteccion” sugerida se encuentra sustentada en lo observado y descrito

en algunos virus (de la Fuente y col., 2003a).



Sin embargo, de acuerdo a lo reportado por Palmer y col., en el aflo 2004, en un
estudio realizado en un hato de bovinos (n=261) se identificaron cinco animales
que se encontraban infectados con dos genotipos de A. marginale completamente
diferentes, indicando que patdégeno es capaz de establecer una superinfeccion
siempre y cuando sean cepas diferentes, como se ha reportado entre A. marginale

y A. centrale. ( Palmer y col., 2004).

En una investigacion relacionada con el repertorio de pseudogenes de msp2 en
diferentes cepas de A. marginale y su capacidad para establecer la superinfeccién.
Se seleccionaron cinco cepas con las siguientes caracteristicas: dos cepas con
genotipo igual denominado 5B, una con genotipo relacionada a 5B denominada 6B
y dos cepas con genotipos no relacionados con las anteriores, identificados como:
EM@ y 6DE respectivamente. Cada una de estas cepas fue analizada para
determinar los repertorios de los pseudogenes correspondientes a msp2,
basandose en las caracteristicas de secuencias de éstos (extremos 5 y 3’

conservados flanqueando una region hipervariable) (Palmer y col., 2004).

Entre las cinco cepas analizadas se identificaron catorce pseudogenes diferentes,
ademas la cepa del genotipo EM@ contenia un repertorio de pseudogenes
completamente diferentes a los identificados en las cuatro cepas restantes. Esta
observacion puede explicar la superinfeccion, pues, un animal que se encuentra
infectado con una cepa de A. marginale, que ha ocasicnado que el hospedero
establezca una respuesta inmune contra las variantes de MSP2 correspondientes
a ese genotipo, al estar en contacto con una segunda cepa que contiene un
repertorio de pseudogenes completamente diferentes, infecta al mismo animal, la
respuesta inmune no sera capaz de controlarlo debido a que no hay una respuesta
previa establecida contra los proteinas que se estan expresando en el segundo

genotipo y se establecera una superinfeccion (Rodriguez y col., 2005).

Un patégeno puede ingresar a un hospedero y establecer una infeccion siempre y

cuando éste sea capaz de evadir la respuesta inmune del animal, incluso si existe



una respuesta inmune generada contra una cepa del mismo género, tal y como se
ha reportado con el virus de la influenza, que genera cepas antigénicas distintas
que le permite establecerse entre la poblacion a pesar de que exista una
respuesta inmune establecida contra una o mas cepas previas. (Futse y col.,
2008)

Este fenémeno es comun entre patogenos complejos responsables de infecciones
persistentes en zonas endémicas lo que les permite continuar la transmision del
patégeno entre la poblacion susceptible. En el caso de A. marginale ésto es
posible gracias a la diversidad alélica del gen msp2 que codifica variantes
antigénicas, las variantes alélicas estan ligadas a la capacidad del microorganismo
para infectar y mantenerse durante toda la vida del hospedero. Con la simple
existencia de un alelo que difiera entre la poblacién de cepas de A. marginale este
microorganismo podra establecer una superinfecciéon en un hospedero que tenga

una infeccion persistente. (Futse y col., 2008)

Es importante mencionar que actualmente se desconoce que genotipos de A.
marginale se encuentran distribuidos en nuestro pais, solamente existe el reporte
de unos cuatro genotipos identificados en la Republica Mexicana, (de la Fuente y
col,, 2007); y se desconoce la distribucion concreta de la Anaplasmosis en el
territorio  mexicano, solamente se han realizado aproximaciones de
seroprevalencia al comparar resultados de investigaciones realizadas en unas
cuantas regiones del territorio, por lo que es importante determinar la presencia de

esta enfermedad en otras regiones del pais (Rodriguez-Vivas y col., 2004).

Ademas, es necesario determinar el comportamiento de A. marginale en
condiciones de campo debido a que la mayoria de las investigaciones
relacionadas con éste microorganismos se han llevado a cabo con condiciones
controladas a nivel experimental, de ahi la importancia de determinar el
comportamiento de A. marginale y conocer si las superinfecciones son capaces de

establecerse en condiciones naturales. La informacion obtenida de esta
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Investigacion nos permitird conocer un poco mas de la epidemiologia de A.

marginale en estas condiciones.
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Il JUSTIFICACION

La Anaplasmosis bovina es una enfermedad de gran importancia econémica
en zonas tropicales y subtropicales; a pesar de que se encuentra distribuida en
todo el mundo no existen medidas para su control. Hasta el momento no existe
reporte de estudios moleculares relacionados con Anaplasma marginale en
condiciones naturales, por lo que, se desconoce la dinamica de la infeccion en
el campo a través del tiempo. Esto es necesario para llevar a cabo el desarrollo

de una vacuna adecuada contra la enfermedad.

Il HIPOTESIS

Los bovinos infectados persistentemente con Anaplasma marginale, en
condiciones de campo, mostraran una gran diversidad de genotipos y la

superinfeccion se vera favorecida por las condiciones sanitarias y de manejo.

41



IV OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

+ Caracterizar genéticamente aislados de Anaplasma marginale de animales

de campo cronicamente infectados.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* ldentificar A. marginale en muestras de ganado bovino infectadas,

en dos épocas diferentes del ano.

. Genotipificacion de aislados de A. marginale de animales de

campo.

. Identificar si la superinfeccion es un evento que puede

presentarse en muestras de campo.
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V ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Identificacion de muestras positivas a la infeccién con A. marginale.

A. Diagnostico seroldgico

Suero
Bovino

B. Diagnostico por PCR

Sangre de
Bovino

CELISA*

Lectura de las
muestras en lector de
placas a 630nm

l

Identificacion de
muestras positivas
a la infeccion

Extraccion
de ADN*

Amplificacion
con PCR del
gen msp5

Integridad
del ADN

l

* Mediante el uso de Kits comerciales.

Identificacion de |
muestras positivas |
a la infeccion
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Extraccion de
ADN de
animales

positivos a la
infeccion

Amplificacion por
PCR del

Genotipificacion de aislados de A. marginale de animales de campo.

Verificaciéon de los
productos de PCR

gen mspla

Analisis
Bioinformatico

Genotipificacion

.

Cortey
purificacion de
bandas

.

Clonacion en
el vector
TOPO-TA

.

«4—— | Secuenciacion

Purificacion de
ADN plasmidico
“‘Minipreps”
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VI METODOLOGIA

66.1 Obtencion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas durante el afo de 2006 en dos muestreos
realizados en el mes de Mayo y Noviembre respectivamente, provenientes de dos
ranchos: El rancho “La Joya” ubicado en Tapalpa, Jalisco (en la falda sur de la
Sierra Madre Occidental) con un clima tropico seco o templado, es un rancho
particular en el cual se proporcionan bafos acaricidas y fumigaciones
aproximadamente cada 15 dias como practica de manejo para la eliminacion de
garrapatas e insectos hematoéfagos, el rancho “El Verdineno” localizado en el
municipio de Ixcuintla en el estado de Nayarit, caracterizado por un clima trépico
seco; este rancho pertenece al INIFAP como centro de investigacion, en el cual no

se proporciona ningun tipo de control de vectores.

El presente estudio se realizé con 166 muestras de suero y sangre bovina, de

estas muestras se analizaron 82 del rancho “El Verdineno” y 84 de “La Joya”.

6.2 Identificacion de la infeccidon con A. marginale.

Las muestras de suero, fueron analizadas por medio del ensayo cELISA mediante
el kit comercial Anaplasma Antibody test, cELISA (VMRD, Inc.) el cual nos permitié
identificar si las muestras analizadas se encontraban infectadas con A. marginale.
El principio del ensayo se basé en el reconocimiento de la proteina recombinante
MSPS5; que se encontraba inmovilizada en placas de 96 pozos, por anticuerpos

especificos presentes en el suero del bovino.

Se adiciono 70 pl de suero bovino sin diluir y los controles (positivo y negativo,
proporcionados por el proveedor) a cada uno de los pozos de la placa de
absorcion. Las muestras se dejaron incubar durante 30 min a temperatura

ambiente (21-25°C). Una vez trascurrido el tiempo, se traspasaron 50 ul de las



muestras previamente incubadas a las placas de 96 pozos que contenian
inmovilizada a la proteina MSP5 recombinante y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente (21-25°C). Posteriormente se lavo la placa dos veces con
la solucion de lavado proporcionada en el kit, eliminando la solucion mediante
inversion y dando unos golpecitos sobre papel absorbente para eliminarla.
Posteriormente se adicion6 50 pl de anticuerpo conjugado a peroxidasa
(proporcionado por el proveedor) a cada uno de los pozos, verificamos que éste se
encontrara al fondo de los pozos de la placa. Se incubaron las muestras durante
20 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se llevd a cabo el lavado
de los pozos, cuatro veces con la solucién de lavado y ésta se elimind por
completo, retirando el exceso al colocar la placa sobre un papel absorbente,
finalmente, se adicion6 50 pl de solucién sustrato, cerciorandonos que la muestra
se encontrara al fondo del pozo, se dejé incubar durante 20 min, a temperatura
ambiente (protegiendo de la luz) inmediatamente después de transcurrir el tiempo
de incubacioén, se adicion6 50 ul de la solucion que detiene la reaccion, en cada
pozo, se agitd cuidadosamente la placa mediante unos ligeros golpecitos, y se

procedio a la lectura de la placa.

Las muestras se analizaron en un lector de placas de ELISA de la marca Bio-Tek
FCC-Compliance modelo ELX800 a 630nm para determinar que muestras eran

positivas a la infeccion.

Se identific6 que muestras eran positivas o negativas a la Anaplasmosis bovina,
determinando el % de Inhibicion de cada una de las muestras analizadas, con la
siguiente formula:

%! =100- [ ( O.D. Muestra x 100) / ( Promedio de la O.D del Control Negativo)]

Si el por ciento de inhibicién es < 30%, la muestra se considera negativa a la

infeccion.
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Si el por ciento de inhibicion es

infeccion.

6.3 Extraccion de ADN

El ADN de A. marginale se extrajo a partir de sangre bovina de cada una de las
muestras, mediante el uso del kit comercial Puregene para purificacion de ADN
genomico (Gentra Systems). A 300 pl de solucion de lisis de células rojas se
adicion6 100 pl de sangre bovina. La muestra se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente (21-25°C), posteriormente se centrifugéo a 10,000 x g
durante 1 min, se eliminé el sobrenadante y se resuspendio la pastilla obtenida
utilizando vortex y se anadio 450 pl de solucion de lisis celular. Las muestras se
trataron con 1.5 pl de RNasa A se incub6 a 37°C durante 15 min, transcurrido el
tiempo se permiti6 que las muestras se encontraran a temperatura ambiente para
adicionar 50 pl de proteinasa K [20 mg/mli] y 1 ul de glicogeno (Invitrogen), se
incubd durante toda la noche a 65°C, trascurrido el tiempo de incubacion se
adicion6 300 pl de solucion para precipitar proteinas y se centrifugd a 10,000 x g
durante 1 min, para eliminar las proteinas de la muestra. El sobrenadante obtenido
se transfirio a un tubo limpio que contenia 750 pl de isopropanol al 100%
(volimenes iguales a los de la muestra), se centrifugd una vez mas a 10,000 x g
durante 1 min y se elimin6 el sobrenadante. Posteriormente la pastilla obtenida se
lavo con etanol al 70% (preparado en ese momento) y se centrifugd nuevamente a
10,000 x g, se elimino el sobrenadante cuidando la pastilla. Se dejaron secar las
muestras durante un periodo de 10-15 minutos, y se resuspendid la pastilla
obtenida en 100 pl de solucion hidratante de ADN (10 mM  Tris, 1mM EDTA con
pH de 7.0-8.0). Se hidrat6 durante toda la noche a temperatura ambiente y

posteriormente se almaceno a -20° C.

Una vez hidratado el ADN de cada una de las muestras, se determino la calidad
del ADN obtenido mediante geles de agarosa al 1%. Las muestras se dejaron
correr a 100 Volts (V) en buffer tris—acetal-EDTA 1X (TAE 1X), teinidos con
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bromuro de etidio y se cuantifico por densidad o6ptica (OD) a 260 nm en un

espectrofotometro de la marca Termo Electron Biomate 3.

6.4 PCR del gen msp5

Aproximadamente 100 ng de ADN de cada una de las muestras se utilizaron para
el PCR. Los oligonucledtidos especificos para el gen msp5 utilizados fueron: el
oligonucledtido  sentido MSP5extF  5°—gcatagcctccgegtetttc-3" el reverso
MSP5extR 5'—acacgaaactgtaccactgcc—3’; utilizando PCR Master Mix (Roche) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor; se adicioné 12.5 ul de Master Mix, 0.5
ul de cada oligonucléotido con una concentracién de 20 uM, ADN de la muestra y
H,O hasta un volumen final de 25 pl de reaccion. Como control positivo se emple6
ADN de una muestra positiva a A. marginale y el control negativo de la reaccién
de PCR sin ADN. El termociclador que se empleo para este procedimiento es de la
marca Hibaid, de Electrén Corporation, modelo Px2. Los productos de PCR se
corrieron en geles de agarosa al 2 % a 100 V en buffer TAE 1X y fueron

visualizados por tincién con bromuro de etidio.

Las caracteristicas del programa de PCR utilizado fueron:

94°C ' 94°C e | G
5 min 30 seg \ G /30 seg 7 min \ &6
: seg :
30 ciclos

6.5 PCR anidado (nPCR) del gen msp5
Se amplificé el gen msp5 con un nPCR utilizando el oligonucleétido sentido

MSP5intF 5'-tacacgtgccctaccgagtta—3, y el reverso MSP5extR (anteriormente

descrito), a una concentracién de 20 uM. La reaccién de trabajo se prepard con
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12.5 nl de Master Mix (Roche), 0.5 ul de cada uno de los oligonucleétidos a la

concentracion anteriormente indicada, 1ul de producto del primer PCR, y 8.5 nl de
H20.

Los productos de nPCR se visualizaron en geles de agarosa al 2%. Las muestras

se dejaron correr a 100 V en buffer TAE 1X, tedidos con bromuro de etidio.

Las caracteristicas del programa utilizado para el nPCR fueron:

94°C | 94°C 72°C 1 72°C

3min .+ 30 seg  \ S /30 seg 10 min \ 6
‘ 30 seg :
35 ciclos

6.6 Comparacion de los métodos de diagndstico

Para determinar el indice k los resultados se analizaron con una tabla de

contingencia 2x2 con el programa Win episcope, con un nivel confianza de 95%.

DETERMINACION DEL GENOTIPO DE A. marginale

6.7 PCR del gen msp1a

Para realizar la amplificacion de nuestro gen de interés, se utilizd nuevamente el
ADN extraido de cada uno de los animales identificados como positivos a la
enfermedad, la amplificacion de los repetidos en tandem se realizd utilizando
oligonucléotidos especificos que flanquean la region de repetidos variables en el
extremo 5" del gen msp7a; la secuencia del oligonucleodtido sentido MSP1aF
5'—gtgcttatggcagacatttcc-3’ y la del reverso MSP1aR 5'—ctcaacactcgcaaccttgg—3'.

Se utilizé 25 pl de Master Mix (Roche) para llevar a cabo la reaccion de PCR, se
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anadio 1.0 ul de cada uno de los oligonucleotidos con una concentracién de 20uM,
ADN aproximadamente 100 ng y H,O para completar un volumen final de 50pl.
Como control positivo se utilizo una muestra de DNA que correspondia a un
animal infectado con una cepa de A. marginale. Se identificaron las bandas del
gen mspia en geles de agarosa al 2%, se dejaron correr a 100 V en buffer TAE

1X y se visualizaron por tincién con bromuro de etidio.

Las caracteristicas del programa de PCR utilizado fueron:

94°C 94°C e | 76
3min |, 30seg \ O e /30 seg 7min  \ sl
: 30 seg ;
30 ciclos

6.8 nPCR para el gen msp1a

Se realiz6 la amplificacion del gen msp7a con un nPCR utilizando el
oligonucleétido interno MSP1aNF 5°—gtgcttatggcagacatttcc-3, y el reverso
MSP1aR 5°'—gcgattacacgttccgtatg—3’, con una concentracion 20 uM. La reaccion
de trabajo se prepard con 25 ul de Master Mix (Roche), 1.0 ul de cada uno de los
oligonucledtidos a la concentracion anteriormente indicada, 1ul de producto del
primer PCR, y 8.5 ul de H,O. Como control positivo se emple6 ADN de una

muestra positiva a A. marginale; el control de la reaccion no contenia ADN.

Los productos de nPCR se visualizaron en geles de agarosa al 2% que se
corrieron a 100 V en buffer TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio. Las
caracteristicas del programa del PCR anidado fueron las mismas que se utilizaron

en el PCR de msp1a.
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6.9 Purificacion de geles de agarosa de las bandas de interés

Las bandas de interés fueron extraidas de los geles de agarosa, para ésto se
cortaron cuidadosamente y se transfirieron en un tubo eppendorf limpio y estéril de
1.5 ml; se determiné el peso de la banda cortada y se purifico utilizando el kit
comercial “QIAEX 1I” (QIAGEN). Se adicioné 3 volumenes del buffer de
solubilizacion de agarosa QX1, y 10 ul de la suspension QIAEXII para extraer el
ADN. Se incub6 la muestra durante 10 min en un bafo de agua a 50° C agitando
con vortex cada 2 minutos aproximadamente. Se centrifugd la muestra a 10,000 x
g por 1 min. Se retiré el sobrenadante; y se adicioné 500 pul de la solucion de
solubilizacion QXI al tubo y se resuspendid con vortex la muestra. Nuevamente se
centrifugdé a 10,000 x g y se retir6 el sobrenadante. La muestra se lavd dos veces
con 500 ul del buffer PE de lavado previamente diluido con etanol, se resuspendio
la muestra con vortex y se centrifugd a 10,000 x g por 1 min. Una vez lavada la
muestra, se le retird el sobrenadante cuidadosamente y se dejé secar a
temperatura ambiente hasta que se observé una pastilla de color blanco, esto
indico la evaporacion total de la solucion de lavado empleada anteriormente. Se
adicion6 20 pl de agua a la muestra y se resuspendio utilizando vortex.
Nuevamente se centrifugd a 10,000 x g y se retird cuidadosamente el
sobrenadante de la muestra, con una micropipeta y se colocé en un tubo
eppendorf limpio y estéril. En el sobrenadante se obtuvo el ADN purificado el cual

se empled para llevar a cabo la clonacion de los fragmentos de interés.

6.10 Clonacion del gen msp1a

El amplicon purificado de los geles de agarosa se utilizé para llevar a cabo la
ligacion en el vector pCR4-TOPO utilizando el kit de clonacion TA-TOPO
(Invitrogen, USA). La reaccion de ligacion consistié en: 1ul de sales (1.2 M de
NaCl), 1 ul de vector pCR4-TOPO (10ng/ul) y 4 pl de producto de PCR
recientemente purificado. La mezcla de reaccion se dejdé incubar 30 min a

temperatura ambiente y se guardé a — 20°C.
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6.11 Transformacion de células competentes

El' producto de la ligacion se utilizd para transformar células quimicamente
competentes de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA). Los viales que
contenian 50 pl de células competentes fueron colocados en un bafio de hielo, se
adicion6 2 pl de la reaccién de ligaciéon y se incubd durante 30 minutos; una vez
transcurrido el tiempo mencionado, se dié un choque térmico a las células en un
bafo de agua a 42°C exactamente durante 30 segundos. Inmediatamente las
células se colocaron en hielo, se afadié 250 ul de medio S.0.C., y se incub6 a
37°C y 200 rpm en una incubadora con agitacion marca New Brunswick, modelo
C23KC durante un periodo de 1 hora. Las bacterias se plaquearon en cajas de
Petri conteniendo agar LB con ampicilina (100 mg/ml) y se dejé a 37° C durante

toda la noche.

6.12 Seleccion de colonias

De las placas que corresponden a cada banda clonada en TOPO se picaron 3
colonias. Se sembraron en tubos que contenian medio LB con ampicilina y se dejé

incubando a 37° C y 200 rpm durante toda la noche.

6.13 Purificacion del ADN plasmidico

El cultivo bacteriano obtenido se traspasé a tubos eppendorf de 1.5 ml, se
centrifugd a 10,000 x g durante 5 min, para la obtenciéon de un boton de bacterias.
Se procedi6 a la purificacion del ADN plasmidico mediante el uso del Kit
comercial “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega); se
retiré el sobrenadante del botén de células y se resuspendié con vértex en 250 pl
de la solucion de resuspension de células (50mM Tris- HCI, pH:7.5; 10 mM EDTA;
100 mg/mL Rnasa A) y posteriormente se adiciond 250 ul de solucion de lisis

celular (200mM NaOH; 1% SDS) se homogeneizo invirtiendo 4 veces los tubos, se
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dejo incubar durante 5 min a temperatura ambiente, se adicion6 10 pul de proteasa
alcalina, nuevamente se invirtieron 4 veces los tubos para mezclar la reaccion y se
incubd los tubos durante 5 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
mencionado, se adicion6 350 ul de Solucion de Neutralizacién de la reaccion (4.09
M de Hidrocloruro de guanidino; 0.759 M Acetato de potasio; 2.12 M de Acido
acético glacial) se invirtid 4 veces el tubo y se centrifugo el lisado bacteriano a
10,000 x g durante 10 min; el sobrenadante se decantd en una columna de
purificacion, se centrifugd a 10,000 x g durante 1 min. Se adicioné 750 uL de
solucion de lavado (162 mM Acetato de potasio, 22.6 mM Tris- HCI, pH. 7.5;
1.9mM EDTA, pH: 8.0) previamente diluida con etanol al 95%, se centrifugo la
muestra nuevamente a 10, 000 x g durante 1 min, se repitid el lavado de la
columna con 250 ul de Solucién de Lavado, se centrifugdé una vez como en el paso
anterior . Posteriormente, se transfirid a un tubo limpio la columna que contenia el
ADN purificado y se adicioné 100 ul de H,O libre de DNasa, se centrifugo a 10,000

x g. Se obtuvo el ADN plasmidico purificado.

6.14 Analisis de los plasmidos purificados

Se carg6 1ul de las muestras de ADN plasmidico purificado en geles de agarosa al
1%, mediante la comparacion de tamario con un control de vector nativo religado
se determino si contenia o no el fragmento de interés. Las muestras se dejaron
correr a 100 V en buffer TAE 1X 'y fueron visualizados por tincién con bromuro de

etidio.

6.15 Restriccion con EcoRI

Una vez identificadas las muestras con el fragmento de interés se sometieron a
restriccion utilizando 1ul de EcoRlI, 1l de Buffer de EcoRlI, 5 ul de ADN plasmidico
purificado y 3ul de H,O. Se incub6 durante 2 horas a 37°C. Transcurrido el tiempo,
las muestras se corrieron en geles de agarosa al 2% en buffer TAE a 100 V,

fueron visualizadas por tincion con bromuro de etidio.
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Las muestras de ADN plasmidico purificado se cuantificaron con un
espectrofotometro de la marca Thermo Electron Corporation Biomate 3, a 260 nm

y a 280 nm, para determinar la relacion ADN/proteina (260/280).

6.16 Secuenciacion

La reaccion de secuenciacion contenia: 2.0 ul de Big Dye (QIAGEN), 3.0 ul de
Buffer 6X, ADN de 300 ng a 500 ng), 1ul de Primer sentido M13F o reverso M13R
a una concentracion de 10 uM y H,O para un volumen final de 20pl.

Las caracteristicas del programa fueron:

96°C ' 96°C

!_ 60° C 4°C
2min 10369\L/ 4 min
5 seg
40 ciclos

Cada una de las muestras se purifico con un Kit comercial (QIAGEN, DyeEx™ 2.0
Spin Kit 250) con el que se eliminaron los nucleoétidos marcados no incorporados a
la muestra, se seco en speed-vac (eppendorf concentrador 5301) durante 25 min a
temperatura ambiente, se resuspendié en 15ul de dimetil-formamida y se coloco
en las placas de 96 pozos del secuenciador. La secuenciacion se llevo a cabo por

triplicado para cada una de las muestras seleccionadas para su analisis.

El secuenciador utilizado fue de la marca Applied Biosystems, HITACHI, 3130

Genetic Analyzer.
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6.17 Analisis de las secuencias

Las secuencias nucleotidicas de los electroferogramas se analizaron con el
programa Bioedit, identificando la secuencia del oligonucleétido correspondiente
(Sentido o Reverso), posteriormente se busco el marco de lectura abierto, el cual
nos permitié identificar el sitio en el cual comienza la secuencia de los repetidos
del gen msp1a. Se realizé la traduccién de los repetidos de nucledtidos a
aminoacidos mediante el programa de Translate tools en Expasy,

(http//:www.expasy.ch/tools/#translate), y se determind el genotipo con el

programa Kansas (http//:-www.KansMatchdJs.html.bak.htm) disenado

especificamente para la identificaciéon de genotipos de MSP1a comparando la

secuencia de interés con una base de datos.

6.17.1 Alineamiento multiple de las secuencias de los genotipos.

Se realiz6 el andlisis de cada uno de los genotipos distribuidos dentro de la
poblacion mediante alineamientos mdltiples, se utilizé el programa MEGA 3.1, y se
identifico cada uno de los cambios de nucleédtidos dentro de la secuencia, la
presencia de los repetidos ricos en Ser/Thr altamente conservados entre los
diferentes genotipos y la secuencia del epitope de neutralizacion que son

caracteristicos y conservados entre las cepas de A. marginale.
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Vil. RESULTADOS

IDENTIFICACION DE A. marginale EN MUESTRAS DE GANADO BOVINO
INFECTADAS, EN DOS EPOCAS DIFERENTES DEL ANO.

e Ensayo de cELISA

Las muestras de suero correspondientes a cada uno de los animales
seleccionados para esta investigacion se analizaron mediante el ensayo de
cELISA, que permiten identificar anticuerpos especificos contra la proteina
recombinante MSP5 de A. marginale. Lo que nos permitid determinar si los
animales eran positivos a la infeccion con A. marginale. Los resultados de esta

prueba se encuentran reportados en Cuadro Il

‘La Joya” “El Verdineno”
+ = Total $ = Total
Primer muestreo (n=166) 15 69 84 81 1 82
Segundo muestreo (n=166) 14 70 84 80 ¥ 82
Cuadro lll. Resultado del cELISA de las muestras analizadas correspondientes a los dos

muestreos, de los dos ranchos.

Mediante esta metodologia se identificaron 96 animales positivos a la infeccién en

el primer muestro y en el segundo 94 animales infectados con A. marginale.

e Obtencion de ADN a partir de muestras de sangre de los bovinos

seleccionados.

Se extrajo ADN de A. marginale a partir de sangre bovina; se evaluo la integridad

de éste en geles de agarosa al 1% En la Fig. 15 se muestran dos geles
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representativos de algunos ADNs extraidos de las muestras trabajadas. Las
muestras de ADN integro en el analisis en geles de agarosa fueron utilizadas en

los experimentos posteriores.

* lIdentificacion de muestras positivas a la enfermedad Anaplasmosis

mediante la amplificacion del gen especifico msp5 (PCR y nPCR)

El gen msp5 se amplificd por PCR, como resultado de esta amplificacién se
obtuvo una amplicon de 458 pb correspondiente al tamario reportado utilizando
estos oligonucleotidos, mientras que en el control negativo de la reaccion, no se
observé amplificacion de producto génico (Fig. 16). Se analizd un total de 166
muestras correspondientes al segundo muestreo (realizado en Noviembre) de los

ranchos anteriormente mencionados.

En el caso de las muestras que no amplificaron en un primer PCR, se someti6 a
una amplificacion por nPCR; como resultado se obtuvo un amplicon de 345 pb
correspondiente al tamafno reportado, mientras que en el control negativo de la
primera reaccion de PCR, no se observé sefal del producto amplificado (Fig. 17).

Esta técnica se empled para evitar la presencia de falsos negativos producidos por

la poca cantidad de ADN de A. marginale obtenida de la extraccion.

El total de muestras analizadas por PCR fue de 166, de las cuales 84
correspondieron al rancho “La Joya” analizadas por PCR y nPCR se identificaron
30 muestras positivas a Anaplasmosis obteniendo la amplificacion de la banda en

el tamano esperado en cada uno de los casos.

Rancho “El Verdineno”. De las 82 muestras analizadas se determind que se

encontraban infectadas con A. marginale.



Cuadro IV. Resultados de la amplificacién del gen msp5.

‘La Joya” “El Verdineno”
+ ’ + -
30 54 82 0

58



(A) (B)

Fig. 15. Verificacion de la integridad del ADN; 5 nl de cada una de las muestras extraidas se
cargaron en geles de agarosa al 1%, se dejaron correr a 100V/ 50 min. (A) Numero de animales
correspondientes al rancho “El Verdinefio” En el carril 1. 1572, carril 2. 8536, carril 3. 4531, carril 5.
5585, carril 6. 3607, carril 7. 4507, carril 8. 1562, carril 9. 1546. (B) Muestras del rancho “La Joya
en el carril 1-3. 06B, carril 4. 12R, carril 5. 37A, carril 6. 10V, carril 7. 24 R, carril 8. 40N, carril 9.
90N.
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Fig. 16. Amplificacion por PCR del gen msp5 de A. marginale. El gen se amplificé con
oligonucledtidos especificos utilizando como templado ADNg. Posterior a 30 ciclos de
amplificacion, la muestra de 25 ul se corrio en un gel de agarosa al 2% a 100 V/ 50 min. Productos
de PCR de muestras de Nayarit; rancho “El Verdinefio” en el carril 1. Marcador de 100 Pb, carril 2.
Control positivo, (los siguientes carriles contienen muestras de animales correspondientes al
rancho “El Verdinefio” carril 3. 5591, carril 4. 0049, carril 5. 3600, carril 6. 8536, carril 7. 4592, carril
8. 3598, carril 9. 1562, carril 10. Control negativo de la reaccion de PCR.
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Fig. 17. Amplificacion por nPCR del gen msp5 de Anaplasma marginale. El gen se amplificd con
oligonucledtidos internos especificos utilizando como templado producto de PCR. Posterior a 35
ciclos de amplificacion, la muestra de 25 ul se corrié en un gel de agarosa al 2% a 100 V/ 50
minutos, las bandas se visualizaron con luz UV. Productos de nPCR de muestras del rancho de
Nayarit; “El Verdinefio” y de Jalisco rancho “la Joya” en el carril 1. Marcador de 100 Pb, carril 2.
Control positivo, carril 3. 1520, carril 4. 1560, carril 5. 01N, carril 6. 01A, carril 7. 4534, carril 8. 23R,
carril 9. 94 R, carril 10. 19R, carril 11. 14R, carril 12. 17R, carril 13. Control negativo de la reaccion
de PCR
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Con los resultados obtenidos de las muestras analizadas por los métodos de

cELISA y PCR se realiz6 una comparacién de los mismos para determinar la

eficiencia en el diagnostico de la enfermedad. La comparacién se muestra en una

tabla de contingencia 2x2

Cuadro V. Comparacion de los resultados obtenidos con el cELISA y el PCR.

PCR Total
+ -
91 283
cELISA
21 52 | 73
102 54 | 166

El valor de x obtenido fue de 0.77 con un nivel de confianza del 95%. Se utilizé el

programa Win Episcope 2.0.
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GENOTIPIFICACION DE AISLADOS DE A. marginale DE ANIMALES DE
CAMPO.

e Amplificacion del gen msp1a

La amplificacién con PCR y nPCR del gen msp7«a se llevd a cabo empleando
oligonucleodtidos especificos que flanquean la region de los repetidos en tandem
del gen con un total de 23 muestras amplificadas correspondientes al rancho “La
joya” y del rancho “El Verdinefio” se amplificaron 84 muestras. En la Fig.18 se

observa un ejemplo de algunas de las muestras amplificadas con PCR.

Como se puede observar en la Fig. 18, cada una de las muestras amplificadas con
esta metodologia muestra la presencia de varios amplicones que difieren en el
tamano. Ademas el nimero de amplicones obtenidos para distintas muestras es
diferente. Algunas de las muestras amplificaron mas de una banda y otras
solamente mostraron un amplicon como en el caso del control positivo, la muestra
05A y la muestra 5552.

Cuando alguna de las muestras no pudo ser amplificada mediante el PCR
convencional se realizd una segunda amplificacion del gen utilizando
oligonucledtidos internos especificos y como templado el producto de un primer
PCR. En la Fig.19 se observa un ejemplo de algunas muestras amplificadas
mediante nPCR.

Con los resultados obtenidos de cada una de las muestras se determiné el patron
de bandas amplificadas en cada una de ellas. En total se amplificaron 105
muestras. De las cuales 14 muestras mostraron la presencia de un amplicén y en

91 muestras se identificaron 2 o mas amplicones de diferentes tamanos.

Un total de 21 muestras fueron seleccionadas para ser secuenciadas: 18 del

rancho “El Verdineno y 3 del rancho “La Joya”. Se purificaron de geles de agarosa,
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los amplicones de cada una de las muestras, se clono6 en el vector pPCR4-TOPO

(Invitrogen), y se transformaron células competentes Escherichia coli TOP 10.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13

Pb

1000
800

600
500

Fig. 18. Amplificacion por PCR del gen msp71« de Anaplasma marginale. El gen se amplifico con
oligonuclettidos especificos que flanquean la region de los repetidos, utilizando como templado
ADN g. Posterior a 30 ciclos de amplificacién, la muestra de 50 ul (repartidas en 2 pozos) y de 25
ul se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 100 V/ 50 min. Productos de PCR de muestras del
rancho de Nayarit; “El Verdinefio” y de Jalisco rancho “La Joya” en el carril 1. Marcador de 100 Pb,
carril 2. Control positivo, carril 4-5. 1527, carril 7-8. 1562, carril 10. 05A, carril 11. 1572, carril 12.
5552, carril 13. Control negativo de la reaccion de PCR.
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Fig. 19. Amplificacion por PCR anidado del gen msp7a de Anaplasma marginale. El gen se
amplificé con oligonucleotidos internos especificos que flanquean la region de los repetidos,
utilizando como templado producto de PCR. Posterior a 30 ciclos de amplificacion, las muestras de
25 pl se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 100 V/ 50 min. Productos de PCR de muestras del
rancho de Nayarit; “El Verdinefio” en el carril 1. Marcador Phix, carril 2. Control positivo, carril 4.
15646, carril 5. 3607, carril 6. 3539, carril 7. 4538, carril 8. 5514, carril 10. Control negativo de la
reaccion de PCR.
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» Identificacion de las clonas con el inserto de interés a partir de DNA

plasmidico purificado.

Las células transformadas con el vector pCR4-TOPO (Invitrogen), se cultivaron en
placas de LB con Ampicilina, posteriormente se seleccionaron 3 colonias de cada
una de las muestras y se realizé la purificacion del ADN de las mismas, mediante
la técnica de minipreps (se realizaron aproximadamente 300 purificaciones), una
vez obtenido el ADN purificado, se corrieron en geles de agarosa al 1% para
determinar si contenian el inserto comparando el tamafo de la muestra con un
control de plasmido nativo. En la Fig. 20 A y B se muestran ejemplos de los
plasmidos purificados correspondientes a tres colonias de dos muestras

diferentes.

Una vez identificadas las muestras que contenian el fragmento de interés se
sometieron a digestion con la enzima EcoRI; ésta reconoce dos sitios de
restriccion en el vector pCR4-TOPO (Invitrogen) flanqueando el inserto. Los
productos de la restricciobn se corrieron en geles de agarosa al 2% y fueron

visualizados por tincion con bromuro de etidio.

El clon positivo se identifico por la presencia de un fragmento. En la Fig. 21 se
muestra una imagen representativa de las muestras analizadas, en la cual se
puede apreciar la presencia de bandas de diferentes tamanos en el caso de la

muestra 3616 y la de una banda del mismo peso en las clonas de la muestra 54N.
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Fig. 20. Analisis del ADN plasmidico purificado por minipreps. Las muestras se corrieron en un gel
de agarosa al 1% a 100 V/ 35 min. (A) Muestras de las clonas transformadas del al animal 4519 del
rancho “El Verdinefio” de Nayarit, En el carril 1. Marcador de 1.0 Kb, carril 2. Control de plasmido
nativo religado, carril 3. 4519 U1, carril 4. 4519 U2, carril 5. 4519 U3, carril 6. 4519 D1, earril 7.
4519 D2, carril 8. 4519 D3. (B) Muestras de clonas transformadas del animal 06B del rancho “La
Joya” de Jalisco. Carril 1. Marcador de 1.0 Kb, carril 2. Control del p'asmido nativo, carril 3. 06B
clona 1, carril 4. 06B clona 3, carril 5. 06B clona 3, carril 6. 06B clona 4.
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Fig. 21. Anadlisis de la restriccién con la enzima EcoRI de los plasmidos pCR4-TOPO (Invitrogen).
Con insertos del gen msp7«a; EI ADN plasmidico purificado se sometid a digestion con la enzima
de restriccion EcoRl a 37° C durante 2 horas. El producto de digestion (10 ul) se corrié en un gel de
agarosa al 2% a 100V/ 50 min. (A) Muestra 3616 correspondiente al rancho “El Verdinefio”, carril 1.
Marcador de 100 Pb, carril 2. 3616 U1, carril 3. 3616 U2, carril 4. 3616 U3, carril 5. 3616 M1, carril
6. 3616 M2, carril 7. 3616 M3, carril 8. 3616 D1, carril 9. 3616 D2, carril 10. 3616 D3. (B) Muestra
54 N del rancho “La Joya Carril 1 M de 1,000 Pb, carril 2. 54 N clona1, carril 3. 54N clona 2, carril
4. 54N clona 3, carril 5. 54 N clona 4, carril 6. 54N clona 5.
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Una vez que la presencia de inserto se confirmo, se cuantificaron las muestras
mediante espectrofotometria a 260 nm y 280 nm para determinar la relacion de
ADN /proteinas presentes en las muestras, se eligieron las muestras que
contenian una relacion de proteinas entre 1.8 y 1.9 para preparar las muestras de
secuenciacion; ademas se determiné la cantidad de ADN necesaria para llevar a

cabo la reaccion de secuenciacion.

Cuadro 6. Ejemplo de los resultados de la relacién 260/280 (ADN/proteinas) de

algunas de las muestras analizadas.

———ﬁ——

1572 U1 1.911 1322 164.7
1572 U2 1.836 120.8 246.2
1572 U3 1.907 179.6 2315
049 M1.1 1.810 155.7 362.6
049 M1.2 1.904 148.3 194.9
049 M1.3 1.925 137.0 151.1
049 M2.1 1.936 240.1 241.0
049 M2.2 1.902 220.7 295.6
049 M2.3 1.934 233.8 238.4
8536 D1 1.795 457.7 394.7
8536 D2 1.903 146.5 194.2
8536 D3 1.840 154.7 307.3
2085 M2.1 1.831 1915 401.0
2085 M2.2 1.308 241 292.1
2085 M2.3 1.916 161.5 192.6
06 B1 1.818 776 i< %)
06 B2 1.880 82.3 128.3
06 B3 1.950 156.0 135.5

Se prepararon 261 muestras de reaccion para secuenciar, correspondientes a
cada una de las bandas purificadas de las muestras seleccionadas para la
identificacion de los genotipos distribuidos en los dos ranchos anteriormente

mencionados.
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e Secuenciacion del gen msp1a de A. marginale.

Las reacciones de secuenciacion analizadas en el equipo de Secuenciacion de
Applied Biosystems, HITACHI, 3130 Genetic Analyzer y se obtuvieron
electroferogramas de cada una de las muestras seleccionadas, para ser
analizadas con herramientas bioinformaticas, que nos permitieron identificar la

presencia de los repetidos en tandem del gen msp7a...

En la Fig. 22 se observa un ejemplo de un electroferograma correspondiente a la
muestra 1562 U1 designado por la posicion de la banda en el gel de agarosa y 1
refiriendome a el numero de clona a secuenciar.

Cuadro VI Clonas secuenciadas.

Muestras del rancho “El Verdineno”

No_dela

~ seleccionado _ secuenciadas
43
9
49 6
3600
12
5591 12
D
8536 U 6
D
3592 U 9
M2
D
3615 A 3
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1572 u
M 9
D
5552 U 6
D
5585 U 9
M
D
1662 u 6
M
3533 B 3
3616 u 9
M
D
3597 C 3
4517 U
M1 156
M2
M3
D
4519 u 6
D
3579 E 3
1538 F 3
1527 u 9
M
D

Muestras del rancho “La Joya”

05A
068

54 N
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{ XE "Fig. 21 Electroferograma de la mude la muestra 1563 u" \b }Fig. 21. Electroferograma obtenido de la muestra 1562U1,
correspondiente al rancho "El Verdinefio”. Secuencia correspondiente a la muestra secuenciada con el oligonucleétido sentido. En el nucleoétido
44 se identificé la secuencia del oligonucleoétido, utilizado para llevar a cabo la amplificacién del gen de interés (se encuentre ubicado dentro de
una caja de color rosa); en el nucledtido numero 283 se identifico al ATG el cual nos indica el inicio de la secuencia correspondiente a los
repetidos en tandem.
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» Identificacion del genotipo

La secuencia de nucleétidos obtenida de cada muestra fue analizada mediante
herramientas bioinformaticas. En primera instancia utilizando BioEdit se corrobord
la presencia del fragmento de interés mediante la identificacion de los
oligonucledtidos especificos empleados en la amplificacion de msp7a, en el
fragmento clonado. Posteriormente se identifico la posicién del Marco de Lectura
Abierto del gen analizado, para llevar a cabo la traduccion de la secuencia de
nucledtidos a aminoacidos (aa) mediante la aplicacion del programa Translate—
Tools, lo que nos permitio identificar la presencia de los repetidos en tandem; los
cuales fueron analizados con la base de datos KANSAS. Esta base de datos
identifica la secuencia de los repetidos y proporciona el genotipo correspondiente

a cada una de las muestras analizadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en cada uno de los andlisis de secuencias
de cada una de las muestras se identificaron 18 genotipos diferentes distribuidos
dentro de los hatos de bovinos. De los cuales 7 genotipos identificados fueron
considerados nuevos debido a que estos no se encuentran reportados en las
bases de datos; y 11 genotipos previamente identificados y reportados. Los cuales

se encuentran esquematizados en la Fig. 23.

De las secuencias de aa obtenidas de cada una de las clonas analizadas, se
seleccion6 una representativa del genotipo identificado para llevar a cabo

alineamientos multiples con el programa MEGA 3.1.

El alineamiento multiple de las secuencias nos permitio identificar las regiones
caracteristicas de los repetidos en tandem de A. marginale, como son: las
regiones conservadas en los extremos 3 y 5 (informacién no mostrada), la
presencia de repetidos en tandem vy las regiones ricas en serina y treonina y la

presencia del epitope sensible a neutralizacion ANA15D Fig.23.
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Fig. 22. Representacion esquematica de cada uno de los repetidos identificados en las muestras
analizadas y animales que contiene dicho genotipo, Cada uno de los repetidos se encuentra
representado por un color o disefo caracteristico. Se designo con las siglas NR (no reconocido) a
los repetidos que no se identificaron en la base de datos del programa Kansas)
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Genotipo Identificado
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Continuacion de la Fig. 22.
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{ XE "Fig. 23 Alineamiento multiple con MEGA 3.1" \b }Fig. 23 Alineamiento multiple de las secuencias. Secuencia de aa de cada uno
de los repetidos en tandem identificados en las secuencias analizadas; dentro de cuadros de color verde se identifican las regiones ricas en

Ser/Thr caracteristicos de los repetidos en tandem y en color morado el epitope sensible a neutralizacion.
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Continuacion del alineamiento Fig. 24
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DETERMINACION DE SI LA SUPERINFECCION ES UN EVENTO QUE PUEDE
PRESENTARSE EN MUESTRAS DE CAMPO.

e Estimacion del por ciento de superinfeccion

Del total de animales correspondientes al segundo muestreo (Noviembre 2006)
que se identificaron como positivos a la infeccion con A. marginale 104 animales;
se determind el patron de bandeo por la amplificacion del gen mspi«,
identificando en el rancho “La Joya” que el 57% de los animales se encontraban
infectados con mas de una cepa de A. marginale, y del rancho “El Verdinefo” el

87.7%. El resto solamente amplificd una banda.

100
90
80 |
70 |
60
50
40
30 |
20
10 |

44% 57% 18.2% 87.7%

- Solo 1 banda amplificada
- Mas de una banda amplificada

Fig. 24. % de superinfeccion en los ranchos analizados. En color azul se representa a los animales
infectados con un solo genotipo, en rojo los que se encontraron con més de un genotipo.



VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

La Anaplasmosis bovina es una enfermedad que se puede transmitir con facilidad
entre los bovinos que se encuentran dentro de un hato, sobre todo cuando las
condiciones de manejo de los animales no son las adecuadas; de acuerdo a lo
reportado por Rodriguez—Vivas en el ano 2004. La comparacién entre las
condiciones de manejo de los ranchos, de los cuales se obtuvieron las muestras
con las que se desarrolld esta investigacion confirma lo mencionado
anteriormente. En el caso de uno de ellos “La Joya” en el que se proporcionan
banos acaricidas y se llevan a cabo fumigaciones regulares con la finalidad de
controlar a los vectores biologicos y mecanicos, se encontrd un nimero menor de
animales infectados con A. marginale. En contraste con en el rancho “El
Verdineno” en el cual no se toma ningun tipo de medida de manejo con los

animales, y en el que constantemente hay entrada de bovinos al hato.

Los resultados obtenidos de cada uno de los métodos empleados para el
diagnostico de la anaplasmosis bovina (cELISA y PCR) se compararon con una
tabla de contingencia 2 x 2 (anteriormente mostrada) con la cual se obtuvo un
valor de k=0.77 lo que indica que ambas metodologias son adecuadas para
identificar la presencia de A. marginale. Previamente se encontraro que el
diagnostico realizado con estas metodologias no mostré diferencia alguna para
llevar a cabo la identificacion de la infeccion mencionando que ambas técnicas son
“excelentes” para este tipo de estudios (Torini y col., 1998), no obstante, en
nuestro trabajo algunas muestras se identificaron como positivas a la infeccion
mediante PCR y no asi mediante el cELISA, lo que podria deberse a que la
cantidad de anticuerpos presentes en las muestras en el momento en el que se
tomaron éstas, no fue suficiente para la deteccion seroldgica, lo que podria estar
ocasionado posiblemente porque la muestra haya sido tomada en el momento en
que decae el pico de la rickettsemia, caracteristico de la fase cronica de la

enfermedad, (Palmer y col., 2000) en los que la cantidad del microorganismo
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disminuye dramaticamente, ocasionando una variacion en la cantidad de

anticuerpos presentes.

¢ Genotipificacion de aislados de A. marginale de animales de campo.

Palmer y col, en 2001 reportaron las caracteristicas fundamentales de la
secuencia de aminoacidos del extremo aminoterminal de la proteina MSP1a y
describieron por primera vez, la existencia de repetidos que varian en nimero y
tamano pero conservan algunas caracteristicas fundamentales, que permite
genotipificar los aislados de A. marginale. Al analizar el alineamiento de las
secuencias de aminoacidos obtenidos en nuestro trabajo, se observa que
coincide con lo descrito en la literatura (Palmer y col., 2001, Garcia-Garcia y col.,
2004). De forma general, se conservan las caracteristicas fundamentales de los
repetidos, en cuanto a la longitud, a las regiones ricas en Ser/Thr, a los sitios de
glicosilacion y a la presencia del epitope que reconoce el anticuerpo monoclonal
ANA15D.

La evidencia de que los genotipos de msp1

y secuenciacion, son genotipos verdaderos, se encuentra apoyada por el hecho de
que las secuencias difieren solamente en el nimero y secuencia de los repetidos
pero sin cambio en el marco abierto de lectura y ademas se conserva la
secuencia de los extremos 3" y 5’ de la regién analizada en todas las muestras.
Por otra parte varias muestras fueron reextraidas, reamplificadas vy

resecuenciadas con resultados idénticos.

De la Fuente y col.,, han descrito numerosos repetidos y a la vez diversos
genotipos en aislados de A. marginale estudiados en diferentes regiones
geograficas (de la Fuente y col., 2007), lo que ha evidenciado la diversidad de
cepas en el mundo. Nuestros resultados evidencian que esta diversidad de

repetidos y genotipos también puede estar presentes en un mismo sitio
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geografico, lo que no ha sido aun reportado, y que podria deberse al movimiento

del ganado bovino (de la Fuente y col., 2007).

Es importante destacar que, en las muestras analizadas en nuestro trabajo, se
identificaron repetidos nuevos que difieren de uno a tres aminoacidos con los
descritos anteriormente, lo que concuerda con las diferencias en los repetidos
reportados por de la Fuente y col., 2007. La existencia de estos repetidos nuevos
trae como consecuencia genotipos no reportados aun, éstos se deben en algunos
casos a la presencia de dichos repetidos, a la combinacion de repetidos conocidos

con los nuevos encontrados y al niumero diferente de repetidos encontrados.

Por la gran diversidad en los repetidos obtenidos y el arreglo de éstos en los
genotipos, nos es imposible hipotetizar que estos genotipos puedan haber surgido
de un precursor comun, pero podria sugerirse que esta diversidad es producto de
eventos de trasmision separados, por la introduccion de los genotipos en el
ganado, que después es mantenido durante el mismo proceso de trasmision. A
pesar de que uno de los genotipos msp1

los animales analizados, no contamos con suficiente evidencia experimental para
determinar si el genotipo mas frecuente en nuestros resultados, es el mas

trasmisible.

La generacion de la diversidad de los genotipos en animales persistentemente
infectados, ha sido explicada por Palmer y col (2001); ellos plantean que los
genotipos podrian aparecer durante los ciclos de rickettsemia que caracteriza a la
fase de la persistencia o alternativamente durante la replicacion en el intestino y

glandulas salivales de la garrapata trasmisora.
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e Superinfeccion en animales de campo crénicamente infectados con A.

marginale.

En 2004 Palmer y col., reportaron por primera vez la presencia de mas de un
genotipo en un mismo animal, es decir la superinfeccion. Este tipo de evento se
presenta al encontrarse dos genotipos que difieren en los productos génicos de
msp2 que son expresados; que le permiten a la cepa del patdgeno evadir la
respuesta inmune establecida contra la primera cepa que infectdo al animal.
Estudios posteriores relacionados con el establecimiento de la superinfeccion
establecen que el hecho de que exista diferencia en un solo alelo en los
pseudogenes de msp2 del microorganismo le conferira caracteristicas suficientes
para establecerse dentro del hospedero evadiendo la respuesta inmune (Futse y
col., 2008).

Al analizar nuestros resultados, de la identificacion de los genotipos de cada una
de las muestras secuenciadas, podemos aseverar que algunos animales de los

ranchos estudiados, se encuentran infectados con mas de un genotipo.

Considerando los resultados obtenidos de la secuenciacion y correlacionandolos
con los patrones de bandas amplificadas que se observaron en los PCRs y nPCRs
de las muestras, se determin6 que el hecho de que existiera la amplificacién de
mas de una banda del gen msp7« podria indicar la presencia de mas de un
genotipo estableciendo la infeccién en el bovino analizado, y que la presencia de
un solo amplicon podria correlacionarse a un solo genotipo presente en el animal

analizado.

Inicialmente, cuando se obtuvo mas de un amplicén en el PCR de se
realizaron varios experimentos con diferentes controles, para verificar que la
presencia de mas de un amplicdn, no se debia a la falta de optimizacién de las

condiciones de PCR sino mas bien a la presencia de varios genotipos en el mismo
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animal. Dos de las muestras con patrones de amplificacion conocidas (una que
presentaba un solo amplicon vs. una con mas de un amplicén) fueron sometidas a
un gradiente de temperatura de alineamiento en el PCR. El resultado obtenido del
gradiente nos indicé que la amplificacion de mas de una banda no era efecto del
PCR lo que nos permitié poder predecir, en las muestras que no se secuenciaron,
la existencia de mas de un genotipo teniendo en cuenta el patron de bandeo de la

reaccion de PCR.

El analisis del patron de bandeo del PCR de msp? nos permiti6 hacer una
estimacion del porciento de superinfeccion del total de muestras positivas a A.
marginale en los dos ranchos estudiados. El rancho con un mayor porciento de los
animales con mas de un genotipo es “El Verdinefio” que a su vez es el rancho
donde el numero de animales infectados con A. marginale es mayor, podriamos
sugerir que las condiciones sanitarias y de manejo de este rancho favorece la
superinfeccion y que podria estar dado por la diversidad en la expresion de las
variantes del gen msp2 de los aislados circulantes, aunque para poder aseverar lo

anterior tendriamos que analizar la expresion de estas variantes.

La superinfeccion se habia descrito como un fenomeno raro para A. marginale
hasta el presente estudio, ya que solo se habia identificado este fenomeno en
pocos animales en zonas de prevalencia alta en la infeccién y trasmision (Palmer y
col., 2001; Palmer y col; 2004). Los resultados obtenidos en el presente trabajo,
son una aportacion a la investigacion de A. marginale en cuanto al
comportamiento del microorganismo en condiciones de campo, en especial
cuando existe un transito constante de animales (egreso de animales nuevos al
hato) y cuando las condiciones de manejo de los mismos no resultan ser del todo

adecuadas.
Aunque el significado epidemiologico de la superinfeccion aun es poco

comprensible, los resultados obtenidos justifican que habra que desarrollar

investigaciones mas amplias y profundas al respecto.
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IX . CONLCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos realizado podemos
concluir que las condiciones de manejo del ganado bovino son determinantes para
la distribucion y transmision de la enfermedad asi como la presencia de los

diferentes genotipos de A. marginale identificados.

Ademas de que se determino que los métodos empleados para llevar a cabo el

diagnostico de la enfermedad son eficientes para la deteccion de la misma.

Algunos de los repetidos identificados en las muestras, difieren de los ya
reportados en las bases de datos, por lo que se puede pensar que se tratan de
genotipos que pueden ser especificos del pais y por lo tanto estos pudiesen estar
confiriendo caracteristicas especificas a las cepas analizadas para permitir el
establecimiento de infecciones con mayor eficiencia o bien determinar por medio
de que via se lleva a cabo su transmision, recordando que cada uno de los
repetidos estan involucrados en procesos de adhesion e infeccion a las células de

sus hospederos.

Por otra parte, de acuerdo a los resultados obtenidos, el evento de la
superinfeccion es capaz de establecerse, las condiciones de manejo de los
animales son extremadamente relevantes para que se puedan establecer este tipo
de infeccion de los animales con multiples genotipos del parasito. Sin embargo,
aun se desconoce como es que se pueden establecer este tipo de eventos en los

hospederos.
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X.

PERSPECTIVAS

Estudio longitudinal de los genotipos de Anaplasma marginale que permitan
conocer la dinamica de la infeccion del microorganismo en poblaciones en
condiciones de campo e identificar los genotipos evolutivamente

dominantes.

Analizar el repertorio de variantes de msp2 en los genotipos previamente

identificados.

Genomica comparativa entre los genotipos dominantes y no dominantes.
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{ XE "Anexo" \b }An eXO .

Ejemplo de los resultados obtenidos del lector de ELISA y diagnéstico de la

enfermedad.

Muestras positivas y negativas a Anaplasmosis bovina.

ggsl Pozo | M630 | Nb | Promedio gf: (Co/:/) Prom. X100 Prom.x1_00/ODC % inh. #an

SPLA1 B1 0.368 2 0.39| 0.034| 8.66 39.2 34.35| 65.65|1A
B2 0.416

SPL2 C1 0.823 2 0.82| 0.001| 0.09 82.3 7212 | 27.88|3A
C2 0.824

SRIEE D1 0.217 2 0.27| 0.074| 27.6 27 23.66| 76.34|5A
D2 0.322

SPL4 E1 0.954 2 0.93| 0.035( 3.73 92.9 81.41 18.59 | 6A
E2 0.905

SEES F1 0.498 2 0.53| 0.042| 7.91 52.8 46.27| 53.73 | 10A
F2 0.557

SPL6 G1 0.56 2 0.56| 0.004| 0.63 56.3 49.34| 50.66 |13A
G2 0.565

SPL7 H1 0.156 2 0.16 | 0.001 0.9 (5N 13.75| 86.25|14A
H2 0.158

SPL8 A3 0.787 2 0.8 0.012| 1.51 79.6 69.76 | 30.24 |17A
Ad 0.804

SPL9 B3 0.537 2 06| 0.092| 153 60.2 57.76| 42.24|18A
B4 0.667

SPL10 |C3 0.798 2 0.84| 0.061| 7.23 84 .1 73.7 26.3 [ 19A
C4 0.884

SPL11 |D3 0.898 2 0.88| 0.021| 2.32 88.3 77.38| 22.62|21A
D4 0.869

SPL12 |E3 0.825 2 0.8| 0.034| 4.24 80.1 102 29.8 | 25A
E4 0.777

Las muestras se analizan en el lector de ELISA a una longitud de onda de 630 nm,

posteriormente se realizan los siguientes calculos para determinar si la muestra es

positiva o no a la infeccion con A. marginale.
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Considerando que el promedio de la O.D. del control negativo debe estar en un

rango de 0.40 a 2.10. El por ciento de inhibicién del control positivo debe ser

Parametros de adecuacion para el indice kappa.

Valores de Kappa

Valoracién del indice Kappa

Valor de k Fuerza de la
v concordancia
<0.20 Pobre
0.21 - 0.40 Débil
0.41 - 0.60 Moderada
0.61 - 0.80 Buena
0.81 - 1.00 Muy buena
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Tablas de informacion de cada uno de los animales analizados en este trabajo (Correspondientes al segundo
muestreo)

Rancho “El Verdineno”

No.
Muestra cELISA | Extraccion ADN PCR mspia | Bandas cortadas | Clonadas
39 - si si
43 F si si 5 si
49 si si 4 si
50 + si si
62 + si si
64 + si si
1510 + si si
1518 + si si
1520 & si si
1527 + Si si 4 si
1530 + si si
1538 + si si 1 Si
1545 + Si si
1546 + si Si
1549 + si si
1559 + si si
1560 + si si
1562 + si si 4 si
1569 + si si
1572 + si si 3 si
1576 + si si
1588 + si si
2075 4 si si




si

si

si

si

si

si

si

si

Si

si

si

si

Si

Si

si

si

si

si

Si

si

si

(&)}

si

si

Si

si

si

si

si

si

si

8f

si

si

si

si

si

si

si

si

2085 i3 Si
2087 + Si
2088 + Si
2089 + Si
3518 + si
3533 + Si
35638 + Si
3539 T Si
3540 =+ si
3571 + Si
3579 i si
3582 + Si
3584 # Si
3590 + Si
3592 + Si
3597 * si
3598 + Si
3600 + si
3603 A + Si
3607 + Si
3611 + Si
3615 + Si
3616 <t Si
4503 o Si
4504 + Si
4506 + Si
4507 + Si
4509 + si
4511 & Si
4517 & Si
4519 * si
4523 g si

si
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si

si

si

si

Si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

si

Si

si

w

si

Si

Si

si

si

si

si

si

si

si

4525 + si
4526 + si
4531 + si
4534 + si
4536 + si
4538 + si
4544 + si
4548 + si
4580 + si
4591 + si
4592 + si
5503 + si
5511 + si
5514 + si
5519 + si
5522 + si
5545 + si
5546 + s
5552 + si
5585 + si
5591 + si
8504 + si
8513 + si
8519 + si
8521 + si
8536 + si
8601 + si
8618 + si

si
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Rancho “La Joya”

Muestras AMARILLAS

No. Bandas
Muestra cELISA Extraccion ADN PCR msp1a cortadas
1A + si si
5A + Si si
17A - si si
18A - si
19A - si si
21A - si
25A - si
30A - si
37A - si
39A - si
42A + Si si
44A - Si
48A - si
50A - si
60A - si
71A - si
76A - si
78A - si
79A - si
80A - si
81A - si
83A - si
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Muestras NARANJAS

No. Bandas
Muestra cELISA extraccion ADN | PCR msp1a cortadas Clonacién
1N + si si 3
9N + si |
12N + si si 3
15N - si si 3
21N - si
33N - si
40N + si
41N + si
42N - si
43N - si
46N - si
47N - si
48N - si
50N £ si
52N - si
54N + si 1]si
55N - si
56N - si
60N - si
61N - si
62N + si
65N - si
66N - si
68N + si 4
75N - si
79N - si
80N - si
81N - Si
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83N - si
90N - si
95N - si
97N - Si
100N - si

Muestras ROJAS

No. Bandas
Muestra cELISA extraccion ADN PCR msp1a cortadas Clonacion
09R - si
12R - si si
13R - si
14R - si si
17R - si
18R - si si
19R - si
20R - si
21R - si
23R - Si
24R - si si
94R - si
95R - si
104R - si
105R - si si
107R - si
109R - si
112R - si si
114R - si si
118R - si si
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Muestras BLANCAS

No. Bandas
Muestras cELISA extraccion ADN | PCR msp1a cortadas Clonacion | |
6B + si i si
10B - si
27B - si
32B - si
35B + si
38B - si
39B - si
43B - si
Muestras VERDES
No. Bandas
Muestras cELISA Extraccion ADN | PCR msp1a cortadas Clonacion | Minipr
01V - si
02v + si
06V - si
o7V - si
o9V - si
10V + si si
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Tablas de resultados de la genotipificacion de las muestras seleccionadas.

No No. "
Rt Clonas sec bpAmp. | Sec. de rep. repetidos genotipo
043 D1 703 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4 (29aa) 13 13
D1-07 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4 (29aa) 13 13
M2 766 ADSSSAGGQQQESSVSSQSGASTSSQLG 1(28) NR1
TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2 (28) NR16
ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQSG 1(28) NR2
TDSSSAGDQQQESSVLSPSGHASTSSQLG 1(29) NR17
M2-07 ADSSSAGGQQQESSVSSQSGASTSSQLG 1(28) NR1
TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2 (28) NR16
TDSSSAGDQQQESSVLSPSGHASTSSQLG 1(29) NR17
U1 790 ADSSSAGGQQQESIVSSQSDQASTSSQLG 1(29) i TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2 (29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2 (29) B
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) F
U1 (Placa 2) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2 (29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2 (29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) F
3600 M2.1 399 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 2 (29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)
M2.2(Placa 4) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13 13
M2.2 (Placa 2) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQL 1(29) 13 13
U1 570 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3 (29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2 (28)
U TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 2(29) B BRI
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28) r




U3 (Placa 4) ADESSABGYL5QSGQASTSSALG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  |3(29)
TDSSSASGCOOQOUESSVSSO0OGDASTSS0LE 2(28)

U4 (Placa 4) TDESSAGDOO0OESGVS550SBOASTSSAL 1(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)

M1.1 489 ADGSSASGVSSQSGQASTSSQLG 1(23) NR3
TDSS5SA5GOQAG56VSS0SGRASTSBOLE | 4(29) NR18

M1.5 489 ADGESASGEVEBOSGOASTSSOLG 1(23) NR3
TDSSSASGQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  [4(29) NR18

M1.4 ADGSSASGVSSOSGAASTSBALG 1(23) NR3
TDS85ASGO00GSGVSS0SGCOASTSSRLG | 4(29) NR18

D1 351 TD655ASCROQESSVLSPSCQOASISSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG  [1(29 NR5

D1 TDSSSASGQOOESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4

D TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQL 1(29)
ADSS5SASGQQQOESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4

D5 (Placa 4) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQOASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG NR5

5591 U1 574 ADSSSASGVLSUSGOASTSSOLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  [4(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1 (28)

U2 (Placa 2) ADSSSASGYLSQEGOASTEEOLE 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  |4(29)
TD5SS6ASGO0O0ESSVSE0QEDASTSSQLG 1(28)

M1.1 (Placa 4) TDSSSASGUOOESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGOQQESGVLSQSGOASTSSQLG | 2(29) NR5

M1.2 423 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
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ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NRS

M1.5 (Placa4) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 2(29) NR5

M1.2 (Placa3) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQL 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 2(29) NR5S

M2.1(Placa3) ADGSSASGVLSQGGQASTSSQLG 1(23) af -
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3(29)

M2.2 (Placa 4) ADGSSASGVLSQGGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3(29)

D (Placa3) ADSSSASGVLSRSGQASTSSQLG 1(23) r
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28) r

8536 u3 722 AGSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NR7
TDSSSASDQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2 (29) NR20
ADSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NR8
ADSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQL 1(28) NR9
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQFR 1 NR21

D1 414 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG

1(23) 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 2 (29)

- TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

U1 (placa7) ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23) Veracruz)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQL 2 (29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

U2 (placa7) ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23) Veracruz)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQL 2(29)

| TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

D1 (placa7) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(28)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NRS
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D2(placa 7) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG __ [1(28)
ADSSSASCQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG  [1(29) NR5

D3 (placa?) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(28)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG _ [1(29) NR5

3592 D1 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSAGGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR10
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NR5

D2 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSAGGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR 10
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG  [1(29) NR 5

VR TDSSSASGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(28) Israeli-4
ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQSG 1 (28) NR2
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASCOQOESEBVLSOSGOAETSEOLE 1(29) Israeli3

U2 TDSSSASGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(28) Israeli-4
ADSSSASCQOOESSYSSQSDASTSSQOSG 4 (28) NR2
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 2 (29) NR4
ADSSSASGCQQOQOESSVLSOSGQASTSSQLG 1(29) Israeli -3

U3 TDSSSASGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(28) Israeli-4
ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQSG 4 (28) NR2
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 2 (29) NR4
ADSSSASGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(29) Israeli -3

M2.1 TDSSSASSQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) NRO
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13

M2.2 TDSSSASSQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) NRO
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13

3615 ADSSSASGVLSAUSGOASTSSOLE 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  [2(29)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSS

2227

1572 M4 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13 13,13,13,13

M1 ADSSSAGGQQQESSVSSQSGASTSSQLG 1(29) NR1
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{ TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(29) NR16
1 TDSSSAGDQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR24
| ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQSG 1(28) NR2

M3 (Placa 3) ADSSGASGVLSRSGQASTSSQLEG 1(23) (
TDSSSAGDOOOGSGVSSOSGCQASTSSOLE | 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28) T

M1 (Placa 5) ADSSSAGGQQQOESSVSSQSGASTSSQLG 1(29) NR1
TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(29) NR16
TDSSSAGDQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR24
ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQSG 1(29) NR2

D5 ADSSSASGVLSRSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG | 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQL 1(28) I

U1 (placa7) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4 (29) 13

U2 (placa7) TDESBASCOOOESSYVLEOSDOASTSS0OLG 4(29) 13

D1 (placa?) TD5SSABGO00ESSVLSQSDOASTSSOLG 4(29) 13

5552 U3 ADSSSASGYLSOSGOASTSSOLE 1(23)
TDSSSAGDOQQOGSGVSSQOSGQASTSSQLG  [3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2 (28)

U4 (Placad) TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N NBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG | 1(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQL 1(28) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) F

D1 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG [1(29
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2 (28)

D5 ADSGSASGVLSQBGCAASTSS0LE 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  |2(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

D1 (Placa 5) ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG _ [1(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)
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U1 (placa?) ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  |3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

5585 D2 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASI(T)SSQLG [1(29) NR4

D2(2° extr) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG NR5

05A TDS6SASGO00GCSGVYE605GAASTSSALEG  [3(29) NR18

10 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29 T TQ(B)CNBC
éDSSSAS@)GQQQESSVSSQSDQASTSSQL 1(29) Q@
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  [2(29) €
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG  [1(29)(2) B

1 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG  [2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  |2(29) c
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG _ [1(29) F

8 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ |2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG _ |2(29) c
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG __ [1(29) F

2085 U2 ADSSSAGGQQQESSVSSQSGAGTSPQLG 1(28) NR14
TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2 (28) NR16

D2 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQFRS | 2?2?27 NR15

D1 (Placa 5) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG _ [1(29) NR5

?(Placa 5) ADSSSAGGQQQESSVSSQSGAG(S)TSSQLG [1(28) Nr(1)
TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 4(28) NR16
TDSSSAGDQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR24
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ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQL(S)G 1(28) Nr(2)
1562 M1 481 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) 13 13
TDSSSASGQQQESILLSQSDQASTSSQLG 1(28) NR23
M1( Placa2) (TDSSS)ASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(23) (1(29)) [ nr(13)
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 3(29) 13
U1 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F
U1(Placa 5) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F
U1 (placa 7) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TBCNBCF
191007 ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F
U2 (Placa 7) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) il TBCNBCF
191007 ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F
06B 1 (placa 6) 161007 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQSG 1(29) NRa
TDSSSASGQQQESSVLSPSGQARTSSQSG 1(29) NRc
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) 13
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQSG 1(29) NRb
2 (placa 6) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQSG 1(29) NRa
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) 13
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQSG 1(29) NRb
3 (placab) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQSG 1(29) NRa
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) 13
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQSG 1(29) NRb

106




4 (placa 6) TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQSG 1(29) NRa
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) 13
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQSG 1(29) NRb

3533 1 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6 (29) 13 13

3 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6 (29) 13 13

3616 VK] TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13

u2 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) mi TQCNBC,NR(F)
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) c
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) B
EDSSSASGQQQGENSVSSQSGQASTSSQL 1(29) Nr (F)

U3 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) 13

M2 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6 (29) 13 13

M3 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13 13

M1 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13 13

D1 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13 13

D2 ADSSSAGGQQQESSVSSQSGASTSSQLG 1(28) NR1
TDSSSAGDQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28) NR16
TDSSSAGDQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR24
ADSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQSG 1(28) NR2

D3 TDSSSASSQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 1(29) NRO
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13

049 M1.2 AGSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 2(29) NR7 T
TDSSSASDQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) NR20
ADSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NR8
ADSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) M
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F

M2.1 (placa?) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSRLG 1 (29)nr (13)
TDSSSASGQQQESSVLSQSDQACTSSQLG 1(29)nr (13)

B TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 2 (29) 13

M2.2 (placa7) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13
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M2.3 (placa 7) ADSSSASGVLSR(QQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG _ |3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

M1.1 AGSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 2(29) NR7
TDSSSASDQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) NR20
ADSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NR8
ADSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  [1(29) M
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F

M1.2 AGSSSESGQQQESSVLSQSGQASTSSQLG 2(29) NR7
TDSSSASDQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) NR20
ADSSSESGQOQESSVLSQSGQASTSSQLEG 1(29) NR8
ADSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG _ [1(29) M
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F

54N 4 ADBSSASGYLSUSGOASTSSOLE 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG _ |3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)

2 (Placa 4) ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG | 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)

3597 1 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG __ [1(29) NR5

2 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG _ [1(29) NR5

3 TDSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29)
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG  [1(29) NR5

4517 M2.3 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) T T.B.C.(N).B.CF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ |2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG | 2(29) c
TDSSSASGQQQVSSVSSQSDQASTSPQLG 1(29) NR(N)
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) F

M2.1 AGSSGAGBGCOOOESSYSS0OSDAASTSSQLG  [1(29) T T.B.C.(N). B.C.F
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG  |2(29) B
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ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQVSSVSSQSDQASTSPQLG 1(29) NR (N)
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQL 1(28) F

M3.1 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23) r
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28) IF

M3.2 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23) r
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28) r

M3.3 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23) r
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28) [

D1 ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NR5

M1.2 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 1(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)

u2 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQL 1(28) F

u3 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13 13

U2 (placa 7) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F

U3 (placa 7) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 4(29) 13

M1.2 (placa7) ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG 1(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)

M2.1 (placa7) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) L TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
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TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N |
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(28) F |
D1 (placa7) TDSSSASGQQQESGVLSPSGQASTSSQLG 1(29) (
ADSSSASGQQQESSVLSPSGQASTSSQLG 1(29) NR4 (28)
ADSSSASGQQQESGVLSQSGQASTSSQLG 1(29) NRS5 (29)

1538 1 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) L T,Q,C\N,B,C, NR
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) B

4 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13

1 (placa7) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TQCNBC, nr
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(28) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) B
TDSSSASGQQQGSSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) NR

2 (placa7) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TQCNBC, nr

191007 ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(28) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) B
TDSSSASGQQQGSSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) NR

1527 U1 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) il TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) F

u2 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Tt TQCNBCF
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) B
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 1(29) F

u3 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TQCNBCF
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
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TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) B
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG [ 1(29) F

U4 (placa?) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG  [1(29) T TQCNBC, NR

191007 ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  [2(29) c
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) B
TDSSSASGQQQGSSVSSQSGQASTSSQLG _ |nr

M1.1 ADSSSASGVLSQSGQASTSSQLG 1(23)
TDSSSAGDQQQGSGVSSQSGQASTSSQLG  |3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 2(28)

M1.2 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG  [1(29) T TQCNBC.(F)
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG __ [1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  |2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) B
TDSSSASGQQQGE)SSVSSQSGQASTSSQLG |1(28) NR(F)

mM2.1 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) T TBC.N, (B).CF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG _ |2(29) c
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSF(S)QLG |1(29) NR
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQL 1(29) F

4519 U1 (placab) ADSSSASGVLSRSGQASTSSQLG 1(23) NR ()
TDSSSAGDQQOQGSGVSS0QSGQASTSSQLG | 3(29)
TDSSSASGQQQESSVSSQSDASTSSQLG 1(28)

U2(placab) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13

U3(placab) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13

DA (placab) AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ [1(29) T TBCNBCF
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG _ |2(29) B
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  [2(29) €
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG  [1(29) F

D2(placab) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6 (29) 13 13

L1




D3(placab) TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6 (29) 13 13
3579 1 AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) T TQCNBC
ADSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) Q
ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG 2(29) C
TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) N
ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG 1(29) B
2 TDSSSASGQQQESSVLSQSDQASTSSQLG 6(29) 13
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Soluciones

Gel de agarosa al 1%
Para 100 ml

Agarosa (Invitrogen)
TAE 1X

Bromuro de etidio* (Bio-Rad)

Gel de agarosa al 2%
Para 100 ml

Agarosa (Invitrogen)
TAE 1X

Bromuro de etidio* (Bio-Rad)

TAE 50X

Trizma base (Invitrogen)
Acido acético glacial
EDTA

APENDICE

100 ml
4 ul

100 ml
4 ul

242 g
27.1 ml
37.2¢g

Se afora a 1 litro con H,O destilada, se ajusta el pH a 8.5

TAE 1X

Para 1000 ml
TAE 50X

H.O destilada

20 ml
980 ml
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Proteinasa K

20mg/ml

Resuspender 10 mg de polvo de proteinasa K en 50 mM de Tris HCl y 10 mM
CaCl,.

Solucion de CaCl; 1M para 10 ml

Pesar 1.214 g de CaCl, y resuspender en 10 ml de agua destilada estéril.

Etanol al 70%

Para 100ml
Ethanol al 100% 70ml
H,O destilada 30ml

*El Bromuro de etidio (Bio-Rad) que se utilizé se encuentra a una concentracion
de 10mg/ml.
MEDIOS DE CULTIVO

Medio Luria Bertani (LB) (Sigma)
Luria agar 20g
H20 1000mL

Se esteriliza por autoclave
Ampicilina (50pg / ml) (Sigma)

Se filtra por 0.22um, para esterilizarla.

Almacenamiento a -20°C , se protege de la luz.
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Placas LB (Sigma) - Amp
Luria Agar 40g
H,O 1000 ml

Después de haber esterilizado por autoclave y a una temperatura de 45° C
aproximadamente, se adiciona Amp (50ug/ml) y se transfiere a cajas de Petri en

esterilidad.
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