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Anaplasma marginale: analisis de las secuencias del
fragmento variable del gen mspla y del gen msp4 de cuatro
nuevas cepas mexicanas
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mspla and msp4 genes in four new Mexican strains
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RESUMEN

La anaplasmosis bovina ocasiona pérdidas cuantiosas a la ganaderia en paises en desarrollo, y el disefio de vacunas se ve
obstaculizado por la amplia diversidad genética y antigénica que este organismo presenta en cepas de diferentes regiones geograficas.
El objetivo del trabajo fue comparar las secuencias de cuatro cepas mexicanas de A. marginale no tipificadas respecto a los genes
mspla y msp4. Se usaron las secuencias de MSP-1a y MSP4, dos de las proteinas del complejo principal de superficie, y que
se han usado para estudios filogenéticos. Usando iniciadores especificos, para la regién variable del gen mspla y el gen msp4,
se amplifico el ADN de las cepas Pte. de Ixtla, Mor., Aguascalientes, Ags., Pichucalco y Sta. Martha, Chis. El analisis de las
secuencias nucleotidicas y de aminoacidos para mspla revel6 una clara similitud entre los aislado Pichucalco y Sta. Martha ambas
de Chiapas, al igual que contra los aislados México, Morelos y Veracruz. Los aislados Aguascalientes y Pte. de Ixtla demostraron
ser diferentes entre ellos, de las otras cepas mexicanas, y de otros paises, mientras que para msp4 no se observé variacion en
ninguna de las cepas mexicanas hasta el momento reportadas, las cuales contienen 849 pb y coinciden altamente con diversos
aislados del mundo. El estudio regional o nacional del grado de conservacion de estas proteinas abriria posibilidades para el disefio
de una vacuna con base en este tipo de antigenos y se podria predecir su eficacia.
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ABSTRACT

Bovine anaplasmosis, due to Anaplasma marginale, is responsible for substantial economic losses in livestock production of
developing countries. Vaccine development is hampered by wide genetic and antigenic diversity in strains of distant geographical
areas. The objective of the present study was to compare sequences of four non typified Mexican A. marginale strains in respect
of mspla and msp4 genes. Sequences of MSP-1a and MSP4 and major surface complex proteins were used, already used for
phylogenetic studies. Through specific initiators, for variable areas of both the mspla and msp4 genes, DNA of the Pte. de Ixtla,
Mor.; Aguascalientes, Ags; Pichucalco and Sta. Martha, Chis. strains was amplified. Analyses of nucleotide sequences and amino
acids for mspla showed a strong similitude between Pichucalco and Sta. Martha, both from Chiapas, same as against the isolates
Mexico, Morelos and Veracruz. Isolates Pte. de Ixtla and Aguascalientes were different between them and previously identified
Mexican strains and from other countries, while for msp4 no variation was reported for Mexican strains previously reported, which
contain 849 pb and coincide with different isolates the world over. Studies comprising either regions or the whole country on the
conservation rank of these proteins could open possibilities for vaccines based on these antigens and its efficacy could be predicted.
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La anaplasmosis es una enfermedad infecciosa no
contagiosa de distribucién mundial, que causa
considerables pérdidas econémicas en los paises en
vias de desarrollo, especialmente en regiones
tropicales y subtropicales(1-2). Anaplasma marginale,
es la especie mas patdgena y es la Unica presente
en México®). La rickettsia infecta los eritrocitos
de los animales susceptibles y se multiplica de forma
silente durante los siguientes 15 a 45 o mas dias,
para después mostrarse en forma aguda, pudiendo
ocasionar la muerte en muchos casos. Anaplasma
marginale es un organismo con alto grado de
variacion genética, lo que dificulta su control por
medio de vacunas®), por lo que atin cuando la
vacunacion es la forma idonea de control para esta
enfermedad, hasta el momento no se cuenta con
vacunas inactivadas efectivas, y s6lo algunos paises
usan cepas de A. marginale de baja virulencia(5-6);
en México sin embargo, no existen vacunas
comerciales para el control de la enfermedad.
Estudios de antigenos inmuno relevantes han
caracterizado seis proteinas de la superficie de la
rickettsia llamadas “Proteinas del complejo principal
de superficie” (MSP) con diferentes pesos
moleculares (PM); MSP-1a de 105 kDa, MSP-4 de
31 kDa y MSP-5 de 19 kDa, las cuales estan
codificadas por un sélo gen y MSP-1b de 105 kDa,
MSP-2 de 36 kDa, MSP-3 de 86 kDa, codificadas
por familias multigénicas(7-8).

MSP1a esta codificada por el gen mspla, que se
conforma de un dominio conservado y un dominio
variable compuesto de uno o varios polipéptidos,
conocidos como repeticiones, cada uno de 23 a 31
aminoacidos, muy parecidos, y de los que se pueden
encontrar hasta 11 secuencias en tindem que pueden
ser iguales o diferentes(9-10), Estudios de
caracterizacion molecular de aislados geograficos
de A. marginale usando este gen, demuestran alta
diversidad que sugieren que mspla se encuentra
bajo presion positivalll). El fragmento variable de
esta proteina se encuentra expuesto sobre la
membrana de la rickettsia, y se sabe que tiene
propiedades de ligando o adhesina hacia un receptor
aun no identificado en los eritrocitos del bovino, y
células de ciertas garrapatas como Dermacentor
variabilis e Ixodes scapularis(12:13) por lo que se
le atribuye un papel importante en la inmunidad
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Anaplasmosis is an infectious non contagious disease
distributed worldwide which causes strong economic
losses in livestock production in developing
countries, especially those located in the tropics
and subtropics(1-2). Anaplasma marginale is the most
virulent specie and the only one found in Mexico®).
This rickettsia infects erythrocytes in susceptible
animals and multiplies silently for the next 15 to 45
or more days, to show then an acute phase, in
many cases causing death. Anaplasma marginale is
an organism presenting great genetic variability,
which difficults control through vaccines(). Even
though vaccination is the most appropriate method
to control this disease, no efficient inactivated
vaccine is available, and only a few countries use
low virulence A. marginale strains(>:6). However,
no commercial vaccines to control this disease are
available in Mexico. Studies on immuno-relevant
antigens have characterized six proteins in the
surface of the rickettsia called “Major surface
complex proteins” (MSP) with different molecular
weight (PM): MSP-1a, 105 kDa; MSP-4, 31 kDa
and MSP-5, 19 kDa, which are coded in only one
gene and MSP-1b, 105 kDa; MSP-2, 36 kDa and
MSP-3, 86 kDa, coded in multigenic families(7-8).

MSP1la is coded by the mspla gene, which is
conformed by a reserved domain and a variable
domain made up by one or several polypeptides
known as replicates, each one containing 23 to 31
amino acids, very similar and that can be found in
up to 11 sequences in tandem which can be equal
or different(9-10). Molecular characterization studies
of A. marginale geographical isolates using this
gene, show great diversity which suggests that
mspla is under positive pressure(1). The variable
fragment of this protein is found exposed in the
surface of the membrane of the rickettsia and it is
a known fact that it has ligand or adhesin properties
towards a yet non identified receptor in the
erythrocytes of the bovine, and to cells of certain
ticks, as Dermacentor variabilis and Ixodes
scapularis(12,13) | therefore, an important role in
bovine immunity is attributed to it, as well as of
invasion and transmittance by ticks. Diversity seen
in this protein is great, because if directly affects
the design and development of immunogens which
could be of wide spectrum in the protection afforded



ANAPLASMA MARGINALE: ANALISIS DE GENES mspla y msp4

del bovino y en la invasion y transmisibilidad por
garrapatas. La diversidad que se observa en esta
proteina es importante, ya que afecta de manera
directa el disefio y desarrollo de inmundgenos que
pudieran tener un amplio espectro en la proteccion
ofrecida contra esta enfermedad. A la fecha se han
caracterizado 131 cepas de América, Europa, Asia,
Africa y Australia, dando como resultado mas de
79 diferentes repeticiones de la regién variable de
mspla(l4).

La proteina MSP4, codificada sélo por el gen msp4,
no se considera como un buen candidato para la
inmunizaciéon de animales, debido a que sélo un
porcentaje muy bajo de los sueros de animales
infectados con A. marginale la reconocen; sin
embargo, se ha utilizado al igual que mspla para
fines de clasificacion filogenética(10,15,16),

Estudios filogenéticos de organismos mexicanos han
encontrado s6lo dos genotipos usando mspla como
marcador, y un solo genotipo para msp4 en cuatro
cepas de la rickettsia colectadas en diferentes estados
del pais(15). Sin embargo, se estima que la
diversidad para el gen mspla debe ser mas amplia
con base en lo reportado en la literatura(l?), por lo
que objetivo del presente trabajo fue comparar las
secuencias del fragmento variable de mspla y el
gen msp4 de cuatro cepas de recién coleccion de
A. marginale con cepas mexicanas y de otros paises,
para deducir su relacion filogenética.

El trabajo de investigacion se desarroll6 en el Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET) del
INIFAP. Para efectos de los trabajos que se han
realizado por nuestro laboratorio, “aislado” se define
como un organismo colectado en campo, mientras
que “cepa” es un organismo con caracteristicas
definidas, como marcadores genéticos, virulencia,
etc.

Las cepas Aguascalientes, Ags., Puente de Ixtla,
Mor., y Pichucalco, Chis se recuperaron de casos
clinicos en los municipios correspondientes, y han
sido caracterizadas por su virulencia en animales
susceptibles(18); la cepa Santa Martha, se obtuvo
de un bovino portador asintomadtico infectado en el
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against this disease. To date, 131 strains have been
characterized in Europe, Asia, Africa, Australia
and the Americas, providing more than 79 replicates
of the variable region of mspla(l4),

The MSP4 protein, coded only by the msp4 gene,
is not considered a good candidate for immunization
of animals, because only a very small percentage of
serums of animals infected by A. marginale
recognize it. However, it has been used, the same
as mspla for phylogenetic studies(10,15.16),

Phylogenetic studies of Mexican organisms have
detected only two genotypes when using mspla as
marker, and only one genotype for msp4 in four
strains of the rickettsia collected in different States
of the country(15). However, it is estimated that
diversity for the mspla gene should be greater,
based on reports(17), so the objective of the present
study was to compare sequences of the variable
fragment of mspla and the msp4 gene in four newly
collected strains of A. marginale with strains of
Mexico and other countries, to deduce its
phylogenetic relationship.

The present study was carried out in the Centro
Nacional de Investigacién Disciplinaria en
Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET) of the
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Cuernavaca, Mor.,
Meéxico. To all effects of work carried out in its
laboratories, “isolate” is defined as an organism
collected in the field, while “strain” is an organism
with definite characteristics, as genetic markers,
virulence, etc.

The Aguascalientes Ags., Puente de Ixtla Mor. and
Pichucalco Chis. strains were recovered from clinical
studies in the aforementioned municipalities and
have been characterized for their virulence in
susceptible animals(18), The Santa Martha strain
was obtained from an infected asymptomatic carrier
individual in the municipality of Pichucalco in the
State of Chiapas(18). DNA was extracted by means
of a commercial kit in blood treated with
anticoagulants previously frozen at -70 °C.
Amplification of the variable fragment of mspla
was carried out with the following initiators: sense
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municipio de Pichucalco(18). Sangre con
anticoagulante y previamente congelada a -70 °C
se us6 para la extraccion de ADN con un kit
comercial. Para la amplificacion del fragmento
variable de mspla se usaron los iniciadores: sentido
5’-GTGCTTATGGCAGACATTTCC-3’ y antisentido
5’- CTCAACACTCGCAACCTTGG-3’, que se
ubican en las regiones conservadas que flanquean
la regi6n variable del gen msp1a(19); con el siguiente
protocolo: desnaturalizacion a 95 °C por 120",
alineacién a 58 °C por 30" y extensiéon a 72 °C
por 60" con 35 ciclos, y un paso de extension final
a 72 °C por 10 min. Para el gen msp4 los
iniciadores: sentido 5’-GGGAGCTCCTATGAATTA
CAGAGAA TTGTTTAC-3’ y antisentido 5°-
CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC-
3°20), Con los siguientes pasos: desnaturalizacion
94 °C por 120", alineacién a 60 °C por 60" y 68
°C por 60" y extensiéon a 72 °C por 60" con 35
ciclos y un paso final de extensién a 72 °C por 10
min.

El fragmento de mspla anticipadamente amplificado
por PCR, fue clonado en un vector de clonacién
del kit comercial TOPO TA Cloning® Kit PCR®
2.1 (Invitrogen Carlsbad, CA). La reacciéon de
clonacidn se llevé a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante. S6lo se seleccionaron las clonas
transformadas y se llevd a cabo la extraccion de
ADN plasmidico por medio del kit comercial SV
minipreps DNA purification system® (Promega
Madison, WI). A partir del ADN plasmidico
purificado, se secuenciaron tres clonas de cada uno
de los aislados en un volumen final de 32 ul (46.875
ng/ul) el fragmento de msp4 fue amplificado por
medio del PCR, separado en un gel de azarosa, y
los productos de PCR fueron purificados por medio
del kit comercial Wizard SV gel and PCR Clean-
Up System® (Promega, Madison, WI). El ADN se
cuantific6 y se envié secuenciar 800 ng en un
volumen final de 14 ul en la unidad de secuenciacion
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. El
anélisis de las secuencias se llevd a cabo utilizando
la utileria disponible en el sitio del NCBI, BCM
Search Launcher y el programa Clustal W(2D),

En este estudio se compararon las secuencias de
cuatro cepas mexicanas de recién coleccion con
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5’-GTGCTTATGGCAGACATTTCC-3’ and antisense
5’-CTCAACACTGCAACCTTGG-3’, located in the
conserved regions which flank the variable region
of the mspla gene(19) with the following protocol:
denaturalization at 95 °C for 120 sec, alignment at
58 °C for 30 sec, extension at 72 °C for 60 sec
with 35 cycles and a final extension step at 72 °C
for 10 min. The process for the msp4 gene was for
initiators: sense 5’-GGGAGCTCCTATGAATTA
CAGAGAATTGTTTAC-3’ and antisense 5°-
CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC-
3°(20), with the following steps: denaturalization at
94 °C for 120 sec, alignment at 60 °C for 30 sec and
68 °C for 60 sec, extension at 72 °C for 60 sec
with 35 cycles and a final extension step at 72 °C
for 10 min.

The mspla fragment previously amplified by PCR,
was cloned in a cloning vector of the TOPO TA
Cloning Kit PCR® 2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). The cloning reaction was carried out
following the kit’s manufacturer instructions. Only
transformed clones were chosen and plasmid DNA
extraction was performed with the aid of the SV
minipreps DNA purification system® commercial
kit (Promega, Madison, WI, USA). From purified
plasmid DNA, three clones of each isolate in a
final volume of 32 ul (46.875 ng/ul) were
sequenced, the msp4 fragment was amplified through
PCR, separated in agarose gel and PCR products
were purified by means of the Wizard SV gel and
PCR clean-up System® commercial kit (Promega,
Madison, WI, USA). DNA was quantified and 800
ng in a final 14 pul volume sent to the sequencing
unit of the Instituto de Biotecnologia of the
Universidad Nacional Auténoma de Mexico
(UNAM), for sequencing. Sequence analysis was
carried out through the available props in the NCBI
site, BCM Search Launcher and Clustal W
software(21),

In the present study, sequences of four newly
collected Mexican strains were compared for MSP1a
and MSP4 variable fragments. Separation in 1%
agarose gel of amplicons obtained through PCR of
the variable region of the mspla gene of the Puente
de Ixtla (500 to 600 pb), Aguascalientes (700 to
800 pb), Pichucalco (800 to 900 pb) and Santa
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respecto del fragmento variable de MSP1a y MSP4.
La separacion en gel de agarosa al 1 % de los
amplicones obtenidos por PCR correspondientes a
la region variable del gen mspla de las cepas Pte.
de Ixtla (500 a 600 pb), Aguascalientes (700 a 800
pb), Pichucalco (800 a 900 pb) y Sta. Martha (700
a 800 pb; datos no mostrados) fueron diferentes al
ser comparadas con los de las cepas Morelos,
Yucat4n, Veracruz y México ya reportados(17.20),

Las secuencias obtenidas a partir de los amplicones
o de la clonacién (Figura 1) y las repeticiones

Figura 1. Alineacion de la secuencia de nuclectidos de mspla

Figure 1. Sequence alignment of mspla nucleotides

PICHUCALCO 1 E— GTGCTTATGGCAGACATTTCCATATACTGTGCAGTACG
STA_MARTHA 1 E— GTGCTTATGGCAGACATTTCCATATACTGTGCAGTACG
PUENTE_DE_IXTLA 1 — GTGCTTATGGCAGACATTTCCATATACTGTGCAGTACG
MORELOS 1 TGATGTTTACGGCTGTAGTATTGTGCTTATGGCAGACATTTCCATATACTGTGCAGTACG
MEXICO 1 TGATGTTTACGGCTGTAGTATTGTGCTTATGGCAGACATTTCCATATACTGTGCAGTACG
AGUASCALIENTES 1 — GTGCTTATGGCAGACATTTCCATATACTGTGCAGTACG
PICHUCALCO 39 GTTGTGCTCCCCAATTGTTAAAATTTAGTATATTAATCTTGCGATTACACGTTCCGTATG
STA_MARTHA 39 GTTGTGCTCCCCAATTGTTAAAATTTAGTATATTAATCTTGCGATTACACGTTCCGTATG
PUENTE_DE_IXTLA 39 GTTGTGCTCCCCAATTGTTAAAATTTAGTATATTAATCTTGCGATTACACGTTCCGTATG
MORELOS 61 GTTGTGCTCCCCAATTGTTAAAATTTAGTATATTAATCTTGCGATTACACGTTCCGTATG
MEXICO 61 GTTGTGCTCCCCAATTGTTAAAATTTAGTATATTAATCTTGCGATTACACGTTCCGTATG
AGUASCALIENTES 39 GTTGTGCTCCCCAATTGTTAAAATTTAGTATATTAATCTTGCGATTACACGTTCCGTATG
PICHUCALCO 99 TTACAATCGGGCTGCCGGTGTGGTAGCGTGCTGGTTGTGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATG
STA_MARTHA 99  TTACAATCGGGCTGCCGGTGTGGTAGCGTGCTGGTTGTGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATG
PUENTE_DE_IXTLA 99 TTACAATCAGGCCGCCGGTGTGGTAGCGTGCTGGTTGTGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATG
MORELOS 121 TTACAATCGGGCTGCCGGTGTGGTAGCGTGCTGGTTGTGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATG
MEXICO 121 TTACAATCGGGCTGCCGGTGTGGTAGCGTGCTGGTTGTGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATG
AGUASCALIENTES 99 TTACAATCGGGCTGCCGGTGTGGTAGCGTGCTGGTTGT- CCTCTTTCCCGATG
PICHUCALCO 159 TTGGGTCGTTCGTTTTACGTCTCACAAGTTTGTACGCTGTGCCCCTGGCAGTGTAGGGTT
STA_MARTHA 159 TTGGGTCGTTCGTTTTACGTCTCACAAGTTTGTACGCTGTGCCCCTGGCAGTGTAGGGTT
PUENTE_DE_IXTLA 159 TTGGGTCGTTCGTTTTACGTCTCACAAGTTTGTACGCTGTGCCCCTGGCAGTGTAGGGTT
MORELOS 181 TTGGGTCGTTCGTTTTACGTCTCACAAGTTTGTACGCTGTGCCCCTGGCAGTGTAGGGTT
MEXICO 181 TTGGGTCGTTCGTTTTACGTCTCACAAGTTTGTACGCTGTGCCCCTGGCAGTGTAGGGTT

AGUASCALIENTES 151 TTGGGTCGTTCGTTTTACGTCTCACAAGTTTGTACGCTGTGCCCCTGGCAGTGTAGGGTT

PICHUCALCO 219 TGTTTGTGTGTGTGTGTGTTATGTCAGAGTATGTGTCCAGCCAGCCAGCTGATAGCTCGT
STA_MARTHA 219 TGTTTGTGTGTGTGTGTGTTATGTCAGAGTATGTGTCCAGCCAGCCAGCTGATAGCTCGT
PUENTE_DE_IXTLA 219 TGTTTGTTTGTGTGTGTGTTATGTCAGAGTATGTGTCCTCCCAGCAAGCTGGTAGCTCGT
MORELOS 241 TGTTTGTGTGTGTGTGTGTTATGTCAGAGTATGTGTCCAGCCAGCCAGCTGATAGCTCGT
MEXICO 241 TGTTTGTGTGTGTGTGTGTTATGTCAGAGTATGTGTCCAGCCAGCCAGCTGATAGCTCGT

AGUASCALIENTES 21 TGTTTGTGTGTGTGTGTGTTATGTCAGATT—TGTCCCTTCAGTCAACTGATAGCTCGT

PICHUCALCO 279 CAGCGAGTGGT— GTGTTATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACAT
STA_MARTHA 219 CAGCGAGTGGT— GTGTTATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACAT
PUENTE_DE_IXTLA 219 CAGCGAGTGGT-

MORELOS 301 CAGCGAGTGGT——— GTGTTATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACAT
MEXICO 301 CAGCGAGTGGT——— GTGTTATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACAT

AGUASCALIENTES 268 CAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACAT

PICHUCALCO 321 CGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGGGTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGT
STA_MARTHA 321 CGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGGGTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGT
PUENTE_DE_IXTLA 290 CAGCAGC; TAGTGTGT

MORELOS 343 CGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGGGTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGT
MEXICO 343 CGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGGGTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGT

AGUASCALIENTES 328 CGTCTCAATTAGGAGCTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGT

PICHUCALCO 381 CATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGG
STA_MARTHA 381 CATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGG
PUENTE_DE_IXTLA 312 TATCTCAAAGTGATCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGGACTGATAGCTCGTCAGCGA
MORELOS 403 CATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGG
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Martha (700 to 800 pb; data not shown) strains,
were different when compared to the Morelos,
Yucatan, Veracruz and Mexico strains already
reported(17,.20) Sequences obtained from the
amplicons or from clones (Figure 1) and replications
derived from those sequences (Tables 1,2), show
that the Pichucalco and Santa Martha strains,
recovered from the Santa Martha ranch in the State
of Chiapas, share the first five replications between
them, and at the same time share the first four
replications with the Morelos, Mexico and Veracruz
strains. Similitude between these strains allows to

CATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGG
CATCTCAAAGTGAT—GCCAGTACATCGTCTCAATCAGGAGCTGATAGCTCGTCAGCGA

MEXICO 403
AGUASCALIENTES 388

PICHUCALCO 441 GTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGTCATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTC
STA_MARTHA 441 GTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGTCATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTC
PUENTE_DE_IXTLA 372 GTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTCAAAGTGATCAGGCCAGTACATCGTCTC
MORELOS 463 GTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGTCATCTCAAAGTGGTCAAGCCAGTACATCGTCTC
MEXICO 463  GTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGTCATCTCAAAGTGGTCAAGCCAGTACATCGTCTC

AGUASCALIENTES 445 GTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTCCAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTC

PICHUCALCO 501 AATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTCATCTC
STA_MARTHA 501 AATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTCATCTC
PUENTE_DE_IXTLA 432 AATTAGGGACTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTC
MORELOS 523 AATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTCATCTC
MEXICO 523 AATTAGGAACTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTCATCTC

AGUASCALIENTES 505 AATTAGGAGCTGATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTTATCTC

PICHUCALCO 561 AAAGTGAT—GCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAA——CTGATAGCTCGTCAGCGG
STA_MARTHA 561 AAAGTGAT—GCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAA——CTGATAGCTCGTCAGCGG
PUENTE_DE_IXTLA 492 AAAGTGGG—GCCAGTACATCGTCTCAATTAGGGA———CTAAT—TGGCGGCAA
MORELOS 583 AAAGTGAT—GCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAG——CTGAT—TGGCGGCAA
MEXICO 583 AAAGTGAT—GCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAG——CTGAT—TGGCGGCAA

AGUASCALIENTES 565 CAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAGTAGGAGCTGATAGCTCGTCAGCGA

ek kb B R

PICHUCALCO 612 GTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGTCATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTC
STA_MARTHA 612 GTGATCAGCAGCAAGGGAGTGGTGTGTCATCTCAAAGTGGTCAGGCCAGTACATCGTCTC
PUENTE_DE_IXTLA 539 GAGATGCGCTCTCAACACTCGCAACCTTGG:

MORELOS 630 GAGGTGCACTCCAAGGTTGCAA-GTGTTGAGTACATTTTGGCTGCTCGTGCCCTTATCTC
MEXICO 630 GAGGTGCACTCCAAGGTTGCAA-GTGTTGAGTACATTTTGGCTGCTCGTGCCCTTATCTC

AGUASCALIENTES 625 GTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTCATCTCAAAGTGAT—GCCAGTACATCGTCTC

PICHUCALCO 672 AATTAGGGACT—GATAGCTCGTCAGCGAGTGGTCAGCAGCAAGAGAGTAGTGTGTCATC
STA_MARTHA 672 AATTAGGGACT—GCTGA-TTGGCGGCAAGAGGTGCACTCCAAGGTTGC-GAGTGTTGAG
PUENTE_DE_IXTLA 569

MORELOS 689  TGTAGGGGTCTATGCTGCTCAGAGAATGATCGCGCAATCGCGAGGGTGTGCTTCCCTGAG
MEXICO 689  TGTAGGGGTCTATGCTGCTCAGAGAATGATCGCGCAATCGCGAGGGTGTGCTTCCCTGAG

AGUASCALIENTES 682 AATCAGGGACT———GATTGGCGGCAAGAGATGCGCTCCAAGGTTGC-GAGTGTTGAG

PICHUCALCO 730 TCAAAGTGATGCCAGTACATCGTCTCAATTAGGAGCTGATTGGCGGCAAGAGGTGCACTC
STA_MARTHA 721

PUENTE_DE_IXTLA 569

MORELOS 749 T

MEXICO 749 T

AGUASCALIENTES 735

PICHUCALCO 790 CAAGGTTGCGAGTGTTGAG 808
STA_MARTHA 721
PUENTE_DE_IXTLA 569
MORELOS 749
MEXICO 749

AGUASCALIENTES 735

Note: * similitude in bases - Deletion
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Cuadro 1. Informacion de la secuencia de cada gen en las cepas de estudio

Table 1. Information on sequence of each gene in studied strains

Strain Gene Base pairs Amino acids Repetitions GenBank No.
Aguascalientes, Ags. mspla 735 143 5 DQ501243
Msp4 849 290 EF053267
Pichucalco, Chis. mspla 808 166 6 DQ501244
msp4 849 290 EF053264
Puente de Ixtla, Mor. mspla 569 88 3 DQ501242
msp4 849 290 EF053266
Sta. Martha Chis. mspla 727 138 5 EF053268
msp4 849 290 EF053265

Cuadro 2. Secuencias repetidas de la regién variable de
MSP1A presentes en cepas de A. marginale incluidas
las cepas de estudio

Table 2. Sequence replicates of MSP1a variable region
found in Anaplasma marginale strains worldwide, including
strains being studied

A. marginale

strains MSP1a replicate structure$
Brasil 9 a B 1T M

Brasil 12 o B B N

México o B B T

Morelos o B B T

Veracruz a B B T

Pichucalco* o B B r B r
Sta. Martha* o B B r BB
Aguascalientes* 4 9 10 11 9

Puente de Ixtla* 12 13 14

Israel 1 4

Florida A B B B B B B B
Yucatan T C B B C B
St. Maries J B B

Virasoro Arg. > B Q B C

Salta Arg. B B M

§ GenBank access No, AY283199, AY283200, AF345868,
AF345869, AF345870, AY355283, M32871, AF345871, AY010245,
AF428094, y AF428093 for mspla.

*  Sequences 9, 10, 11, 12, 13 and 14 were named in accordance
with De la Fuente(17) and sent to GenBank.
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suggest that being all of them from the east coast
of Mexico, they may have been carried by animals
from the Gulf coast to other States including
Chiapas. At the same time, similitude between these
strains is congruent to the hypothesis that through
positive pressure these strains have suffered
modifications that resulted in increment in the
number of replicates in the variable fragment of
MSP1a(22), increasing its opportunities of survival,
because this segment is highly immunogenic. On
the other hand, Aguascalientes and Puente de Ixtla
strains are different between them and of all the
other strains, as well as in the number of replicates
as in MSP1la sequences, as some replicates were
not published previously, which indicates a different
origin from the other strains.

The phylogenetic tree (Figure 2) shows the
relationship between the Morelos, Mexico, Veracruz,
Pichucalco and Santa Martha strains with the Brasil,
Argentina and Aguascalientes strains which are
closer to the Florida strain from the US and the
Azaria strain from Israel. The fact that no
relationship with the sequences found for
Aguascalientes and Puente de Ixtla, has been found,
allows surmising that for now, the limits to diversity
are greater than previously considered. Another
element to be taken into account is the influence
that the tick Boophilus microplus as trans state
vector of the rickettsia can have in generating
diversity(23:24) because even though it is known
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Figura 2. Alineacion de la secuencia de nucleétidos de MSP4

Figure 2. Sequence alignment of MSP4 nucleotides

PTE_DE_IXTLA 1 ATGAATTACAGAGAATTGTTTACAGGGGGCCTGTCAGCAGCCACAGTCTGCGCCTGCTCC
AGUASCALIENTES 1 ATGAATTACAGAGAATTGTTTACAGGGGGCCTGTCAGCAGCCACAGTCTGCGCCTGCTCC
PICHUCALCO 1 ATGAATTACAGAGAATTGTTTACAGGGGGCCTGTCAGCAGCCACAGTCTGCGCCTGCTCC
STA_MARTHA 1 ATGAATTACAGAGAATTGTTTACAGGGGGCCTGTCAGCAGCCACAGTCTGCGCCTGCTCC
MORELOS 1 ATGAATTACAGAGAATTGTTTACAGGGGGCCTGTCAGCAGCCACAGTCTGCGCCTGCTCC
MEXICO 1 ATGAATTACAGAGAATTGTTTACAGGGGGCCTGTCAGCAGCCACAGTCTGCGCCTGCTCC
PTE_DE_IXTLA 61  CTACTTGTTAGTGGGGCCGTAGTGGCATCTCCCATGAGTCACGAAGTGGCTTCTGAAGGG
AGUASCALIENTES 61  CTACTTGTTAGTGGGGCCGTAGTGGCATCTCCCATGAGTCACGAAGTGGCTTCTGAAGGG
PICHUCALCO 61  CTACTTGTTAGTGGGGCCGTAGTGGCATCTCCCATGAGTCACGAAGTGGCTTCTGAAGGG
STA_MARTHA 61  CTACTTGTTAGTGGGGCCGTAGTGGCATCTCCCATGAGTCACGAAGTGGCTTCTGAAGGG
MORELOS 61  CTACTTGTTAGTGGGGCCGTAGTGGCATCTCCCATGAGTCACGAAGTGGCTTCTGAAGGG
MEXICO 61  CTACTTGTTAGTGGGGCCGTAGTGGCATCTCCCATGAGTCACGAAGTGGCTTCTGAAGGG
PTE_DE_IXTLA 121 GGAGTAATGGGAGGTAGCTTTTACGTGGGTGCGGCCTACAGCCCAGCATTTCCTTCTGTT
AGUASCALIENTES 121 ~ GGAGTAATGGGAGGTAGCTTTTACGTGGGTGCGGCCTACAGCCCAGCATTTCCTTCTGTT
PICHUCALCO 121 GGAGTAATGGGAGGTAGCTTTTACGTGGGTGCGGCCTACAGCCCAGCATTTCCTTCTGTT
STA_MARTHA 121 GGAGTAATGGGAGGTAGCTTTTACGTGGGTGCGGCCTACAGCCCAGCATTTCCTTCTGTT
MORELOS 121 GGAGTAATGGGAGGTAGCTTTTACGTGGGTGCGGCCTACAGCCCAGCATTTCCTTCTGTT
MEXICO 121 GGAGTAATGGGAGGTAGCTTTTACGTGGGTGCGGCCTACAGCCCAGCATTTCCTTCTGTT
PTE_DE_IXTLA 181 ACCTCGTTCGACATGCGTGAGTCAAGCAAAGAGACCTCATACGTTAGAGGCTATGGCAAG
AGUASCALIENTES 181  ACCTCGTTCGACATGCGTGAGTCAAGCAAAGAGACCTCATACGTTAGAGGCTATGGCAAG
PICHUCALCO 181  ACCTCGTTCGACATGCGTGAGTCAAGCAAAGAGACCTCATACGTTAGAGGCTATGGCAAG
STA_MARTHA 181  ACCTCGTTCGACATGCGTGAGTCAAGCAAAGAGACCTCATACGTTAGAGGCTATGGCAAG
MORELOS 181 ACCTCGTTCGACATGCGTGAGTCAAGCAAAGAGACCTCATACGTTAGAGGCTATGGCAAG
MEXICO 181 ACCTCGTTCGACATGCGTGAGTCAAGCAAAGAGACCTCATACGTTAGAGGCTATGGCAAG
PTE_DE_IXTLA 241 AGCATTGCAACGATTGATGTGAGTGTGCCAGCAAACTTTTCCAAATCTGGCTACAATTTT
AGUASCALIENTES 241 AGCATTGCAACGATTGATGTGAGTGTGCCAGCAAACTTTTCCAAATCTGGCTACAATTTT
PICHUCALCO 241 AGCATTGCAACGATTGATGTGAGTGTGCCAGCAAACTTTTCCAAATCTGGCTACAATTTT
STA_MARTHA 241 AGCATTGCAACGATTGATGTGAGTGTGCCAGCAAACTTTTCCAAATCTGGCTACAATTTT
MORELOS 241 AGCATTGCAACGATTGATGTGAGTGTGCCAGCAAACTTTTCCAAATCTGGCTACAATTTT
MEXICO 241 AGCATTGCAACGATTGATGTGAGTGTGCCAGCAAACTTTTCCAAATCTGGCTACAATTTT
PTE_DE_IXTLA 301  GCCTTCTCTAAAAACTTAATCACGTCTTTCGACGGCGCTGTGGGATATTCTCTAGGAGGA
AGUASCALIENTES 301 ~ GCCTTCTCTAAAAACTTAATCACGTCTTTCGACGGCGCTGTGGGATATTCTCTAGGAGGA
PICHUCALCO 301  GCCTTCTCTAAAAACTTAATCACGTCTTTCGACGGCGCTGTGGGATATTCTCTAGGAGGA
STA_MARTHA 301 GCCTTCTCTAAAAACTTAATCACGTCTTTCGACGGCGCTGTGGGATATTCTCTAGGAGGA
MORELOS 301  GCCTTCTCTAAAAACTTAATCACGTCTTTCGACGGCGCTGTGGGATATTCTCTAGGAGGA
MEXICO 301  GCCTTCTCTAAAAACTTAATCACGTCTTTCGACGGCGCTGTGGGATATTCTCTAGGAGGA
PTE_DE_IXTLA 361  GCCAGAGTGGAATTGGAAGCGAGCTACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGACGGGCAGTAC
AGUASCALIENTES 361 ~ GCCAGAGTGGAATTGGAAGCGAGCTACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGACGGGCAGTAC
PICHUCALCO 361  GCCAGAGTGGAATTGGAAGCGAGCTACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGACGGGCAGTAC
STA_MARTHA 361  GCCAGAGTGGAATTGGAAGCGAGCTACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGACGGGCAGTAC
MORELOS 361  GCCAGAGTGGAATTGGAAGCGAGCTACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGACGGGCAGTAC
MEXICO 361  GCCAGAGTGGAATTGGAAGCGAGCTACAGAAGGTTTGCTACTTTGGCGGACGGGCAGTAC
PTE_DE_IXTLA 421 GCAAAAAGTGGTGCGGAATCTCTGGCAGCTATTACCCGCGACGCTAACATTACTGAGACC
AGUASCALIENTES 421 GCAAAAAGTGGTGCGGAATCTCTGGCAGCTATTACCCGCGACGCTAACATTACTGAGACC
PICHUCALCO 421 GCAAAAAGTGGTGCGGAATCTCTGGCAGCTATTACCCGCGACGCTAACATTACTGAGACC
STA_MARTHA 421 GCAAAAAGTGGTGCGGAATCTCTGGCAGCTATTACCCGCGACGCTAACATTACTGAGACC

derivadas de dichas secuencias (Cuadros 1,2),
muestran que las cepas Pichucalco y Sta. Martha,
recuperadas del rancho Sta. Martha en Chiapas,
comparten las primeras cinco repeticiones entre ellas,
al mismo tiempo también comparten las primeras
cuatro repeticiones con las cepas México, Morelos y
Veracruz. La similitud entre estas cepas sugiere, que
siendo todas ellas originarias de la costa este de
Meéxico, hayan sido transportadas con animales desde
el Golfo hacia otros estados incluyendo Chiapas. Al
mismo tiempo, la similitud de estas cepas es congruente
con la hipétesis de que por presion positiva hayan
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MORELOS 421 GCAAAAAGTGGTGCGGAATCTCTGGCAGCTATTACCCGCGACGCTAACATTACTGAGACC
MEXICO 421 GCAAAAAGTGGTGCGGAATCTCTGGCAGCTATTACCCGCGACGCTAACATTACTGAGACC
PTE_DE_IXTLA 481  AATTACTTCGTAGTCAAAATTGATGAAATCACAAACACCTCAGTCATGTTAAATGGCTGC
AGUASCALIENTES 481  AATTACTTCGTAGTCAAAATTGATGAAATCACAAACACCTCAGTCATGTTAAATGGCTGC
PICHUCALCO 481 AATTACTTCGTAGTCAAAATTGATGAAATCACAAACACCTCAGTCATGTTAAATGGCTGC
STA_MARTHA 481 AATTACTTCGTAGTCAAAATTGATGAAATCACAAACACCTCAGTCATGTTAAATGGCTGC
MORELOS 481  AATTACTTCGTAGTCAAAATTGATGAAATCACAAACACCTCAGTCATGTTAAATGGCTGC
MEXICO 481  AATTACTTCGTAGTCAAAATTGATGAAATCACAAACACCTCAGTCATGTTAAATGGCTGC
PTE_DE_IXTLA 541 TATGACGTGCTGCACACAGATTTGCCTGTGTCCCCGTATGTATGTGCCGGGATAGGCGCA
AGUASCALIENTES 541  TATGACGTGCTGCACACAGATTTGCCTGTGTCCCCGTATGTATGTGCCGGGATAGGCGCA
PICHUCALCO 541  TATGACGTGCTGCACACAGATTTGCCTGTGTCCCCGTATGTATGTGCCGGGATAGGCGCA
STA_MARTHA 541 TATGACGTGCTGCACACAGATTTGCCTGTGTCCCCGTATGTATGTGCCGGGATAGGCGCA
MORELOS 541 TATGACGTGCTGCACACAGATTTGCCTGTGTCCCCGTATGTATGTGCCGGGATAGGCGCA
MEXICO 541  TATGACGTGCTGCACACAGATTTGCCTGTGTCCCCGTATGTATGTGCCGGGATAGGCGCA
PTE_DE_IXTLA 601  AGCTTTGTTGACATCTCTAAGCAAGTAACCACAAAGCTGGCCTACAGGGGCAAGGTTGGG
AGUASCALIENTES = 601  AGCTTTGTTGACATCTCTAAGCAAGTAACCACAAAGCTGGCCTACAGGGGCAAGGTTGGG
PICHUCALCO 601  AGCTTTGTTGACATCTCTAAGCAAGTAACCACAAAGCTGGCCTACAGGGGCAAGGTTGGG
STA_MARTHA 601  AGCTTTGTTGACATCTCTAAGCAAGTAACCACAAAGCTGGCCTACAGGGGCAAGGTTGGG
MORELOS 601  AGCTTTGTTGACATCTCTAAGCAAGTAACCACAAAGCTGGCCTACAGGGGCAAGGTTGGG
MEXICO 601  AGCTTTGTTGACATCTCTAAGCAAGTAACCACAAAGCTGGCCTACAGGGGCAAGGTTGGG
PTE_DE_IXTLA 661  ATTAGCTACCAGTTTACTCCGGAAATATCCTTGGTGGCAGGTGGGTTCTACCACGGGCTA
AGUASCALIENTES 661  ATTAGCTACCAGTTTACTCCGGAAATATCCTTGGTGGCAGGTGGGTTCTACCACGGGCTA
PICHUCALCO 661  ATTAGCTACCAGTTTACTCCGGAAATATCCTTGGTGGCAGGTGGGTTCTACCACGGGCTA
STA_MARTHA 661  ATTAGCTACCAGTTTACTCCGGAAATATCCTTGGTGGCAGGTGGGTTCTACCACGGGCTA
MORELOS 661  ATTAGCTACCAGTTTACTCCGGAAATATCCTTGGTGGCAGGTGGGTTCTACCACGGGCTA
MEXICO 661  ATTAGCTACCAGTTTACTCCGGAAATATCCTTGGTGGCAGGTGGGTTCTACCACGGGCTA
PTE_DE_IXTLA 721 TTTGATGAGTCTTACAAGGACATTCCCGCACACAACAGTGTAAAGTTCTCTGGAGAAGCA
AGUASCALIENTES 721 TTTGATGAGTCTTACAAGGACATTCCCGCACACAACAGTGTAAAGTTCTCTGGAGAAGCA
PICHUCALCO 721 TTTGATGAGTCTTACAAGGACATTCCCGCACACAACAGTGTAAAGTTCTCTGGAGAAGCA
STA_MARTHA 721 TTTGATGAGTCTTACAAGGACATTCCCGCACACAACAGTGTAAAGTTCTCTGGAGAAGCA
MORELOS 721 TTTGATGAGTCTTACAAGGACATTCCCGCACACAACAGTGTAAAGTTCTCTGGAGAAGCA
MEXICO 721 TTTGATGAGTCTTACAAGGACATTCCCGCACACAACAGTGTAAAGTTCTCTGGAGAAGCA
PTE_DE_IXTLA 781 AAAGCCTCAGTCAAAGCGCATATTGCTGACTACGGCTTTAACCTTGGGGCAAGATTCCTG
AGUASCALIENTES 781 AAAGCCTCAGTCAAAGCGCATATTGCTGACTACGGCTTTAACCTTGGGGCAAGATTCCTG
PICHUCALCO 781  AAAGCCTCAGTCAAAGCGCATATTGCTGACTACGGCTTTAACCTTGGGGCAAGATTCCTG
STA_MARTHA 781 AAAGCCTCAGTCAAAGCGCATATTGCTGACTACGGCTTTAACCTTGGGGCAAGATTCCTG
MORELOS 781 AAAGCCTCAGTCAAAGCGCATATTGCTGACTACGGCTTTAACCTTGGGGCAAGATTCCTG
MEXICO 781 AAAGCCTCAGTCAAAGCGCATATTGCTGACTACGGCTTTAACCTTGGGGCAAGATTCCTG
PTE_DE_IXTLA 841  TTCAGCTAA 849

AGUASCALIENTES 841  TTCAGCTAA 849

PICHUCALCO 841  TTCAGCTAA 849

STA_MARTHA 841  TTCAGCTAA 849

MORELOS 841  TTCAGCTAA 849

MEXICO 841  TTCAGCTAA 849

Note: * similitude in bases - Deletion

that MSP1a acts as ligand for cells in some ticks,
it is not known the role played by this protein in
transmission by ticks of the Boophilus genera. It
has been observed that those strains transmitted by
Dermacentor, are also by Boophilus(4).

In the case of the msp4 gene, amplicons obtained
through PCR from the four strains, were observed
as bands of 800 to 900 pb. Sequences obtained for
the four strains contain the same number of base
pairs, as well as the same amino acid sequence
(Table 1, Figure 3). These sequences coincide in
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sufrido modificaciones que resultaron en un
incremento en el nimero de repeticiones en el
fragmento variable de MSP1a(22), aumentando asi
sus oportunidades de permanecer en la naturaleza,
ya que este segmento es altamente inmunogénico.
Por otro lado, las cepas Aguascalientes y Pte. de
Ixtla, son diferentes entre si, y de todas las otras
ya secuenciadas, tanto en el nimero de repeticiones
como en las secuencias mismas para MSPla, ya
que algunas de las repeticiones que presentan no se
habian publicado previamente, lo cual indica un
origen diferente al de las otras cepas.

El arbol filogenético (Figura 2) muestra la relacion
que presentan las cepas Morelos, México, Veracruz,
Pichucalco y Sta. Martha con las cepas Brasil,
Argentina y Puente de Ixtla y las cepas Yucatan y
Aguascalientes estin mas relacionados con la cepa
Florida de Estados Unidos y la cepa Azaria de Israel.
El hecho de que no exista relacion con las secuencias
encontradas para Aguascalientes y Pte de Ixtla hace
que por el momento y con los datos reportados, se
pueda especular que los limites de esta diversidad

Figura 3. Arbol filogenético de mspla de las cepas de
estudio y diferentes aislados del mundo, utilizando el
algoritmo Neighbor Joining (Clustal W)

Figure 3. mspla phylogenetic tree for studied strains
and for different isolates worldwide, using the Neighbor
Joining (Clustal W) algorithm

YUCATAN
*E FLORIDA
IS RARL _AZARTA

AGCUASCALIENTES
VIRASORO_ARC

SAINT _MARIES
E SALTA_ ARG
- — PUENTE_DE_IXTLA
PICHUCALCO
E STAMARTHA
— BRASILTZ
- L srasrzo

_|: VERACRUZ
MEXICO

— WORELOS

full with the Mexican strains already reported, which
contain 849 pb, at the same time coincide 99 %
with strains from Brazil, Argentina, Australia,
Puerto Rico, Italy, Venezuela, Spain, Israel,
Zimbabwe and the US(14,17) In the phylogenetic
tree (Figure 4) the relationship between Mexican
strains and those from Argentina, Brazil and
Venezuela. A more distant relationship is found
with Florida and Switzerland strains, and on the
other hand strains from China, Italy, Kenya, South
Africa and Zimbabwe were observed.

Generated data suggest that more studies should
be carried out at the national level to determine
the limits of the diversity present in the used
markers and therefore to set up a database able
to be used for immunogen design which could
include fragments of this protein. Considering
that transmission capacity of Anaplasma by ticks
rests in MSP1a variable fragment(20), a national
sequence bank could of great value for analysis of
transmission by ticks in accordance with existing
sequences.

Figura 4. Arbol filogenético de msp4 de las cepas de
estudio y diferentes aislados del mundo utilizando el
algoritmo Neighbor Joining (Clustal W)

Figure 4. msp4 phylogenetic tree for studied strains and
for different isolates worldwide, using the Neighbor Joining
(Clustal W) algorithm
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son mucho mds amplios de lo que se habia
considerado. Otro elemento a considerar es la influencia
que la garrapata Boophilus microplus como vector
trans-estadial de la rickettsia(3.24), pueda tener dentro
de la generacién de diversidad en esta rickettsia, ya
que aunque se sabe que MSPla es un ligando para
c€lulas de algunas garrapatas, se desconoce que papel
juega esta proteina en relacion con su transmisibilidad
por garrapatas del género Boophilus, pero se ha
observado que aquellas cepas que son transmisibles
por Dermacentor, también lo son por Boophilus(24),

En el caso del gen msp4, los amplicones obtenidos
por PCR de las cuatro cepas, se observaron como
bandas de 800 a 900 pb. Las secuencias obtenidas
para las cuatro cepas contienen el mismo nimero
de pares de bases, asi como también la misma
secuencia de aminoicidos (Cuadro 1, Figura 3),
Estas secuencias coinciden en 100 % con las cepas
mexicanas ya reportadas, que contienen 849 pb; al
mismo tiempo coinciden en 99 % con las cepas de
Brasil, Argentina, Australia, Puerto Rico, Italia,
Venezuela, Espana, Israel, Zimbabwe y EUA(14,17),
En el arbol filogenético (Figura 4), se muestra la
relacion existente de las cepas mexicanas y las cepas
de Venezuela, Argentina y Brasil; un poco mas
distantes se encuentran las cepas Florida y Suiza;
por otro lado se observan cepas de China, Italia,
Zimbabwe, Kenia y Sudéfrica.

Los datos generados sugieren que se deben hacer
mas estudios a nivel nacional para determinar la
extension de la diversidad presente en los marcadores
usados, y con ello establecer una base de datos que
pueda ser usada para el disefio de inmundgenos
que puedan incluir fragmentos de esta proteina.
Mas ain, dado que se sabe que la capacidad de
transmisibilidad de Anaplasma por garrapatas radica
en el fragmento variable de MSP1a(20), un banco
de secuencias nacionales podria ser muy valioso en
el andlisis de la transmisibilidad por garrapatas de
las cepas de acuerdo a las secuencias presentes.
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