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RESUMEN: Anaplasma marginale es un patégeno del ganado bovino, que causa severas pérdidas
econdmicas en las regiones tropicales y subtropicales. Las proteinas principales de superficie de
los cuerpos iniciales de este hemoparasito estan involucradas en las interacciones patdgeno-
hospedero y garrapata-patdgeno y han sido utilizadas como marcadores para la caracterizacion
genética de cepas de Anaplasma marginale y estudios filogenéticos. La proteina M SPla varia entre
cepas de regiones geogr &ficas diferentes en el nUmero y secuencias de las regiones repetidas en
tandem en la regién amino-terminal. En el presente estudio caracterizamos 24 cepas de Anaplasma
marginale utilizando la secuencia descrita para la proteina MSPla. Estos resultados corroboran la
heterogeneidad de cepas de Anaplasma marginale en regiones endémicas y que el analisis
filogenético de las secuencias repetidas en tandem de esta proteina M SPla no resulta en clusters
relacionados con el origen geografico de las cepas, pero contribuye a entender la diversidad
genética y la evolucion de A. marginale.
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ANALY SISOF Anaplasma marginale STRAINSUSING THE REPEATED SEQUENCESOF
MAJOR SURFACE PROTEIN 1a (M SP1a)

ABSTRACT: Anaplasma marginale is a pathogen for cattle, causing severe economic losses in tropical
and subtropical regions. The major surface proteins of initial bodies are involved in pathogen-host
and tick-pathogen interactions and have been used as markers for the genetic characterization of
Anaplasma marginale strains and for phylogenetic studies. M SP1a protein varies between strains
of different geographical regions in the number and sequence of tandem repeated sequences in
the amino-terminal region. In this study, 24 Anaplasma marginale strains were characterized using
the sequence described for M SP1a protein. These results support the heterogeneity of Anaplasma
marginale strains in endemic regions and that the phylogenetic analysis of tandem repeated
sequences of this MSPla protein does not result in clusters related to the geographical origin of
strains, but helps to understand the genetic diversity and evolution of Anaplasma marginale.
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INTRODUCCION Cepas de A. marginale de diferentes regiones geo-

graficas han sido identificadas y difieren en su biolo-

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasma-  gia, caracteristicas genéticas y trasmisibilidad por ga-
taceae) es un patégeno que causa importantes pérdi- rrapatas (2). La diversidad genética de las cepas de A.
das economicas en el ganado bovino de regionestro-  marginale ha sido caracterizada utilizando los genes

picalesy subtropicales (1). gue codifican para las proteinas principales de superfi-
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cie que estan involucradas con células de los hospe-
deros vertebrados e invertebrados (2).

Lafraccién de membrana externa de A. marginale
esta compuesta por al menos seis polipéptidos princi-
pales de superficie, los cuales incluyen las proteinas
principales (MSPs), MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3,
MSP4 y MSP5 (3,4,5).

Se conoce que la proteina principal de superficie
la (MSP1la), codificada por el gen mspla, esti
involucrada en las interacciones patdgeno-hospedero
y garrapata-patdgeno (2). Esta proteina es una adhesina
para el eritrocito bovino y la célula de garrapata (6, 7) y
el dominio de adhesion esta contenido en la region
variable N-terminal (8). MSP1a ha mostrado estar
involucrada en la transmision de A. marginale por la
garrapata Dermacentor spp. (9) y contiene epitopes de
células B en los repetidos de la regién N-terminal que
pueden estar involucrados en la respuesta protectiva
contra lainfeccion de A. marginale en bovinos (10).

La proteina MSP1a de A. marginale ha estado bajo
seleccidn por presion positiva y en cepas de diferentes
regiones geogréficas, difiere en el peso molecular de-

bido a la presencia de un nimero variable de repeticio-
nes en tandem (11,9,2,12).

A pesar del alto grado de variacion en la secuencia
dentro de areas endémicas, el andlisis de la secuen-
cia de MSP1a de cepas de Norte y Sur América, Italia,
Israel y Australia no proporcionaron informacion
filogeogréafica (2). Sin embargo el andlisis de las se-
cuencias repetidas a una escala global puede propor-
cionar informacion filogenéticay evolutiva de cepas de
Anaplasma marginale (13).

El presente estudio tiene como objetivo realizar una
caracterizacion de cepas de diferentes regiones geo-
gréficas utilizando las secuencias de la proteina MSP1a
de cepas de A. marginale aisladas de bovino.

MATERIALESY METODOS

Secuenciacion del gen mspla del aislamiento
Habana de A. marginale: La secuencia del gen msplo
del aislamiento Habana de A. marginale clonado en pmal
(datos no publicados), se realizé por la compafiia france-
sa Genoma Express, utilizando los siguientes cebadores:

TABLA 1. Cepas de Anaplasma marginale utilizadas./ Anaplasma marginale strains used

Cepa de A. marginale Paisdeorigen | Numerode Acceso | Estructuradelasregiones No. de

en el GenBank repetidas en tandem repetidos
AmF105 US USA M32871 ABBBBBBB 8
AmI95 US USA M32868 DD D DDE 6
VirginiaUS USA AY 010246 AB 2
AmW86 US USA M32869 BBBC 4
CaliforniaUS USA AY 010242 BBC 3
Stillwater 68 US USA DQB811776 KBM FH 5
Texas 198 USA DQ811778 BBmBm 5
Saint Maries USA AY 010245 JBB 3
Mississippi USA AY 010243 DDDDE 5
Canada Canada AY 253141 DQQR 4
Havana mspla Cuba AY 489564 ABBBB 5
Puerto Rico Puerto Rico AY 191826 EQODODDDD 6
Brazil5 Brasil AY 283198 CFN 3
Cérdoba 2 Argentina DQ833269 2324 25 26 27 27 6
From Argentina Argentina AF428094 XBQBC 5
Chaco5 Argentina Argentina DQ833265 11015 3
Mex-17-017-01 México DQ501242 121314 3
IsradlilhavotHabasan Israel AY 846868 MFFF 4
IsrlAzaria Israel AY 846869 IFM33 5
Israel 1/4/3/3/3 Israel EU678758 14333 5
7/EIEIM/3/3 Israel EU678761 7TEEM33 6
Italy16 Italia AY 702929 50D D 4
Italy8 Italia AY 702931 QNNN 4
SA196SouthA S. Africa DQ813549 3338 3
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5’ GGAAGATCTTCCATGTCAGCAGAGTATG3 y
5GGAAGATCTTCCTTACGCCGCCGCCTGS'. Elana-
lisis y alineamiento de la secuencia se realizé utili-
zando el programa DNAsis. Para confirmar la identi-
dad de la secuencia, esta fue analizada en el Blastn y
Blastx, respectivamente (14,15) (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). La secuencia fue depositada en el GenBank
con nimero de acceso AY489564.
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Cepas de A. marginale: Las cepas utilizadas en
este estudio y el nimero de acceso en el Genbank
estan listados en la Tabla 1. Todas las cepas fueron
obtenidas de bovinos naturalmente infectados.

Anadlisis de secuencias: El alineamiento multi-
ple de las secuencias fue realizado utilizando el pro-
grama ClustalW v1.83 (16), en la plataforma Web:

Secuenci a que codifica
DDSSSASGQQQESSVSSQSE _ASTSSQLG

ADSSSAGEQOESSVSSQSDQASTSSQLG .
ADSSSAGEQOESSVSSQSGASTSSALG .
ADSSSAGGQQQESSVSSQSE ASTSSQLGG _
ADSSSAGEQOESSVSSQSGASTSSALG
TDSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG
TDSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSSQSG
DDSSSAGGQQESSVSSQSGQASTSSQALG
ADSSLAGGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG .

ADGSSAGEQOESSVSSQSDQASTSSQLG .
ADSSSASGQQOESSVSSQSGASTSSQLG .

TDSSSASGQQQESSVSSQSDQASTSSQLG
ADSSSASGQQOESSVSSQSDQASTSSQLG

ADSSSAGEQOHSSVSSQSDQASTSSQLW.

AGSSSAGEQOESSVSSQSDQASTSSQALG
ADSSSASGQQOESSVSSQSGASTSSQSG .

ADSSSAGGQQQESSVSSQSE ASTSSQLG
TDSSSASGQQQESSVSSQSE ASTSSQLG

SGSSSASGQQQESSVL SQGEOASTSSQLG .
ADSSSASGQQUOESSVL SQSGQASTSSQALG . _
TDSSSASGQQQESSVL SQSGQASTSSQALG
ADSSSASGQQOESSVSSQSE_ASTSSQLG . _
TDSSSASGQQUQESSVSSHSE_ASTSSQLG . _

10 ADSSSASGQQQOESSVL SPSGQASTSSQALG . _
12 AGSSSASGQQOESSVL SQSGQASTSSQALG . _
13 TDSSSASGQQQESSVL SQSDQASTSSQLG . _
14 TDSSSASGQQQESSVLSQSG ASTSSQLG . _
15 ADSSSASGQQOESGVL SQSGASTSSQLG . _
23 TDSSSASGQQUOKSSVL SQSSQASTSSQALG . _
24 ADSSSAGNQQQESSVL PQSGQASTSSQLS _
25 ADSSSASGQQOESSVL SQSSQASTSSQALG . _
26 ADSSSAGNQQQESSVL PQSGQASTSSQALG . _
27 ADSSSASGQQOESSVL SQSDQASTSSQLG . _
38 ADSSSASGQQOESSVL GQSSQASTSSQSG .

FIGURA 1. Secuenciadelosrepetidosdelaproteina M SP1a de Anaplasma marginal e. Losguiones significan del ecciones/
inserciones./ Sequence of the repeated MSP1a protein of Anaplasma marginale. The dashes mean deletions/ insertions.
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http://www.genome.jp empleando los pardmetros su-
geridos. Tanto para los pairwise-aligments como para
los alineamientos mdltiples se utilizé la matriz de peso
BLOSUMG2. Para la confeccidn del arbol filogenético
se utilizé el método de NJ (Neirghbour Joining) descri-
to por Saitou y Nei (17). Para confeccionar el arbol se
calcularon las distancias (porcentaje de divergencia)
entre todos los pares de secuencias del alineamiento
multiple y posteriormente se aplicé el método NJ ala
matriz de distancias.

RESULTADOSY DISCUSION

El gen mspla de la cepa Habana de Anaplasma
marginale es un amplicon de 2043 pb, cuando se utili-
zan los cebadores descritos para la amplificacion de
dicho gen. EI mismo mostrd cinco repetidos, de ellos
un repetido del tipo A y cuatro repetidos del tipo B,
segun las secuencias de los repetidos, descritas por
Palmer et al. (18).

En el presente estudio se analizaron 24 cepas de
paises de América del Norte, América del Sur, Euro-
pa, Asia y Africa (Fig. 2 y 3), identificandose en estas
cepas 34 secuencias repetidas diferentes en MSP1a
(Fig. 1). El andlisis de dichas secuencias corrobora
la heterogeneidad genética de las cepas de A.
marginale.

Las relaciones filogenéticas entre la cepa cubana 'y
las cepas de Anaplasma marginale de otras regiones
geograficas (América del Norte y América del Sur, Asia,
Africay Europa) fueron inferidas utilizando la secuen-
cia de los repetidos de la proteina MSP1a, deposita-
das en el GenBank. En la Figura 3 podemos observar
los cambios en la composicién de aminoacidos en las
secuencias repetidas en tandem, lo que da lugar a la
gran variedad de repetidos que existen.

El andlisis de la secuencia de MSP1la en cepas
de diferentes regiones geograficas no proporcionain-
formacion filogeogréfica debido al alto grado de varia-
cion en la secuencia de la proteina MSP1a dentro de
un area endémica (2). Sin embargo, el andlisis
filogenético de toda la regidn variable de la proteina
MSP1a, en las diferentes cepas podria proporcionar
informacion filogenética sobre cepas de Anaplasma
marginale.

Con el andlisis realizado (Fig. 2), no se observo
una segregacion filogeogréfica definitiva. La cepa Ha-
bana aparece muy cerca de las cepas Florida y Virgi-
nia de Estados Unidos, con las que comparte el mis-
mo tipo de repetidos y con la cepa Argentina con la
gue solo comparte el repetido B; esto reafirma la hi-
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FIGURA 2. Arbol filogenéticodelasrelacionesdelascepas
de Anaplasma marginale de diferentes regiones geografi-
cas basado en las secuencias repetidas en tandem de la
proteina M SP1a, depositadas en el GenBank. El arbol fue
construido utilizando el programa ClustalW 1.83./
Phylogenetic tree of the relationships of Anaplasma
marginale isolates from different geographical regions
based on tandem repeated sequences MSP1a protein
deposited in GenBank. The tree was constructed using the
ClustalW 1.83 program.

pétesis planteada por de la Fuente et al. (19,20), de
gue por presion positiva hayan sufrido modificaciones
gue resultaron en un incremento o disminucion del
nimero de repetidos en el fragmento variable. Sin
embargo esté distante de otras cepas de América,
las cuales a su vez, estan separadas o cercanas a
cepas de Europa y Asia.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio
soportan la hipétesis planteada por de la Fuente et al.
(13), que plantean que la heterogeneidad genética ob-
servada entre cepas de A. marginale dentro de un area
endémica puede ser explicada por el movimiento de
ganado y el mantenimiento de diferentes genotipos por
los eventos de transmisién independiente, debido ala
exclusion de lainfeccién de A. marginale en bovinosy
garrapatas, los cuales comunmente resultan en el es-
tablecimiento de solo un genotipo por animal (2). Sin
embargo, cuando genotipos distantemente relaciona-
dos existen en la misma region, es posible la infeccién
de un simple hospedero con miltiples cepas de A.
marginale (21). Otro elemento a considerar es la in-
fluencia que la garrapata Boophilus microplus, como
vector trans-estadial de la rickettsia (22,23), pueda te-
ner dentro de la generacion de diversidad en esta
rickettsia, ya que aunque se sabe que MSP1la es un
ligando para células de algunas garrapatas, se desco-
noce la funcion de esta proteina en relaciéon con su
trasmisibilidad por garrapatas del género Boophilus.

La presencia de diferentes genotipos de MSPl1aen
diferentes paises (20,24, 25,26) sugiere que las se-
cuencias de MSP1a, aunque se conservan durante la
multiplicacion del parasito en el hospedero bovino y
después de la transmision por garrapatas (18, 27), estan
cambiando rapidamente, dando como resultado varia-
ciones en el genotipo dentro de la poblacién de
Anaplasma marginale. Esta heterogenicidad entre las
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FIGURA 3. Alineamiento multiple delas se-
cuencias de las regiones repetidas en tandem
en cepas de Anaplasma marginale. Un aste-
risco: aminoéacidos (aa) idénticos; dos puntos:
aa con caracteristicas fisico-quimicas conser-
vadas; un punto: aacon caracteristicasfisico-
quimicasmésal gjadas./ Multiple alignment of
the sequences of tandem repeated regionsin
Anaplasma marginale strains. One asterisk:
amino acid (aa) identical, two points: aawith
preserved physicochemical characteristics, a
point aa physicochemical characteristics
further away.

secuencias puede probablemente ser explicada como
un resultado de la posicién de las secuencias repeti-
das en tandem de A. marginale dentro de laregién que
muestra alta mutabilidad (27).

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos
por Vidotto et al. (28), que con su estudio demuestran
gue la secuencia del gen msplay de la proteina MSP1a
no proporcionan una resolucion filogeografica distintiva
por su alta variabilidad, lo que coincide ademas con
los resultados obtenidos por de la Fuente et al. (20, 8,
24). En contraste se ha descrito que la secuencia del
gen msp4 puede proporcionar informacion filogeogréfica
atil (24).

El resultado informado en este estudio proporciona
informacion sobre la evolucién de cepas de Anaplasma
marginale en areas endémicas, utilizando las secuen-
cias repetidas de la proteina MSP1la y una vez mas
gueda demostrada la heterogeneidad genética de las
cepas de A. marginale.
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