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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus microplus es un artrépodo hematofago, considerado de
los parasitos mas dafinos en ganado bovino de zonas tropicales y subtropicales en
México y el mundo. Se estima que parasita al 80% de bovinos a nivel mundial. La
infestacion por R. microplus afecta negativamente la productividad del ganado;
transmite patdgenos tales como Babesia bovis y B. bigemina, asi como Anaplasma
marginale. Las pérdidas econdmicas causadas, estimadas en billones de dodlares
en la industria ganadera, son resultado de la actividad directa en la alimentacion de
las garrapatas en su hospedero y del costo indirecto que ocasiona controlar tanto a
las garrapatas como a las enfermedades producidas por los patégenos transmitidos.
Actualmente el control esta basado en el uso de acaricidas los cuales tienen eficacia
limitada en la reduccién de infestaciones debido a que las garrapatas han
desarrollado resistencia a los acaricidas. Otros inconvenientes del uso de acaricidas
incluyen la contaminacion del medio ambiente, carne y leche. Esta problematica
reafirma la necesidad de una estrategia alternativa para el control de la garrapata,
tomando en cuenta la seguridad del medio ambiente, la salud humana y salud
animal. En los afios noventa aparecieron _comercialmente las vacunas
monoantigénicas Gavac y TickGARD, las cuales contenian el antigeno R. microplus
Bm86. Sin embargo, los porcentajes de eficacia han sido muy variables en
diferentes areas geograficas, debido a variaciones alélicas en el gen Bm86. Por
ejemplo, una diferencia del 3.4% en la secuencia de Bm86 entre las diferentes
cepas puede ser suficiente para causar respuesta inmune ineficiente. El control
inmunologico de las garrapatas utilizando vacunas puede mejorar sus resultados
combinando dos 0 mas antigenos. Es posible identificar antigenos conservados de
intestino, glandula salival y ovario de garrapatas para desarrollar una vacuna que
genere anticuerpos contra estos 6rganos e impida su funcién vital, causando su
muerte. Derivado de lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue identificar
epitopos B conservados de antigenos de R. microplus de intestino, glandula salival
y ovario para desarrollar una vacuna multiantigénica contra esta garrapata.

(Palabras clave: Garrapatas, Rhipicephalus microplus, vacuna, epitopos B.)
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ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus tick is a hematophagous arthropod, considered one of
the most harmful parasites in cattle in tropical and subtropical areas in Mexico and
the world. It is estimated that parasites 80% of cattle worldwide. R. microplus
infestation negatively affects livestock productivity; It transmits pathogens such as
Babesia bovis and B. bigemina, as well as Anaplasma marginale. The economic
losses caused, estimated in billions of dollars in the livestock industry, an indirect
cause of economics loss is due to diseases transmitted by ticks and tick control.
Currently, control is based on the use of acaricides which have limited efficacy in
reducing infestations because ticks have developed resistance toacaricides. Other
drawbacks of the use of acaricides include pollution of the environment, meat and
milk. This problem reaffirms the need for an alternative strategy for tick control,
considering environmental safety, human health and animal health. The Gavac and
TickGARD mono antigen vaccines appeared commercially in the 1990s, which
contained the R. microplus Bm86 antigen. However, the efficacy percentages have
been very variable in different geographical areas, due to allelic variations in the
Bm86 gene. For example, a 3.4% difference in the sequence of Bm86 between
different strains may be sufficient to cause an inefficient immune response. Immune
control of ticks using vaccines can improve their results by combining two or more
antigens. It is possible to identify conserved antigens of the intestine, salivary gland
and ovary of ticks to-develop a vaccine that generates antibodies against these
organs and prevents their vital function, causing their death. Derived from the above,
the objective of the present work was to identify conserved B epitopes of R.
microplus-intestine, salivary and ovarian antigens to develop a multi antigenic
vaccine against this tick.
(Keywords: Ticks, Rhipicephalus microplus, vaccine, B-cell epitopes
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CAPITULO |
1.1INTRODUCCION

Las garrapatas ocasionan grandes pérdidas econdmicas en el ganado en todo
el mundo, parasitan a una amplia gama de huéspedes vertebrados y transmiten una
gran variedad de agentes patégenos mas que cualquier otro grupo de artropodos
(Manjunathachar et al., 2014) (de la Fuente et al., 2017)

La garrapata Rhipicephalus microplus se alimenta de ‘la sangre del ganado
bovino, el cual es su hospedero y es considerada como.uno de los parasitos mas

dafiinos en el ganado de zonas tropicales y subtropicales (Walker, 2009a).

La infestacion por garrapata R. microplus afecta negativamente la productividad
del ganado, transmite patdgenos tales como Babesia spp. y Anaplasma marginale
(Jonsson, 2006). Las pérdidas econdmicas en la industria ganadera son resultado
de la actividad directa en la alimentacion de las garrapatas en su hospedero y del
costo que ocasiona controlar tanto-a las garrapatas como a las enfermedades

producidas por los patdgenos que ellas transmiten (Mulenga et al., 2000).

El método tradicional para el control de garrapatas esta basado en el uso de
quimicos acaricidas. alos cuales las garrapatas han desarrollado resistencia (A.
Fernandez-Salas et al., 2012)(Graf et al., 2004). Tomando en cuenta la creciente
preocupacion por la seguridad del medio ambiente y la salud humana, se han vuelto
necesarias las medidas de control alternativas (Livestock in food security,
2011)(Kumar et al., 2009). Actualmente una estrategia para el control de la
garrapata es el desarrollo de la inmunidad en el hospedero al administrar antigenos
de la garrapata por medio de vacunas, la cual es considerada como una alternativa

rentable, amigable con el medio ambiente, es una tecnologia econémica y
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potencialmente aplicable a una gran variedad de hospederos (De La Fuente and
Kocan, 2006).

El control inmunologico de las garrapatas por medio de vacunas puede mejorar
sus resultados utilizando la combinacién de dos o mas antigenos (Willadsen, 2008).
Este enfoque ha sido avalado por los resultados de estudios experimentales en los
cuales se observa mayor eficacia en las vacunas con antigenos mdultiples que las
que utilizaron un solo antigeno, incluyendo Bm86 (Willadsen, 2004) (Parizi et al.,
2012) (Felix D. Guerrero et al.,, 2012). Existe un gran niumero de proteinas de
garrapatas que han sido evaluadas como componentes para las vacunas,
obteniendo diferentes porcentajes de proteccion (De La Fuente and Kocan,
2006)(Parizi et al., 2012) (Felix D. Guerrero et al., 2012) (Hajdusek et al., 2010)
(Taheri et al., 2014) (Parizi et al., 2009) (Tellam et al., 2002). Derivado de lo anterior,
el objetivo del presente trabajo es identificar epitopos B conservados de antigenos
de Rhipicephalus microplus de intestino, glandula salival y ovario para desarrollar y

evaluar una vacuna multiantigénica y multiepitopica contra garrapatas.



CAPITULO Il

2.1 JUSTIFICACION

La garrapata R. microplus es responsable de pérdidas econémicas estimadas
en billones de dolares en la industria ganadera(Mulenga et al., 2000). El principal
método de control esta basado en el uso de quimicos acaricidas los cuales estan
presentando eficacia limitada en la reduccion de las infestaciones de garrapatas
debido a que las garrapatas han desarrollado resistencia los acaricidas. Otros
inconvenientes del uso de acaricidas incluyen la contaminacion del medio-ambiente,
la contaminacion de carne y leche (Graf et al., 2004), Por lo que es necesario el
disefio de alternativas de control como es el control inmunoldgico, por lo cual es
necesario identificar antigenos de la garrapata que generen una proteccion
inmunoldgica en el ganado adecuada para ser considerados como componentes

vacunales.



CAPITULO Il

3.1 ANTECEDENTES

La garrapata R. microplus es un artrépodo hematéfago, considerado de los
parasitos mas dafinos en el ganado bovino de zonas tropicales y subtropicales del
mundo. Se estima que parasita al 80% de bovinos a nivel mundial (“Alan S.
Bowman, Patricia A. Nuttall, 2000).

La infestacion por garrapata R. microplus afecta negativamente la productividad
del ganado, transmite patdgenos tales como Babesia spp. y Anaplasma marginale
(Jonsson, 2006). Las pérdidas econdmicas en la industria. ganadera son resultado
de la actividad directa en la alimentacion de las garrapatas en su hospedero y del
costo que ocasiona controlar tanto a las garrapatas como a las enfermedades

producidas por los patdgenos que ellas transmiten (Mulenga et al., 2000).
Importancia econémica

En México la garrapata R. microplus ocasiona pérdidas econdmicas en la
ganaderia bovina las pérdidas ocasionadas por esta garrapata son de $ 573
millones de ddélares anuales (Rodriguez-Vivas et al., 2017). De acuerdo al reporte
emitido por SENASICA referente a la situacion actual de la campafia para control
de la garrapata (Figura 1), la superficie del territorio mexicano considerado en
erradicacion es de 67, 472.7676 km?, es el 3.4% del territorio nacional, mientras que
la superficie considerada como libre comprende 599,367.84 km2, correspondiente
al 30.60% del territorio nacional y el 65.96% corresponde a la superficie en control
que comprende 1, 292, 407. 02 76 km? del territorio nacional (Servicio Nacional de

Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2016).



AGRICULTURA \\g‘? SENASICA

ACUERDO POR EL QUE SE ESTABLECE LA CAMPANA
NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario
[ tibre

D Erradicacién
[[] centrol

Figura 1 Situacion actual de la campafia nacional para el control de la garrapata en
México.

La ganaderia en México cuenta con un estimado de 33, 779, 290 cabezas de
ganado de las cuales 31, 289, 554 corresponden al ganado de carne y 2, 489, 696
al ganado lechero. México exporta a los Estados Unidos 945, 964 .00 cabezas para
engorda al afio, lo que equivale a $ 281, 181, 258. 00 ddlares anualmente, lo cual
representa un ingreso importante para los productores nacionales (SAGARPA
2016). Sin embargo, cuando algun animal proveniente de México es detectado con
garrapatas, se toman medidas que impiden el paso de los animales hacia los
Estados Unidos, por lo tanto, la infestacion por garrapatas se convierte en una

barrera no arancelaria.

Por otro lado, el impacto econdmico indirecto proviene, por un lado, del costo del
tratamiento para casos clinicos de las enfermedades que transmite la garrapata, los
gastos en el control de las garrapatas y otros vectores, en especial acaricidas. Este

impacto economico es debido ademas de limitaciones para emplear razas de mayor
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productividad en zonas endémicas, restricciones comerciales de animales entre
zonas y paises, residuos de acaricidas en productos de origen animal (leche y
carne), entre otros.(Garcia-Garcia et al., 2000)

Estrategias de control de la garrapata R. microplus

Durante el siglo diecinueve, el numero de cabezas de ganado en el mundo
empezd a incrementar para ser utilizados en la alimentacion de la poblacidon
humana de las naciones industrializadas, donde se di6 un aumento en la.conciencia
de la relacion entre la infestacion del ganado por las garrapatas 'y el desastre
epizotiolégico de la enfermedad en los hato (Walker, 2009b). El beneficio econémico
de resolver la pregunta referente a la epidemiologia y control de las enfermedades
producidas por garrapatas en las zonas productoras de ganado como Sudéafrica,
América Latina, Australia y sur de los Estados Unidos, ha motivado la investigacion
en los paises afectados, sumando esfuerzos para la creacién y comercializacién de
productos capaces de proporcionar protecciéon al ganado (Vétérinaires Sans

Frontieres International, 2016).

Existen diferentes métodos que han sido utilizados para controlar a las
garrapatas, tales como, control-bioldgico, genético, métodos naturales y quimicos,
siendo este ultimo el método mas utilizado en el mundo (Graf et al.,, 2004), La
practica mas comun es la aplicacion de acaricidas directamente en el hospedero,
las formas comunes para su aplicacién son los bafios de inmersion, bafios por

aspersion, pour-on, spot-on, tratamientos orales e inyecciones (Graf et al., 2004).

La aplicacién de los acaricidas en el ganado para el control de la garrapata es
realizada utilizando diferentes métodos de acuerdo a la presentacion del producto.
Existen productos en polvo para ser diluidos en agua y aplicados al ganado con un
aspersor o mediante bafios de inmersion, productos para su aplicacion inyectable,
el bolo intraruminal, impregnar al bovino con acaricida méas ferormonas, entre otros.
La eficacia del acaricida depende del grado de toxicidad del quimico, de la calidad,
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de la dosis y del grado de dispersion del ingrediente activo depositado en el ganado

interna o externamente, (Walker, 2009b).

Los métodos de control se basan en el conocimiento del ciclo biologico del
parasito para evitar que las formas parasitarias lleguen al estado de teledgina o
hembra repleta, previniendo su caida al suelo y evitando la reinfeccion de la pastura
por las larvas. La garrapata R. microplus desarrolla su ciclo de vida en solo un
huésped, lo que hace que tenga mas posibilidades de éxito para finalizar su
desarrollo. El ciclo de vida esta compuesto por los estados evolutivos que son:
huevo, larva, ninfa y adulto (Figura 1) (Sonenshine and Roe, 2013). En teoria, la
garrapata permanece en el bovino alrededor de 21.5 dias, durante este tiempo la
larva inicia su alimentacion hasta alcanzar la fase adulta, en donde se lleva a cabo
la copula, la garrapata hembra fecundada continua su alimentacién hasta repletarse.
Posteriormente la garrapata se desprende del hospedero para continuar con su ciclo
biolégico en el suelo, en donde se lleva a cabo la ovoposicion (2,500 a 4,000
huevos), al final de esta fase la garrapata muere, la incubacion y el nacimiento de
las larvas cierran el ciclo biolégico, el cual se realiza en aproximadamente 30 dias.
Desde que eclosiona el huevo hasta que la larva alcanza las condiciones alcanzar
Optimas o maduracion transcurren alrededor de 4 a 7 dias. Una vez transcurrido
este tiempo, las larvas estan listas fisiologicamente para trepar a los pastos en
donde pueden permanecer hasta que encuentran un hopedero al cual adherirse,
este tiempo puede ser de alrededor de 60 dias. El desarrollo de la larva sin alimentar
hasta convertirse en una hembra llena de sangre tarda alrededor de tres semanas.
(Centers for Disease Control Parasites and Health, 2017). La garrapata se adhieren
a la piel'del hospedero por medio del hipostoma que al penetrar la piel del bovino
para. alimentarse de la sangre y otros fluidos ocasiona una lesion en la piel del
bovino (Sonenshine and Roe, 2013), inmediatamente del primer contacto segregan
un fluido llamado cemento, el cual fija a la garrapata en el sitio de la herida, con la

finalidad de que la garrapata pueda alimentarse lentamente de la sangre durante

7



los dias necesarios, dependiendo de la etapa de vida en que se encuentre. El cuerpo
flexible y expandible crece hasta aproximadamente 100 a 120 veces de su tamafio
original (Figura 2) por el alto consumo de sangre, que puede llegar a ser hasta de
15 ml. durante todo el ciclo (Nuttall, 1998) (Anderson and Magnarelli, 2008).

Los huevos eclosionan y Lalarvatrepa al
la garrapata muere. pasto.

En el suelo
inicia la
ovoposicion.

Subeal
hospedero

Abandona
al
huésped.

“sube. Alimentacionlenta = Alimentacion “Baja;
rapida

Repleciéon
completa,
garrapata Y g '
fecundada.
Con los queliceros

del hipostoma
hace una herida.

Fasesde la
alimentacién
de la garrapata.

Introduceel
hipostoma e inicia la
succién de sangre.

‘ Inicia la alimentacién. ‘

Figura 2. Ciclo bioldgico de la garrapata R. microplus (Modificado de Bayervet)

Los acaricidas quimicos matan a las garrapatas pero han provocado el
desarrollo de resistencia a estos en un gran numero de especies de garrapatas
(Manjunathachar et al., 2014). La resistencia a los acaricidas se ha generalizado en
los paises donde la garrapata R. microplus es un problema. La resistencia surge a
través de los cambios genéticos en una poblacion de garrapatas que produce

modificaciones en el sitio de destino, el aumento del metabolismo, la disminucién



de la capacidad del acaricida para penetrar las capas protectoras exteriores del

cuerpo de la garrapata, (Felix David Guerrero et al., 2012).

La progresiva evolucion de la resistencia de las garrapatas que afectan el
ganado contra casi todos los acaricidas disponibles ha frustrado los esfuerzos de
los productores en el manejo de las garrapatas y de las enfermedades que
transmiten al ganado, (Walker, 2009b) (Graf et al., 2004). A pesar de los
inconvenientes que el uso de acaricidas conlleva, tales como el desarrollo de
resistencia, la contaminaciéon ambiental, la toxicidad natural y la presencia de
residuos en la carne, leche, cuero y piel, los acaricidas continian siendo la columna

vertebral en el control de las garrapatas, (Lovis et al., 2013).

El uso excesivo de acaricidas ha ocasionado la aparicion de resistencia a las
diferentes familias de acaricidas que utilizan y debido a la velocidad con la que la
resistencia aparece después de la liberacion de una nueva molécula con actividad
acaricida, por clase la creciente preocupacion sobre la contaminaciéon que los
pesticidas producen en todas las formas de agricultura, su impacto ambiental y su
presencia en los productos alimenticios y al costo elevado de las nuevas
formulaciones de acaricidas (Sangster, 2001), ha llevado a buscar otras alternativas
para el control de la garrapata de una forma mas eficiente tanto para el media
ambiente como para la salud animal y humana (Livestock in food security, 2011).

Control inmunolégico

En los afios noventa aparecieron comercialmente las vacunas monoantigénicas
Gavac y TickGARD, las cuales contenian el antigeno R. microplus Bm86. Sin
embargo, 1o porcentajes de eficacia han sido muy variables en diferentes areas
geograficas, debido a variaciones alélicas en el gen Bm86. Por ejemplo, una
diferencia del 3.4% (De La Fuente and Kocan, 2006) en la secuencia de Bm86 entre
las diferentes cepas puede ser suficiente para causar respuesta inmune ineficiente
(Garcia-Garcia et al., 1999).



En este contexto, la estrategia de desarrollar inmunidad en el hospedero al
administrar antigenos de la garrapata por medio de la vacunacion representa un
enfoque muy prometedor ya que la aplicacion de la vacuna no representa impacto
para el medio ambiente y no genera contaminacion residual en los productos de
origen animal, las vacunas son faciles de administrar, pueden ser producidas con
costos menores a la produccion de un quimico,(Walker, 2009b) (Willadsen, 2004).
Por otra parte, la vacunacion puede dar lugar a mejoras en la calidad de vida y la
productividad del animal, asi como ventajas econdmicas (Felix D. Guerrero et al.,
2012)(De La Fuente and Kocan, 2006). Por lo tanto, el control inmunolégico de las
garrapatas, utilizando vacunas puede mejorar sus resultados ' utilizando la
combinacion de dos o mas antigenos (Willadsen, 2008). Este enfoque ha sido
avalado por los resultados de estudios experimentales -en _los cuales se observa
mayor eficacia en las vacunas con antigenos multiples que las que utilizaron un solo
antigeno, incluyendo Bm86 (Willadsen, 2004)(Parizi et al., 2012). Los anticuerpos
del bovino pueden atravesar la barrera intestinal de la garrapata y ser regresados a
la sangre por la saliva de la garrapata durante la alimentacion como estrategia de
proteccion de la garrapata (Felix D. Guerrero et al., 2012. Se ha reportado la
presencia de inmunoglobulinas funcionales en la hemolinfa de R. microplus y se ha
demostrado el paso de las  proteinas de suero bovino incluyendo las
inmunoglobulinas al hemocele de la garrapata. Se han encontrado moléculas
intactas de IgG en Ixodes ricinus y se encontr6 ademas que aproximadamente el
2% de la concentracion de las inmunoglobulinas presentes en el suero de bovino
pasan al hemocele de la garrapata y que la actividad de los anticuerpos contra un
antigeno _de R. microplus en la hemolinfa de la garrapata completamente repleta,
permanece durante al menos 48 horas después de completar el ciclo de vida
parasitaria. La actividad de anticuerpos contra antigenos de R. microplus en la
hemolinfa, sugiere que se podrian utilizar anticuerpos contra 6rganos internos y
tejidos de intestino de las garrapatas, para controlar la infestacién al inferir en las

funciones fisiologicas.(da Silva Vaz et al., 1996). Para aumentar la eficacia del
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control inmunologico se propone identificar antigenos conservados de intestino,
glandula salival y ovario de las garrapatas para desarrollar una vacuna que genere
anticuerpos contra todos estos 6rganos obstruyendo diversas funciones vitales,

causando la muerte de la garrapata (Felix D. Guerrero et al., 2012)

Agbede y colaboradores, encontraron que cuando las garrapatas se alimentaron
de bovinos inmunizados contra R. microplus, utilizando extractos derivados de las
garrapatas hembras adultas; al realizar estudios histopatolégicos de dichas
garrapatas observo que el intestino era el sitio principal que presentaba dafios. Las
células digestivas fueron destruidas, dejando solo la lamina basal y la capa
muscular. El dafio ocasionado al intestino permitié a los leucocitos del hospedero
entrar en la hemolinfa y destruir otros tejidos como células musculares, tubulos de
Malpigi, las glandulas salivales no fueron afectadas. Las hembras que sobrevivieron
también presentaron dafios en células intestinales. En machos los resultados
histopatoldgicos fueron similares, ademas se observaron dafios en las glandulas
accesorias del organo reproductor. En-las garrapatas del grupo control no se
observaron estos efectos y no se_han reportado en animales con resistencia
adquirida de forma natural a la infestacion por garrapatas. Lo que representa que la
vacunacion aparentemente estimulé un mecanismo diferente de la resistencia a las

garrapatas. (Agbede and Kemp,1986).

Existen varios estudios que desde el punto de vista tedrico y practico que apoyan
el uso de vacunas para el control de garrapatas. La resistencia adquirida por el
hospedero se expresa en reduccion de hembras repletas, aumenta el tiempo de
alimentacion, disminuye la produccion y la viabilidad de los huevos, inhibicién de la

muda y muerte de las garrapatas al alimentarse. (Parizi et al., 2009).

Diversas proteinas han sido identificadas con potencial para ser consideradas
como candidatas para una vacuna anti garrapatas; de las cuales algunas han sido
evaluadas en ensayos de vacunas, los resultados de estos estudios han

demostrado la factibilidad de controlar las infestaciones por garrapatas, (de la
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Fuente et al., 2007). Los resultados de estas investigaciones demostraron que las
vacunas anti garrapatas pueden contribuir tanto al control de los patdgenos
transmitidos por las garrapatas por la disminucion de la exposicion del huésped
susceptible a las garrapatas como a la reduccion de la capacidad vectorial de la
garrapata (Tellam et al., 2002) (Shahein et al., 2013) (Seixas et al., 2012) (Hajdusek
etal., 2010) (Patarroyo et al., 2002) (Sugino et al., 2003) (Weiss and Kaufman, 2004)
(Kumar et al., 2009), (Nijhof et al., 2007) (Mulenga et al., 1999) (Tsuda et al., 2001)
(Imamura et al., 2006) (Aguirre et al., 2016) (Willadsen, 2004) (Radulovi¢ et al.,
2014) (Mulenga et al., 2013) (Trimnell et al., 2005) (Trimnell et al., 2002) (Barrett
and Stanberry, 2009) (Tirloni et al., 2014),

La alimentacion de la garrapata implica tres diferentes regiones del tubo
digestivo: (i) las partes de la boca, faringe y eséfago para la adquisicion del fluido,
(i) el intestino medio para la digestion de la sangre; y (iii) la parte saco rectal/canal
anal para el almacenamiento y la eliminacién de residuos (Sonenshine and Roe,
2013). Las glandulas salivales también contribuyen en el proceso de la alimentacién,

pero son externos al canal alimentario (Anderson and Magnarelli, 2008).

En la alimentacion de la garrapata, la participacién de las glandulas salivales,
son vitales para la garrapata, debido a que sus secreciones son muy importantes
en la lubricacién de sus partes bucales, en la solubilizacion de la sangre para su
alimentacion, contienen potentes componentes que modulan la hemostasis del

hospedero, la inflamacion, la respuesta inmune, entre otras (Chmelar et al., 2016)

Debido a que las moléculas que contiene la saliva pueden modificar en el
huésped la hemostasis, la respuesta inflamatoria, la respuesta inmune, dichas
moléculas son consideradas como buenos candidatos para el desarrollo de una
vacuna. Las estrategias de la vacunacion con proteinas salivares de la garrapata
son, por un lado, aislar el inmunosupresor salival que afecta el establecimiento del
parasito e inducir la generacion de anticuerpos contra este componente para

neutralizar su actividad. Por el otro lado, esta el utilizar las proteinas salivales que
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generen una respuesta inmune fuerte que pueda matar al patdégeno indirectamente.
Ademas la combinacion de estas dos estrategias pueden dar resultados (Marquardt,
2005).

Como ejemplo de proteinas secretadas por las garrapatas tenemos a la
Subolesina, que es una proteina conservada evolutivamente en la garrapata Ixodes
scapularis, que actua como un antigeno protector de la garrapata, juega un papel
importante en la digestion sanguinea, la reproduccion y el desarrollo. Existe la
hipotesis de que Subolesina desempefia un papel en la expresion génica y por lo
tanto afecta a multiples procesos celulares (de la Fuente et al., 2008). La
inmunizacion con subolesina recombinante para proteger contra la infestacién de
garrapatas, resulté en una reduccién de la supervivencia de la garrapata, en una
reduccion en la alimentacion y en la reproduccion (Almazan et al., 2003). Ademas,
se observo que disminuyo la capacidad de las garrapatas para infectarse con
Anaplasma marginale. En ensayos de inmunizacion de bovinos que posteriormente
fueron desafiados con garrapatas se observd una eficacia del 40 a 60% (de la
Fuente et al., 2007), por lo que Subolesina es considerado como un candidato

vacunal de importancia (Almazéan et al., 2010).

La digestion de casi todos los artropodos hematéfagos se produce en el lumen
del intestino medio, es decir es extracelular, sin embargo, la digestion en las
garrapatas es diferente. Excepto por la lisis de los eritrocitos y otras células de la
sangre en el lumen del intestino medio, la digestién de las proteinas de la sangre,
como la hemoglobina y otras moléculas es totalmente intracelular, se realiza dentro
de las células epiteliales del intestino medio (Sonenshine and Roe, 2013) (Anderson
and Magnarelli, 2008). La digestion intracelular es relativamente lenta, por lo que el
proceso de la digestion de grandes voliumenes de sangre es gradual, lo que permite
a la garrapata mantener grandes cantidades de la comida original que ingirio, como
reserva 0 almacenamiento para muchas semanas, meses e incluso afos en su

tracto digestivo (Sonenshine and Roe, 2013) (Figura 3).
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Las vacunas desarrolladas y comercializadas en los afios noventa contra las
infestaciones de garrapatas, son un ejemplo de proteinas secretadas en intestino,
las cuales inducen proteccion inmunoldgica en el hospedero. Estas vacunas Gavac
y TickGARD contienen el antigeno recombinante de R. microplus Bm86 de intestino
(De La Fuente and Kocan, 2006). Estas vacunas disefiadas contra los antigenos
intestinales (Bm86) de las garrapatas R. microplus inhiben su reproduccién. Los
anticuerpos producidos se unen al de la membrana de las células intestinales,
inhiben la endocitosis e impiden que las garrapatas ingieran toda la sangre que sean
capaces. En consecuencia, sus procesos digestivos se deterioran, los parasitos
experimentan inanicion, debilidad y pérdida de fecundidad, por lo que se
desprenden finalmente del huésped. (Anderson and Magnarelli, 2008).
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BmVDAC es una porina mitocondrial que intervienen en la regulacién de la
apoptosis en células infectadas. La funcion de BmVDAC es importante durante la
invasion de B. bigemina. Los mecanismos moleculares implicados durante la
infeccion de las células del intestino medio son de gran relevancia y actualmente
desconocidos. La inmunizacion con BmVDAC mostréo que habia una importante
expresion diferencial y una redistribucion de la proteina BmVDAC entre las células
del intestino medio de las garrapatas infectadas y no infectadas, lo que fue mas
evidente 24 horas después de la replecion de las garrapatas infectadas. La
utilizacién de esta proteina como candidato vacunal contra la garrapata'y para el
blogueo de la transmision del patdgeno, podria resultar una buena estrategia
(Rodriguez-Hernandez et al., 2015).

Experimentos dirigidos para la inmunizacion de bovinos con proteinas han sido
apoyados con la demostracién de que los anticuerpos funcionales son encontrados
en la hemolinfa de la garrapata cuando la garrapata toma la sangre de un bovino
inmunizado (da Silva Vaz et al., 1996). Este hallazgo abri6 el camino para la
utilizacién de proteinas de otros 6rganos de las garrapatas como blancos para

vacunas y no solo de las proteinas del tracto digestivo (Parizi et al., 2009).

Lewis B. y colaboradores, demostraron que la Vitelogenina de la garrapata es
sintetizada tanto en intestino medio como en la grasa corporal para después ser
liberada en la hemalinfa y transportada al ovario en donde se integra a los oocitos y
durante la vitelogénesis se convierte en vitelina. (Coons et al., 1982).

Estudios realizados respecto a la sintesis de la Vitelogenina sugieren un origen
en el ovocito y un origen extra ovarico, en el cuerpo graso de la garrapata el cual
consiste en ramificaciones de células unidas al sistema traqueal y 6rganos internos
(Taheri et al., 2014).

Las células digestivas absorben el contenido de la sangre, la velocidad de la

digestion se reduce durante el periodo de succion sanguinea rapida y es en este

15



momento cuando se forman las células productoras de vitelogenina, aunque la
mayoria de la Vitelogenina (Vgl y Vg2) se produce en el cuerpo graso, el intestino
medio es el sitio de sintesis secundario de la Vitelogenina y se expresa después del
apareamiento. La Vitelogenina es la Unica proteina que pueden unirse y transportar
hemo (Marquardt, 2005)

En resultados obtenidos por Tellam y colaboradores, se observo la reduccion de
ovoposicion de R. microplus al alimentarse de ovejas vacunadas con vitelina (Tellam
et al., 2002), resultados similares se obtuvieron en ornithodoros moubata al
alimentarse de la sangre de conejos inmunizados con vitelina, por lo que es
considerado como un potencial candidato para el desarrollo de una estrategia

antigarrapatas (Taheri et al., 2014).

Comercialmente las vacunas Gavac y TickGARD (Kaewmongkol et al., 2015),
estan basadas en la forma recombinante del antigeno oculto Bm86 de intestino en
R. microplus (Garcia-Garcia et al., 1998). Sin embargo su eficacia varia de acuerdo
a las cepas existentes en las diferentes zonas geograficas (de la Fuente et al.,
2007), lo cual puede ser debido a variaciones alélicas en el gen bm86 (De La Fuente
and Kocan, 2006). Se considera que una diferencia del 3.4% en la secuencia de
Bm86 entre las diferentes cepas es suficiente para causar una respuesta inmune

ineficiente (Garcia-Garcia et al., 1999).

La estrategia de desarrollar inmunidad en el hospedero al administrar antigenos
de la garrapata por medio de la vacunacion representa un enfoque muy prometedor
ya que la aplicacién de la vacuna no representa impacto para el medio ambiente y
no genera contaminacion residual en los productos de origen animal, las vacunas
son_faciles de administrar y pueden ser producidas con costos menores a la
produccion de un quimico, (Willadsen, 2004). Por otra parte, la vacunacién puede
dar lugar a mejoras en la calidad de vida y la productividad del animal, asi como
ventajas economicas (Felix D. Guerrero et al., 2012)(De La Fuente and Kocan,

2006).
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Aunqgue el niumero de candidatos vacunales ha aumentado rapidamente en los
altimos afios, existe poca informacion sobre su evaluacion en los ensayos de
vacunacion. Existen antigenos que muestran efectos significativos, pero pocos son
eficaces por si mismos. Esto sugiere que las vacunas multiantigeno pueden ser una

buena estrategia para el control de la garrapata (Schetters et al., 2016)

Las estrategias para el control de la garrapata continlan implementandose,
renovandose e innovandose con la aplicacion de la tecnologia disponible para
moderar el impacto adverso de las garrapatas y las enfermedades que transmiten

en el ganado para carne y en el ganado lechero (Abbas et al., 2014).

Todos los esfuerzos dirigidos a implementar, extender y consolidar alternativas
agroecologicas para el manejo de las garrapatas, son una apuesta contundente
para disminuir costos, no solo en la industria ganadera sino en la salud publica, para
aumentar la calidad de la salud humana y ambiental, bajo el principio de una sola
salud. (Marisela Suares et al. 2016).
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CAPITULO IV
4.1 HIPOTESIS

Una vacuna contra R. microplus debe incluir epitopos B conservados de antigenos

presentes en el intestino, los ovarios y las glandulas salivales
CAPITULO V
5.10BJETIVOS

5.2 Objetivo General:

Desarrollar una vacuna multiantigénica y multiepitopica contra garrapatas

Rhipicephalus microplus.
5.3 Objetivos Especificos:

1) Identificar y seleccionar antigenos presentes en el intestino, los

ovarios y las glandulas salivales con potencial de proteccion.

2) ldentificar cuatro péptidos con epitopos conservados de cada

antigeno.

3) Determinar la variabilidad antigénica de las secuencias de los genes

de los diferentes aislados.

a) Disefiar una vacuna multiantigénica y multiepitopica a base de los

epitopos B identificados.
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CAPITULO VI
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Amnalisis de la variabilidad alélica de BmVDAC ¥ Subolesina, dos candidatos
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candidates against Rhipicephalus microplus in isolates from Mexico
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Resumen

Introduccion: Las garrapataz Rhipicgphalus micropius son ectopardsitos hematofagos gue
impactan econdmicamente la ganaderia a nivel mundial. Los acaricidas han sido una estrategia de
control efectiva pero gque generan la resistencia a estos quimicos v la contaminacion del medic
ambiente. Una altermativa para contrarrestar los dafios adversos de los quimicos es la utilizacidn
de vacunas, las cuales presentan eficacia variable, debido posiblemente a la diferencia en la
secuencia de aminodcidos entre los antigenos de las garrapatas de diferentes zonas geogrificas.
Por lo que el objetivo del prezente trabajo fue analizar la variabilidad de dos antigenos vacunales:
BmWVDAC (Voltage Dependent Amnion Channel) v Subolesina de R micropius en aislados
provenientes de diferentes gstados de México.

Método: Dos proteinas se seleccionaron con base a su eficacia como antigenos protectores:
EmVDAC v Subolesina. Se colectaron garrapata K. micropius de distintos estados de México. Se
realizaron extracciones ADN v AFN para la amplificacion de &wovdoe v subolesina
respectivamente. Se obtuvieron las secuencias predichas de amincdcidos. Se hizo un analisis
BLAST para confirmar la identidad entre las secuencias y alinearlas con el programa Clustal
Omega para determinar el grado de similitud. Finalmente, se realizd un andlisis con el programa
MEGANSA para determinar la relacion filogenética de cada aislado.

Resultados: Para BmWVDAC, se observd un porcentaje promedio de identidad v similitud del
09 79% entre las diferentes secuencias de amincdcidos. En aizslados de Chiapas, Mayarit, MMedia
Jova, CQuerdtaro, Tamaulipas v Guerrero se observd un porcentaje de identidad v similitud del
o9 87%:. Jalisco, Tabasco v Sinaloa presentaron el 99.56% en identidad v similitud. En promedio

ze observa un porcentaje de variabilidad de 0.21%%.

! Universidad Auténoma de Querétaro, Facultad de Ciencias MNatarales. Querétaro, Querétaro. E-mail:

Jjoelmesquedad@isag. mx
& Universidad De La Salle Bajio (héxice)
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En el alineamiento de Subolesina con aislados de Yucatan, Nayarit, Querétaro, Chiapas, Sinaloa,
Veracruz ¥ Tamaulipas, v la cepa Munoz, se obzervé un porcentaje promedio de identidad del
90 87% v similitud del 100%: entre las secuencias de amincdcidos. De las ocho secuencias, siete
presentaron procentaje de identidad del 99.91%%, mientras que para Mayarit el porcentaje fue de
90 35%. La wvariabilidad promedic fue del 0.13%. Los andlisis filogenéticos no mostraron
diferencias significativas entre las secuencias utilizando el método UPGHIA. El porcentaje
promedio obtenido del método Bootstrap de 10000 réplicas para los arboles filogeméticos de
dmvdac v subeolesing fue de mas del 50%.

Discusion o Conclusion: Este reporte representa la primera investigacion respecto al grado de
conservacion entre aislados de R micropfus de diferentes estados en Meéxico para BmVDAC v
Subolesina, dos candidatos wvacunales comnira esta garrapata. Considerando la wvariabilidad
presentada entre las secuencias de los diferentes aislados de R _mieropius, se puede concluir gque
BEmVDAC v Subolesina son antigenos que se encuentran conservados, por lo gue pueden
congiderarse comeo candidatos vacunales. Esta informaeidn es relevante para la seleccion de
antigencs empleados en vacunas anti-garrapatas & micropdus en México.

Abstract

Introduction: Rhiipicephalus microplus ticks are hematophagous ectoparasites that economically
impact lifestock ndustry worldwide. Acaricides have been an effective comtrol strategy, but
generate resistance to chemical compounds and environmental pollution An altermative to
counteract the chemical adverse (effects Iz the waccination usage, which iz effective,
environmentally friendly and unexpensive, However, still anti-tick wvaccines present wariable
efficacy due to possible differences in amimoacid sequences within tick amtigens from
geografically distinct isolates. The aim of this work was to analvze the variability of two vaccine
antigens: BmVDAC (Woltage Dependent Anion Channel) and Subolesin from R microplus
izolates from different states of Ddexico.

Methods: Two proteins were selected based on its efficacy as protective antigens: BmVDAC and
Subolesine R, micropius ticks was collected from different states of Mexico. Isolation of bath
DNA and BENA was performed to amplify dmvdec and sudolesin respectively. Predicted amino
acid sequences were obtained. A BLAST analysis was carried out to confirm the identity within
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sequences and determine similarity by an alignment using Clustal Omega. Finallv, to detenmine
the phylogenetic relationship of each izclate an analysis by MEGAXG4 software was performed.
Results: For BEmVDAC, an average percentage of 99.79% 1dentity and similarity was observed
within the different aminoacid sequences. In the isolates from Chiapas, Nayarit, hedia Jova,
Queretaro, Tamaulipas and Guerrerc a similarity and identity percemtage of 99.87% was
observed. Jalisco, Tabasco and Sinaloa a similarity and identity percentage of 99.56% was
preszented. On average, a varability percentage of 0.21% was observed.

The Subolesin alignment with isclates from Yucatan, MNavarit, Queretaro, Chiapas, Sinaloa,
Veracruz, Tamaulipas, and the reference Munoz strain, an identity average percentage of 99.87%%
and similarity percentage of 100%% was observed in the aminoacid sequences. Seven from eight
sequences presented identity percentage of 99.91% whereas for WNayarit the percentage was
99 39%:. The average wvariability was 0.13%:. Phylogenetic amalyeiz did not show significamt
differences between sequences using the UPGMA method. Average percentage obtained by
10000 replicas by Bootstrap method for dmvdac and subeles in was up to 50%.

Discussion and conclusion. This report represents the first research on the characterization of the
variability for BmVDAC and Subolesin, two vaceine antigens against R, microplus isolates from
different states of Mexico. Considering the low variability presented by the different . micropius
isolates sequences, we can conclude that BmaWVDAC and Subolesin are antigens that are
conserved and can be considered as vaccine candidates. This information is relevant for antigen
selection and vaccine design against & micropius in Mexico.

Introduccion

Las garrapatas ocasionam perdidas ecomomicas en el ganado a nivel mmundial, parasitan una
amplia gama de huéspedes vertebrados y transmiten una gran variedad de agentes patdgenos, mas
que cualquier otro grupo de artropedos (Prudencio ef ai., 20100,

La garrapata Rhipicephalus micraplus se alimenta de la sangre del ganado bovine, sa
hospedere definitivo, v es considerada como une de los parasitos mas dafiinos en el ganado de
zonas tropicales v subtropicales (Antunes ef af., 2014).

La infestacién por garrapata R micropfus afecta negativamente la productividad del
ganado, transmite enfermedades tales como la babesiosis v la anaplasmosis (Jonsson, 2006). Las
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pérdidas econdmicas anuales en la industria ganadera son estimadas emtre veintidés a treinta
billones de dolares (Tabor ef af., 2016), las cuales son resultado de la actividad directa en la
alimentacion de las garrapatas en su hospedero v del costo gque ocasiona controlar tanto a las
garrapatas como a las enfermedades producidas por los patégeno: que ellas transmiten
(MManjunathachar er @i, 2014).

El método tradicional para el control de garvapatas estid basado en el uso de gquimicos
acaricidas a los cuales las garrapatas han desarrollado resistencia (Graf ef «f, 2004). Esto
dificulta la erradicacion v el control de las garrapatas, por lo que el uso de productos gquimicos no
representa la mejor opcidn (Sonenshine v Foe, 2013). Tomando en cuenta la creciente
preccupacidn por la seguridad del medic ambiente, la salud humana v la salud animal, se han
vuelte necesarias las medidas de control altemativas (Abbas &f af . 2014)%. Actualmente una
estrategia para el comfrol de la gamrapata es el desarrollo de la inmunidad en el hospedero al
administrar antigenos de la garrapata por medio de wacunas (Walker, 2009). La vacunacion es
considerada como una altermativa rentable, amigable com el medio ambiente, no genera
contaminacidn residual en los productos de crigen animal, es de facil aplicacidn vy es tecnologia
econamica (Jonsson, 20046,

En los afios noventa aparecieron comercialmente las vacumas contra la garrapata del
ganado (Kaewmongkol ef af., 2015). Estas vacunas estén basadas en la forma recombinante del
antigeno oculto Bm26 del intestino de R, mieropius (Garcia-Garcia ef af., 1998). S5in embargo, la
eficacia de esta vacuma varia de acuerdo a los aislados existemtes en las diferentes zonas
geograficas (de la Fuente er af., 2007) lo cual puede ser debido a variaciones alélicaz en el gen
dm&E (De La Fuente v Kocan, 2008) (Sossai ef af, 2005). Una diferencia del 3.4% en la
secuencia de BmB& entre las diferentes cepas puede ser suficiente para causar una respuesta
immune ineficiente (Garcia-Garcia ef af., 199%). Se sugiere gue existe una correlacidn inversa
entre la eficacia de la wacuna v la variacion del locus de dmdd (Freeman er af., 20100, Todo esto
sugiere gque un candidato vacunal debe ser conservado en su secuencia de aminodcidos enfre
distintas cepas o aislados para poder ser eficaz,

Existe un gran nimero de proteinas de garrapatas que han side evaluadas como
componentes para las vacunas, obteniendo diferentes porcentajes de proteccion, entre las que se
encuentran BmWVDAC y Subolesina (Taher ef &, 2014). La proteina B VD AC esta presente en
las células del intestino de la garrapata, es una porina mitocondrial, interviene en regulacidn de la
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apoptosis en celulas infectadas, v tiene una sobre expresion importante durante la invasion de
Babesia bigeming (FRodriguez-Hemandez ef ai., 2015). La proteina Subolesina se localiza en
diferentes organos de la garrapata como los ovarios, las glandulas salivales y el intestine.
Ademas, interviene en la digestion de la sangre, la reproduccion v el desarrollo de la garmrapata
({de la Fuente er af, 20028). Un aspecto impertante en la seleccion de antigenos gue. protejan
contra las garrapatas, es la evaluacion de la variabilidad alélica de los candidatos vacunales en las
cepas de garrapatas de diferentes zonas geograficas; la identificacion de secuencias peptidicas
conservadas en estos candidatos vacunales permitira obtemer una wacuna con una proteccion
elevada contra las diferentes cepas (de la Fuente v Kocan, 2003) (Manjunathachar er af., 2014).
Derivado de lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue analizar la variabilidad alélica en las
secuencias de los antigenos wvacunales BmWVDAC y Bubolesina de R microplus en cepas
provenientes de diferentes estados de Mexico.

Metodo

Seleccion de proteinas de R microplus

Se zeleccionaron dos proteinas con base en su eficacia como antigenos candidatos vacunales, las
cuales fueron: BmVDAC v Subolesina. Se obtuvieron las secuencias de referencia de la base de
datos Mational Center of Biotechnology Information (WCBI), con los mimeros de acceso
GUee4210.1v ABAGI32E.1, respectivamente.

1} Coleccion de garrapatas K. micropfus de Meéxico

Los aislados seleccionados de R miicroplus fueron colectados de los estados de Jalisco, Tabasco,
Chiapas, Mavarit, Querétaro, Tamaulipas, Guerrero v Sinaloa, ademds de la cepa de referencia
Idedia Jova. Estos se utilizaron para amplificar el gen Smvdac. Para el gen subolesina se
utilizaron los aislades provenientes de Yucatdm, Navarit, Chiapas, Tamaulipas, Chuerétaro,
Smmaloa y Veracruz, ademas de la cepa Muncz utilizada como referencia. Por lo menos 30
hembras adultas de garrapatas & micropius vivas fueron colectadas de distintes ranchos de cada
estado. Fueron llevadas al laboratorio donde fueron lavadas v desinfectadas con benzal al 10%:, se
secaron con teallas de papel e inmediatamente fueron congeladas a -20C hasta su uso.

W* 23, Vel 11 (2}, 2012, ISSN 2007 — 0708, pp.: 126 - 142
- 130 -

23



Analiziz de la variabilidad alélica de BmWVDAC v Subolesina, dos candidatos vacunales contra Rhupicephalus
microplus en aizlados de Méexico

Disefio de iniciadores

Para el disefio de iniciadores para amplificar cada uno de los genes seleccionados se utilizaron los
programas, Primer3web versidn 4.1.0 (http:/primer3 ut.ee’); el programa Primer Blast de la base
de datos Martionea! Center af Biotechnology Information (MCEIL)
(oo ekl nlm nih govitoolsprimer-blast”) v finalmente, el programa GENtle
{(http://gentle magnusmanske. de’).

Amplificacion de los genes en los diferentes aislados

Los iniciadores utilizados para la amplificacion de los genes en los diferentes aislados de A
micrapfus fueron, para el gen &mvdac: 57 ATGGCTCCTCCGTGCTACGC 3 (sentido) vy 5°
CTTGTGTCCTCCCTGGTTGAA 37 (antisentido), utilizando como referencia la secuencia de
dmvdas reportada en GenBank (cepa Media Joyva) mimerce de acceso GUS94210.1. Para la
amplificacion del gen swbolering la secuencia fue obtenida del GenBank (cepa Mumoz) con
numers de ACCES0 ABAG232E 1. Los iniciadores utilizados fueron: 5
ALAGCGAACACATGACTGGEGS (sentide) v 57 TCCCGTATCTTGCTCTCTCG 37 (anti
sentido). Para amplificar el gen dmvaac, el ADN gendomico fue extraido de los ocho diferentes
aislados de R micropius de México mediante el kit DINeasy Blood & Tissue (Quiagen, Hiden,
Alemania), de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Para el gen subolesing, la transcriptasa
reversa (BRT-PCE fue utilizada para amplificar el mABRN extraido utilizando el kit EZ-10 Spin
Column Total BMNA Miniprep (Bio Basic ine, Toronto, Canada) de los diferentes aislados de R
micropius provenientes de Yucatan, Wayarit, Tamaulipas, Chiapas, Querétaro, Sinaloa v
Veracruz, el cADN fue sintetizade con SuperScript III Firs-Strand Symthesis Svstem Kit
{Invitrogen, Carlsbad, CA UUSA) de acuerdo a las intrucciones del proveedor.

Para la reaccién.de PCE. se utilizd un volumen de reaccidn total 20 pl: ADMN 1 pl, (50
ng/pl}), 1 pl de cada mmiciader, 10 pl. de PCE. Master Mix, Promega, Wisconsin, USA) v 7 pL de
agua libre de nucleasas.

La reaccion se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacidn a
Q5°C por-3 minutos seguida de 34 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
alineamiento de 56°C por 30 segundos v una extension a T2°C por 1 minuto v el paso final de
extension a T2°C por 5 minutos.
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Los productos de PCE. se utilizaron para realizar la electroforeszis en gel de agarcsa a una
concentracion de 1.5%. Los geles fueron cbservados en el fotodocumentador para vernficar que
las amplificaciones presentaran la medida correcta, 780 pb para dmvaas vy 442 pb para
subolfesing. Las bandas de los amplicones esperados fueron cortados del gel de agarosa v
purificades utilizando el kit comercial de purificacién de ADN Wizard 5V Gel and PCR Clean-
Up System (Promega TUSA) El ADN purificade fue enviado a secuenciar por el meétodo
eutomatizado de Sanger al Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad MNaciomal
Autonoma de México (Cuemavaca, Morelos, Maxico).

Obtencién de secuencias consenso, alineamiento miiltiple ¥ anilisis biocinformitico

A las secuencias de nucledtidos obtenidas del andlisis v ensamblaje del resultado de la
secuenciacion se les realizd un andlisis de bisqueda de marco de lectura abierto u ORF (Open
Feading Frame) mediante el algoritmo bioinformatico OFF finder
(http:/faaowvnebinlm mb. govprojects’'gorf) gue busca en la secuencia de nuclectidos la
presencia de codones de imicio y de paro necesarios para su traduccion a aminedcidos. De esta
forma se obtuvo la secuencia de aminodcidos predicha comrespondiente a cada gen de los
diferentes aislados. Los andlisis siguientes fueron realizados con estas secuencias.

Las secuencias de los diferentes aislados seleccionados fueron analizadas mediante el programa
de alineamiento multiple Clustal Omega v el programa BELAST (Basic Logical Alipment Search
Tool) para la identificacion de las regiones conservadas.

Para el andlisis de identidad v similitnd entre las diferentes secuencias se utilizd el programa
SIAS (Secuence Identites and Similarities) http://imed med ucm. es/Tools/sias.

Analisis filogenético

Los arbeles filogenéticos fueron costruidos basados en el Metede UPGHMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic averages) utilizando el programa MEGANMG64 (holecular
Evolutionary Genetics Analvsis software) (Tamura ef af., 2013). Para evaluar la confiakilidad de
lasz topologias del arbeol inferidas, los anadliziz se realizaron utilizando el meétodo estadistico
Bootstrap con 10000 réplicas (Felsenstein, 1985). Para dmivdae se utilizo como grupo externo a
Ivodes seapulavis con numero de acceso de GenBank XP_002408065.1 v Amblyomma

variggaium con namere de acceso BROOTIG6E. 1. Para subolesing se uhlizd como grupe externo a
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Ixoders ricinus con nimero de acceso de GenBank ABAG23I2E 1. v dmblvomma cajennense con
nimero de acceso AGI44566.1.

Resultados

Los aislados de R micropfus fueron obtenidos de diferentes zonas geograficas de Meéxico como
se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Localizacidn de las zonas geograficas de México de aislados de garrapatas

R, microplus incluidas en el presente estudio.

Habitad de

las garrapaias

Moreste

Clenitiro

Suresle

Moroeste

Suroesle

Suroeste

Creznle

Cheste

Sureste

Este

I sl Cienes amplilcados Lawalizacidn
herrvedae wrefrlesdma (0 (Latitud, longitud)
Tamaulipas v v 22°39°15,6"M

GRS 14, 1"W

Cuerélar v v 2171 1"00.03% "N
G160 I8 HTW

Tahagco W 1 To4R"35,6"™
Q9392342 R"'W

Sinalon v ¥ 23"1T18.8"N
106723502, 3"W

Chinpas L 16181 1.8"M
Q1°5529.9"W

Ciuerrero ¥ 1872201 .0"MN
IMFEAT'ST.6"W

Julimeo W 19°56°31.4"N
10394547, 8"W

Mayarit L4 ¥ 21°32°34,05"M
1047 56"7 109"

Y ucalian L 20°52°56.82"N
BO“3T'S5.85"W

Vemerur v 200051 2. 5"
QT2 3TN

=23, Vol. 11 (2), 2018, ISSN 2007 — 0708, pp.: 124 - 142
-133 -

26



Pérez Soria e7 al.

La secuencia utilizada como referencia para émvdac corresponde a un fragmento de 819 pares de
bases v va de los nucledtidos 1 al 819 de la cepa Media Jova de Tapalpa, Jalisco, reportada
previamente (Rodriguez-Hemandez et al., 2015), y de ese fragmento fueron amplificadas 750
pares de bases para el presente estudio. Este fragmento corresponde al 91.57% de la secuencia de
referencia, v para subolesina la secuencia de referencia corresponde al fragmento de 442 pares de
bases v va del nucledtido 1 al 442 de la cepa Munoz usada como referencia y publicada
anteriormente (Almazin et a/., 2010). De ese fragmento fueron amplificados 438 pares de bases
que corresponden al 99.3% de la secuencia utilizada como referencia.

Para el alineamiento multiple de dmvdac, se analizaron ocho aislades de R micropius
ademas de la secuencia de referencia reportada en GenBank (Fig. 1). En donde se observan las
zonas conservadas entre las diferentes secuencias, los aislados que presentan diferencias en este
alineamiento son, Jalisco, Tabasco, Sinaloa, Nayarit v Chiapas, las cuales presentan solamente un
aminecdacido diferente.

i

2313111
SESEESEE

......

.

Fig. 1. Alineamiento multiple de las secuencias de Jalisco, Tabasco, Chiapas,
Nayarit, Querétaro, Tamaulipas, Guerrero, Sinaloa v la cepa de referencia
GU994210.1. En amarillo estdn marcadas las regiones conservadas de las diferentes
secuencias para el gen dmvdac. Se utilizé el programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple

sequence alignment.
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En promedio de observa un porcentaje del 99.79%: de identidad v similitud. En =eiz de las nueve
secuencias utilizadas provenientes de las diferentes zonas geograficas de Meéxico, se observd un
porcentaje tanto de identidad como de similitud del 99 8379 en las secuencias de aminodcidos de
Chiapas, Mayarit, Media Joya, Querétaro, Tamaulipas v Guerrero. En las secuencias provenientes
de Jalisco, Tabasco y Sinaloa presentaron el 99 56% en identidad v similitud. En promedio se
observa un porcentaje de variabilidad de 0.21%: entre las secuencias de dwvde, como se indica
en Tablas 2 v 3.

Tabla 2. Porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de los aislados
provenientes de los diferentes estados de la Repiblica Mexicana para dmvdac. Se
utilizd el programa SIAS, Sequences Identfites and Similarities.

ANS] ATHIS QUERETARD NATARIT JALISOO GUEREERD TABASCO TAMAULIFAS CHIAPAS SNALOA  GUESR4ILRI

LERET AR L™

NAYARIT L0 Fle

NALMSOH oL 29 0, 100G

FLUERRERD LO0=e o=y 0060 1007

TABEASCD A0 PRE0E BRI 89 60% 100

TAMAITIFAS 10" Lo o8 Bl 10 G B W

CHIAFAS 100" 100=e 99 00" 10 99 a0 E LU 1 ™

SOCALOS, PEI PRGN PR2I% 00605 e L2 o PRG0N L%,

EURETIAL L 10 98 60" 100 O s 10" L 99 Eile 100

Tabla 3. Porcentajes de Similitud entre las secuencias de aminodcidos de los aislados
provenientes de los diferentes estados de la Fepiablica Mexicana para bmvalze. Se
utilizd el programa SIAS, Sequences Identites and Similarities.

ARSI ADDS UERETARD NATAET JMALISCOD GLEEREED TABRASCOD TAMALULIPAS CHLAFPAS SDUALOA  GUMMIINE.

CLERET ARD B0

NATARIT S 1.

FAL My f X a0, =

FUERRE D 1 o) 1Dt e, 1o o )

TARASOD st N ate B 11% 60t 100

TALIAIMEFAL Oy 1l . A By Al 1iH1% 5

CHILAFAS |1 o) L 8 e [l e o) 9 a0 (LSS 1R

BAL A el e 9 201% el 25 1% B0 [ 1000,

L e N ] -I”'i L“:l"'- S0t Ny e | 1" s L] e .ol%s 105

En el alineamiento muiltiple de subolesina con siete diferentes aislados provenientes de Yucatan,
Mavarit, Querétars, Chiapas, Sinaloa, Veracriz v Tamaulipas v la cepa Mufioz de referencia (Fig.
2}, se observan las zonas conservadas entre las diferentes secuencias, los aislados que presentan
diferencias en este alineamiento son, Sinaloa, MNavarit v Yucatan.
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MACATLERTHDWDPLHSPSGREPERRRCMPLEPPPTRANQIDPSPIGOVPPELTSERTAA
MACALTERTHDWDPLAS PECREPERRACMPLESPPPTRAHNQIDPS PPFCOVPPELTEEET AN
MACATLERTHDWODPLUS PIGRSPERARCMPLSPPPTRANQIDPSPFGUVPPELTSEELAA
MACATLERTHDWDPLHS PEGREPERRRCMPLEPPPTRANQTOPS PFGOVPPKLTSEETAA
MACAT LEATHDWDP LHS PESGREPERRACMPLS PFEPTRANQ I DPS PRGOVEPRLTSERI AN
MACAT LKRTHDWDE LIS PSGREPKRRACMPLSP P PTHANQ L DPS PPGUVEPKLTSEE LA
MACATLERTHDWDPLASPESGRSPERRRCMPLEPPPTRAHRQIDPSPFGDVRPELTSERT Ah

MACAT LERTHDWD P LHSPSCREPERRACMPLEPPFPTRAHNQIDPS PFGOVRPELTS AR
e T

NIREEMRRLORAKOLCFOGADPESQHTAGLESPVHRADOQPLFTFROVGL tcl{mn
NIREEMRRLORKEQLC FOGADPESQHTSGLES PVHIDOQPLFTFROVGL L CERMMXBRESK
NIREEMRRLORREQLCFOGADPRAQHTEGLES PVHRADOPLFTFROVGL T CHR BRESK
NIREEMRRLORRKQLCFOCADPESQHTSGLES PYHADQPLFTFROVGLICE RESK
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Fig. 2. Alineamiento multiple de las secumcﬁs.ae Yucatan, Na

Sinaloa, Veracruz, Tamaulipas y la cepa de rafen&m:xa ABAG2328.
encuentran marcadas las regiones conserw

En amanllo se
de las diferentes secuencias para el

gen subolesina. Se utilizo el programa CLUSTAL O (1.2.4) miiltiple sequence

demas, se observo un porcentaje promedio de identidad del 99.87% y similitud del 100% entre
s secuencias de aminoacidos. De las ocho secuencias, siete de ellas presentaron procentaje de
entidad del 99.91%, mientras que ‘para la secuencia de Nayarit el porcentaje fue de 99.39%
‘abla 4 y 5). La variabilidaq’ promedio observada entre las secuencias de aminoacidos fue del

13%.

alignment.

AISLADOS %ﬁ CMIAFPAS NAYARIT &m‘lm TAMAULIPAS VERACRLUZ SINALOA “’C-\I’L_?_
ARASILURY ¥ I

CHlAras 100%. 1007,
NAYARLT h -SRI 9931% 100%:
QuERE T ARG 300%, 100%, 99 31% 1004
TAMALRIFAY | 300% 0% 981 100% 100%4
YRR AREINE 300% 100%, 9 01% 1007 100%
ssfaioN, 1007 100% 9 30 1007 100% 1000
e 1M 100 96 0% 1005 1004 100 100

Tibh 4. Porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de los aislados
pxd!)'emmt& de los diferentes estados de la Republica Mexicana para sudolesina. Se
utilizo el programa SIAS, Sequences Identites and Similarities.
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ATSL ADNOA ARASIIIE I CHIAFAS NATARIT QUERETARD TAMALLIFAS VERACELT SINMALOA TUOCATAN
ARSI 1 JLi 1

CHIAPAS LRt [t

ALY ARET [ L 2 (L) [ Lo i

QUERE T ARD [ Lo 2 (Lo [ Lo 1w

TAMALLIFAS PLi 1 [Le i [ Lo i 10 L0t

VERACRLT [ [ [ [ 100 . 1t N O,

BENUAL I [ Lo ) [ Lo ) [ [ 1. bt [ L Fle

SLCATAN 100w (L] L] | Lot 1 ] Mt

Tabla 5. Porcentajes de similitud entre las secuencias de aminodcidos de loz aislados
provenientes de los diferentes estados de la Fepidblica Mexicana para subafesing. Se
utilizd el programa SIAS, Sequences Identites and Similarities.

Tanto los alineamientos multiples como los porcentajes de idemtidad y similitud resultantes en el
presente estudic muestran la presencia de zonas conservadas entre las diferentes secuencias tanto
para BmWVDAC como para Subolezina; con base en lo reportade por Garcia ef < (1999) v
Freeman et al. (2010}, referente a que el polimorfismo puede ser la causa de la variabilidad en la
eficacia de la vacuna con el antigeno BmB6 BmWVDAC v Subolesina, por su parte, presentan
potencial para ser considerados como candidatos vacunales para el control de la garrapata R.
micrapfus en héxico,

Loz andlisiz filogendticos mostraron similitudes muy elevadas en el drbol disefiado
utilizande el método UPGMA. En el filograma construido para dmevdlae con los aislados incluidos
en el presente estudio se observan tres ramificaciones principales (Fig. 3), en la primera de ellas
se encuentran, Chiapas, la cepa de referencia GUT994210.1, Tamaulipas, Guerrers, MNayarit v
Querétars, las cuales presentan una misma secuencia genética localizada en diferentes zonas
geograficaz. Por ofra parte, Sinaloa comparte una gran similitud con Tabasco v Jaliseo. La
segunda vy tercera ramificacién estin conformada por las secuencias utilizadas como grupo
externo (dmblyommea variegatum e Inodes Scapurariz). El porcentaje obtenide del meétodo
Bootstrap de 10000 réplicas es mayor al 50%: como se observa en los nodos respectivos (Niong,
20045,
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Mgy strum o ayes
t=ilea o P
Fig. 3. Belacion filogenetica de los aislados de B micropius para el gen dwmvalace. El
drbol filogenético fue construido utilizando el método UPGMA . Al lado izguierdo
del nodo se encuentra el porcentaje de soporte del método Bootstrap utilizando
10000 replicas.

El drbol filogenético para subolesing presenta tres ramificaciones (Fig. 4), en la primera, se
encuentran una mizma secuencia genética en los aislados de Sinaloa, Yucatdin, Veracruz,
Teamaulipas, Querétaro, Chiapas v la cepa de referencia ABAG2328, por una parte v por la otra,
se encuentra Mayant. Em la segunda y fercera ramificacion se encuemira la secuencia de
Amblromma cajennense e Ixodes ricinus respectivamente, ambas utilizadas come grupo externoc.
El porcentaje obtenido del método Bootstrap de 10000 réplicas es del 82%:.

f Frand
YERACRLT
CLUERETARL
[ LU FR- R
ALY AR T
Fig. 1. Relacion filogenética de los aislados de B, micropfus para el gen subolesina.
El érbol filogenético fue construide utilizando el método UPGMA. Al lado izquierdo
del nedo se encuentra el porcentaje de sopeorte del método Bootstrap utilizando
10000 replicas.
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Discusidn v Conclusiones

Este reporte representa la primera investigacidn de la caracterizacion de la variabilidad alélica
para para los genes bmivdoc v subolesing, dos antizenos vacunales contra R micropfus entre
aislados de diferentes estados en Méxice. De acuerde a lo reportado por Kaswmongkol erf af.,
2015, la variabilidad en la secuencia obtenida de la garrapata & micropius para BmBé es una
posible explicacion referente al rango de eficacia presentada en la vacuna contra este pardasito,
utilizandeo como antigeno la proteina recombinante BmE6. Debido a esto, para amplificar brmvalac
v subnlesing se seleccionaron aislados representativos de diferentes dreas geogrificas de Meéxico,
para de esta manera determinar la variabilidad entre las secuencias provenientes de diferentes
estados del pais.

De acuerdo a los datos publicados per Garcia-Garcia ef of., 1999, la vanabilidad supericr
al 3.4% entre las diferentes secuencias es suficiente para producit una respuesta nmune
ineficients, por lo gue es importante destacar que la variabilidad entre las secuencias de
aminodcidos de los aislados en el presente estudio es de un 0,.21% para dmvalac v para subolesing
se observa una variabilidad del 0.13%: Por consiguiente, con este andlisis se considera gque
dmvdac v subolesima son antigenos gque se encuentran conservados en las secuencias de las
poblaciones de 8. micrapius de las diferentes zonas geograficas del pais.

En el drbol filogenético para dmvdac se observa gque las secuencias incluidas en la
construceion del drbol presentan una mizma secusncia genética localizada en seis diferentes
zonas geograficas, lo cual indica que su alto porcentaje de similitud se encuentra disperso en las
diferentes poblaciones de B micropfus; se observan diferencias en las secuencias de Jalisco,
localizado en la zona oeste de México, Tabasco en el sureste v Sinaloa en el noroeste. En el arbol
filogenético para subolesing, de las ocho secuencias incluidas para la construccion del drbal, siete
de ellaz provenientes de diferentesz zonas peograficas comparten una misma secuencia genética,
mientras que solo una de ellas, en este caso Nayarit localizado en la zona ceste del pais, presenta
variahilidad en su secuencia. Las diferenciaz observadas tanto bwrvdoe como en subolesing
pueden ser debidas a la movilizacidn del ganado del sur del pais hacia los estados del norte yno a
las diferentes zonas geogrificas de donde provienen los aislados utilizados en el presente estudio,
lo cual difiere de lo sugerido por De la Fuente ef af., 2007, El porcentaje obtenido del método
Bootstrap utilizando 10000 réplicas tanto para dmvalae como para subolesing es superior al 50%,
lo cual indica un soporte estadistico fiable, de acuerdo a lo reportado por Xion er af., 2006,
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Considerando la baja variabilidad alélica presentada entre las secuencias de los aislados
de R. microplus de los diferentes estados de México, se concluye que tanto BmVDAC como
Subolesina son antigenos que presentan secuencias altamente conservadas en aislados de México,
por lo gue pueden ser considerados comeo potenciales candidatos wacunales de acuerdo a-le
reportado por Freeman ef af., 2010, donde sugiere gue existe una comrelacion imversa entre la
eficacia de la vacuna v la variacidn del locus: por lo tanto, esta informacion es relevante para la
seleccion de antigenos empleados en las vacunas contra garrapatas & micropfus. Se suglere la

realizacidn de evaluaciones in vive para determinar su efectividad como inmumogenos.
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CAPITULO VII

7.1 Desarrollo de una vacuna multiantigénica, multiepitépica anti
garrapatas R. microplus.

Disefio experimental

Seleccién de 9 proteinas Seleccién y recoleccion de Disefio de

expresadas en diferentes aislados de R. microplus. ) iniciadores.

J

organos de la garrapata.

Secuenciacion de genes | Amplificacién de genes ] Extracciéon de ARNm Y

seleccionados. L < por RT-PCR y PCR punto << aon.

final.
N

Alineamiento mu|t|p|e de Identificacion in silico de Ensamble in silico de

secuencias obtenidas y epitopos B conservados ) Péptidos para la generacion

analisis filogenético. en las proteinas. de una vacuna contra R.

/ microplus.
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MATERIAL Y METODOS

Seleccién de proteinas de diferentes 6rganos de R. microplus

La seleccion de las proteinas que se encuentran presentes en diferentes
organos de las garrapatas como son, las glandulas salivales, el intestino y_los
ovarios, se realizd con base en su eficiencia como antigenos protectores mediante
el analisis de la informacion existente en la base de datos National Center of
Biotechnology information (NCBI).

Las proteinas seleccionadas fueron: Vitelogenina, Subolesina, Voraxina,
BM86, BM95, BMVDAC, Serpina, Chitinasa y Glutation-S-Transferasa. Con
nameros de acceso, EU086096.1, ABA62328.1, -HQ014398.1, AF150891.2,
GU994210.1,KC990110.1, GBBR01000100.1, AF077609.1.

La seleccion de las secuencias de las proteinas fue obtenida mediante
UniProt (protein data base) y NCBI (protein data bases). El formato fasta utilizado
para el andlisis de las secuencias fue el programa Fast adaptative

Shrinkage/Thresholding Algorithm.
Seleccién y Recoleccion de garrapatas R. microplus de México

Las garrapatas fueron colectadas manualmente en once diferentes estados de
México tales como, Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Guerrero, Chiapas, Yucatan, Tabasco,
Veracruz, Tamaulipas y Querétaro (Figura 4). La cepa utilizada como referencia fue
Media Joya, la cual se encuentra en CENID-PAVET, en Cuernavaca, Morelos. Al
menos 30 hembras adultas de garrapatas R. microplus fueron colectadas vivas de
distintos ranchos de cada estado. En el laboratorio se lavaron y se desinfectaron
con benzal al 10%, se secaron con toallas de papel y fueron congeladas a -70°C

hasta su uso.
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Figura 4. Estados de la Republica Mexicana de donde se realizé la recoleccion de
garrapatas R. microplus. (Modificado de SENASICA 2016).

Seleccién y disefio de iniciadores

El disefio de los iniciadores especificos se realizd con base en las secuencias
de referencia del GenBank correspondiente a cada gen, para lo cual se utilizaron
las siguientes herramientas bioinformaticas: programa oligoanalizer de la compafia

IDT (www.idtdna.com/analizer/Aplications/OligoAnalizer/) programa Primer Blast de

la base de datos del National Center of Biotechnology information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y el programa GENtle

(http://gentle.magnusmanske.de/).

Extraccion de ADN, ARNm y sintesis de ADNc

El ADN y ARNm utilizado en el presente trabajo fue extraido de garrapatas
adultas de R. microplus provenientes de los diferentes estados de México. Para la
38
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extraccion de ADN de la garrapata completa R. microplus se utilizé el kit DNeasy
Blood & Tissue kit (Qiagen, Hiden, Alemania), de acuerdo a las indicaciones del
proveedor. La extraccion de ARNm de garrapata completa y de ovarios de R.
microplus fue realizada utilizando el kit EZ-10 Spin Column Total RNA MIniprep (Bio
Basic. Inc. Toronto, Canada), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El ADNc
se sintetiz6 del ARNm extraido utilizando el kit de (RT)-PCR superScript Il First-
Strand Synthesis System (Invitrogen, carlsbad, California, USA) de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.
Amplificacién de los genes en los diferentes aislados.

El ADN y el ADNc correspondiente a los once diferentes aislados de R. microplus
fue utilizado para amplificar los diferentes genes seleccionados con los iniciadores
especificos disefiados, esto fue realizado mediante la reaccion de PCR punto final.
Para la amplificacion del gen vitelogenina fue utilizado ADNc de ovarios de R.
microplus, y los iniciadores 5 ACGTCAAGACCCTCACCAGG 3 (sentido) y 5
CACTTGTAAGGCAGCACGAC 3 (antisentido), utilizando como referencia la secuencia
mexicana reportada en GenBank (cepa Media Joya) con niumero de acceso EU086096.1.
En el gen subolesina, la secuencia mexicana de referencia utilizada fue la cepa Munoz, con
nimero de referencia ABA62328.1. Los iniciadores utlizados fueron: %’
AAAGCGAACACATGACTGGG 3’ (sentido) y 5 TCCCGTATCTTGCTCTCTCG &
(anti sentido) y se utiliz6 ADNc de garrapata completa. Los iniciadores utilizados
para la amplificacion de gen voraxina fueron: 5 TCTTGCGTACTGTTCGGACT 3’
(sentido) y 5 TGCTCAAGTTCACCACCAAC 3’ (antisentido) y se utiliz6 ADNc de
ovarios de R. microplus. Como referencia se tomoé la secuencia de la cepa
IVRI/Bm/1998-1, de la India, con numero de acceso JX502818.1. Ademas, se
realizd la amplificacion con la cepa “La Minita-Texas”, conservada en la Universidad
de Washington, USA. En cuanto a la amplificacion del gen bm86, los iniciadores
utilizados fueron: 5  AGCTATGGACGTTGCGTTGA 3 (sentido) y %
GCTGCCCACTGCTTTGACA 3’ (antisentido) y se utiliz6 cADN de garrapata completa. La
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secuencia obtenida del GenBank utilizada como referencia fue la cepa Zapata 11, de Texas,
USA, con numero de acceso HQ014398.1. Lo iniciadores utilizados para la amplificacion
del gen bm95 fueron: 5 AGCTATGGACGTTGCGTTGA 3 (sentido) y &
GGTCCGTATCGCTCCCAAAA 3’ (antisentido) y se utilizo cADN de garrapata completa. La
cepa “A” de Argentina fue utilizada como referencia, la cual tiene nimero de acceso
GenBank AF150891.2. Para la amplificacion de gen bmvdac, los iniciadores utilizados
fueron: 5 ATGGCTCCTCCGTGCTACGC 3’ (sentido) y 5 CTTGTGTCCTCCCTGGTTGAA
3’ (antisentido) y se utiliz6 ADN de garrapata completa, utilizando como referencia la
secuencia reportada en GenBank (cepa Media Joya) numero de acceso GU994210.1, de
México. Para el gen serpina, fueron utilizados los siguientes ‘iniciadores: &
CATTCAGCATCTCGGCTGC 3’ (sentido) y 5 ACGGCTCCGAATGACAAACA 3
(antisentido) y se utiliz6 cADN de garrapata completa. La cepa “porto alegre” de Brasil, fue
utilizada como referencia, con numero de acceso KC990110.1. Para el gen chitinasa, se
utilizaron los siguientes iniciadores para su amplificacion: 5 CAGCTAACGCTACCACAGC
3’ (sentido) y 5TACGGGCACTTTCCTTCGTC 3’ (antisentido), se utiliz6 cADN de garrapata
completa. La secuencia utilizada como referencia fue “transcribed RNA”, la cual fue
transcrita en Brasil, con nimero de acceso. GBBR01000100.1. Finalmente, para la
amplificacion del gen glutation-s-tranferasa se utilizaron los siguientes iniciadores:
5’GTAGCAAGCGGTCGTGGTAC 3’ (sentido) y 5 GGCCACTTAATGCACTTGTCC
3’(antisentido), se utiliz6 cADN de garrapata completa. La cepa “Gonzalez” fue

utilizada como referencia, es de Texas y su humero de acceso es AF077609.1.

Para la realizacion de la reaccion de todas las PCR se utilizé el siguiente
protocolo; en una reaccion de 20 ul volumen final: 1 ul de ADN, 1 ul de cada
iniciador, 10 ul de PCR Master Mix (Promega) y 7 ul de agua libre de nucleasas. Se
utilizé6 DNA de cada una de las once cepas con iniciadores de VDAC como control
positivo y agua como control negativo. Bajo las condiciones de amplificacion

mostradas en el cuadro 1.
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Tabla 1. Condiciones de amplificacion para las secuencias de R. microplus

utilizadas en el presente trabajo de investigacion.

GENM DESNATURALIZACION DESNTURALIZACION ALINEAMIENTC  EXTEMSION  EXTEMSION FINAL

3 minutos 30 segundos 30 segundos 1 minuto 5 minutos
34 ciclos
vitelogening a5 "C 57°C 95 °C T2 72°C
subolesing a5 °C 56°C 95 °C T2 C 72°C
voraxing a5 °C S6°C 95 °C F2°C 72°C
bmé&s o5 °C 60°C 95 °C F2C 72°C
bmas o5 °C 60°C 95 °C T2C 72°C
bmvdac 95 °C 56°C a5 °C T2°C 72
serping 95 "C 56°C 95 *C F2'C 72°C
chitinasa o5 °C 57°C 95 °C T 72°C
glutation-s- o5 "¢ 55°C 95 °C T2 72°C
transferasa

Secuenciacion

Los productos de PCR se utilizaron para la realizacion de electroforesis en
gel de agarosa a una concentracion de 1.5%. Los geles fueron observados en el
fotodocumentador para verificar que las amplificaciones presentaran la medida

correcta. 917 pb para vitelogenina, 484 pb para subolesina, 309pb para voraxina,
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1503 pb para bm86, 879 pb para bm95, para serpina 958 pb, para chitinasa 975 pb,
y para glutation-s-tranferasa 975 pb. Las bandas de los amplicones esperados
fueron cortados del gel de agarosa para ser purificados con el kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, USA) siguiendo las indicaciones del
fabricante. EI ADN purificado fue enviado al Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
Universidad Autonoma de México, para ser secuenciado por el método Sanger. Los
resultados de la secuenciacion fueron analizados y ensamblados utilizando el
software Chromas 2.6.5 (www.technelysium.com.au), para obtener las secuencias

de los genes.
Secuencias consenso y alineamiento multiple

A las secuencias de nucleétidos obtenidas del analisis y ensamblaje del
resultado de la secuenciacion se les realizé un andlisis de busqueda de marco de
lectura abierto u ORF (Open Reading Frame) mediante el algoritmo bioinformético
ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) que busca en la secuencia
de nucledtidos la presencia de codones de-inicio y de paro necesarios para su
traduccion a aminoéacidos. De esta forma se obtuvo la secuencia de aminoacidos
predicha correspondiente a cada gen de los diferentes aislados. Los analisis
siguientes fueron realizados con estas secuencias.

Para la identificacion de regiones conservadas y el andlisis del grado de
conservacion de las proteinas en los diferentes aislados se realizaron alineamientos
multiples de los distintos aislados de cada proteina utilizando para ello el programa
Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y el programa BLAS (Basic

Logical Aligment Search Tool).

Para el andlisis de identidad y similitud entre las diferentes secuencias se
utilizé el programa SIAS (Secuence Identites and  Similarities)

http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.
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Identificacidn, seleccion de péptidos y andlisis bioinformaticos

Una vez identificadas las regiones conservadas en los alineamientos
multiples de las diferentes secuencias, se prosiguid a la identificacién y seleccion
de cuatro péptidos por proteina que contengan los epitopos B conservados en
garrapatas R. microplus utilizando la base de datos de Protein y Uniprot. La
prediccion de epitopos B conservados se realizO mediante herramientas
bioinforméticas las cuales utilizan diferentes criterios de seleccion (Tabla2), asi
como diferentes algoritmos, tales como, BCEPred
(http://www.imtech.res.in/fraghava/bcepred/), ABCpred (B-cell epitope prediction
server) (http://www.imtech.res.in/fraghava/abcpred/), . IEDB (Immune epitope
database and analysis resource) (http://www.iedb.org/) y el EMBOSS antigenic
(http://emboss.open-bio.org/wiki/Appdocs). Finalmente se realiz6 un andlisis con el
programa BLAS (Basic Logical Aligment Search Tool), en la pagina del NCBI
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para confirmar que la secuencia de aminoacidos
de los péptidos que contengan los epitopos B conservados tengan 100% de

identidad solo con la proteina correspondiente.

Tabla 2. Criterios de seleccion para epitopos B.

Herramienta

bioinformatica Criterio de seleccion

e Puntaje de probabilidad de ocurrencia de .80
BCEPred Hidrofilicidad. antigenicidad v accesibilidad superior a 1
IEDB FPuntaje de probabilidad de ccurrencia superior a 80
EMBOSS Superior a 1.100

ANTIGENIC
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Disefio y seleccion in silico de péptidos

Se seleccionaron los péptidos encontrados en regiones conservadas
correspondientes a cada uno de los alineamientos multiples, los cuales
reconocieron todas las cepas reportadas de garrapatas R. microplus y que fueron
identificados por al menos cuatro programas bioinformaticos de prediccion de
epitopos B. La seleccion para dichos péptidos se realizé considerando que la
longitud de cada uno de ellos tuviera como minimo 16 aminoacidos, que fueran
especificos de R. microplus, es decir, que no crucen con péptidos encontrados en
bovinos, que se estuvieran localizados en minimo tres diferentes aislados o cepas

y que al menos una de ellas fuera de origen mexicano.

Ensamble in silico de Péptidos para la generaciéon de una vacuna contra R.

microplus.

Finalmente, los péptidos seleccionados utilizando los diferentes programas
bioinforméticos fueron ensamblados y evaluados in silico para evitar que se formen
epitopos yuxtapuestos que puedan generar anticuerpos que no sean relevantes
para la garrapata, ademas se utilizé glicina como unién entre péptidos para evitar la
produccioén y reconocimiento de nuevos péptidos. Finalmente se selecciond la mejor
version con base en los resultados obtenidos para la construccion de una proteina
quimérica con funcién de vacuna multiantigénica y multiepitopica contra R.

microplus.
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RESULTADOS

Se seleccionaron nueve proteinas que se encuentran presentes en diferentes
organos de las garrapatas como son: Vitelogenina, Voraxina y Glutation-S-
Tranferasa de ovarios, de glandula salival se seleccionaron Subolesina, Serpina y
Chitinasa, de Intestino se seleccionaron BmVDAC, Bm86 y Bm95. Los aislados que
fueron seleccionados pertenecen a diez diferentes estados de México, como son:
Sinaloa, Jalisco, Nayarit, Guerrero, Chiapas, Querétaro, Tabasco, ‘Yucatan
Veracruz, Tamaulipas, la cepa Media Joya conservada en el CENID-PAVET.
Cuernavaca, Morelos y una cepa es de Estados Unidos, en algunos casos se utilizd
el transcriptoma de R. microplus para la localizacion de algunos genes, como puede

observarse en la tabla 3.

Tabla 3. Zonas geograficas de México de los aislados de garrapatas R. microplus y

los genes amplificados en el presente trabajo.

Genes amplificados
Habitad de

las Estado quTc:rrJ'on}s—
garrapatas subolesing | bmVDAC | witelogening | serpina | chitinasa transferasa voraxing | bm86 | bm8s
Noroeste Sinaloa ¥ ¥ ¥ v ¥
Oeste Jalisco ¥
Oeste Nayarit ¥ ¥ v v v v
Suroeste  Guerrero ¥
Suroeste  Chiapas v v v ¥ ¥ v
Centro Querétaro v ¥ v v ¥ v ¥ v v
Sureste  Tabasco ¥
Sureste  Yucatédn 4 v v
Este Veracruz ¥ v v
Noreste  Tamaulipas v v v v v v
Cepa CENID-PAVET.
Media Cuernavaca, v "
Joya Morelos.
Cepa Washington
Texas-la  State '
Minita University.

USA

Media Transcriptoma v v v v v v
loya
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Se disefiaron un total de nueve pares de iniciadores especificos, tal como se

describen en la tabla 4.

Tabla 4. Iniciadores seleccionados para cada proteina.

Eal
PROTEINA Forward {5°-3°) Reverse (5'-37) TAMANO TAMANO  LOCALIZACION
PROTEINA AMPLICON

VITELOGENING ACGTCAAGACCCTCACCAGS  CACTTGTAAGGCAGCACGAC 1807 917 2374 1202
SUBOLESINA AAAGCGAACACATGACTGGG  TCCOGTATCTTGCTCTCTCG 484 312 18-349
VORAKINA TCTTGOGTACTETTCGGACT TGCTCAAGTTCACCACCAAL 419 339 39-386
BMEE [QGCTATGG#.G}“TI'GG}“TI'G#. GCTGCCCACTGCTTTGACA 027 724 I61-17R?
BMSS AGCTATGGACGTTGCETTGA  GGTCOGTATCGCTCCCAAAA 7275 279 216-1120
BEMYDAC ATGGECTCCTOCGTECTACGC CTTGETGTCCTCCCTEGETTGAA 819 780 1-799
SERPINA CATTCAGCATCTCGECTGC ACGGECTCCGAATGACAALCA 1143 gg5g 104-1079
CHITIMASA CAGCTAACGCTACCACAGC TACGGGECACTTTCCTTCGTE 1311 975 119-1065
GLUTATION-5- GTAGCAAGCGGTCGTGGETAC GGCCACTTAATGCACTTGTCC 781 648 6-6572
TRANFERASA

La secuencia utilizada como referencia para amplificar el gen vitelogenina
corresponde a un fragmento de 1807 pb y va de los nucle6tidos 1 a 1807, de los
cuales se logré la amplificacion de 917 pb, para amplificar subolesina se utilizé el
fragmento de 484 pb, que van de 1 al 484, de los cuales se amplificaron 484pb.
Para voraxina la secuencia del fragmento utilizado fue de 419 pb, de los cuales
fueron amplificados 346 pb. Para bm86 el fragmento utilizado fue de 2022 pb, que

van del 1 al 2022, de los cuales se amplificaron 693 pb. Para bm95 el fragmento
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utilizado fue de 2225 pb, que van de 1 al 2225, de los cuales fueron amplificados
693 pb. Para bmvdac el fragmento corresponde a 819 pb y van del 1 al 819 pb, de
los cuales se amplificaron 780 pb. Para serpina el fragmento utilizado corresponde
a 1143 pb, van de 1 al 1143, de las cuales se amplificaron 789 pb. Para chitinasa,
el fragmento utilizado fue de 1311 pb y van de 1 al 1311pb, de las cuales fueron
amplificados 890 pb. Por ultimo, para glutation-s-tranferasa se utiliz6 un segmento
correspondiente a 824 pb, que van de 1 al 824 pb, de las cuales se amplificaron 590
pb.

Las caracteristicas de interés de las secuencias de cada uno de los genes
que fueron analizados con las diferentes herramientas bioinforméticas, se presentan
a manera de resumen en cada una de ellas. Para vitelogenina podemos observar el

mapa o resumen de la secuencia en la figura 5.
>ABS88989.1 vitellogenin, partial [Rhipicephalusmicroplus]

10 20 30 40 50 60
ETPYERMHYK PATPGYETYE SEESYDYYPE YNQWNKTLVK HVLNVTLEGK HEGSLKKLTK

70 80 20 100 110 120
LDFAYYHTLN KTLKHYYVDVKTLTRPLVSV FLNLTHPVPP SPEWYQOPSFEFV GKDLVNATLY

130 140 150 160 170 180
VIVGNEPEPF VLTYNATKTV QQLKGLHAYD ATPLLHWEVP QCLADQYAGN TVSYACRLAT

190 200 210 220 230 240
VHDAHLNKQV VAFKVPTQVS PKVKSVALKE LSYLKFRMFP YATFYALPLT EQEEYYVVFEK

250 260 270 280 290 300
LNKTDVNPYV TVAHGELLLP GEKVVLTDLK LSKYLVPNLV LSGLDRLKHEVEEGHPHPPG

430 440 450 460 470 480

NSLKTFKLLE DEVNBEVWVN PLYQGKTCGL CSNYDNEPYHEFVIPENWLY SNYSELVASY

490 500 510 520 530 540
GFGLPQOQCKEP ILVYTLPVHYL EELKKPLGYE SSYPTHREYP THHEYPTHRE YPTHREYPTR

550 560 570 580 590 600
HEYPTRHEYP THHKYPTHHE YPTRHEYPTH HEYPTRHEYP THHKYPPHHEPYPYTANLOREG

Figuras. Mapa de la secuencia de vitelogenina. En color amarillo indica el codon de
inicio y el codon de paro. En color rojo se presenta los iniciadores. El color verde
indica la presencia de un dominio. En negro remarcado representa los péptidos
seleccionados. No presenta péptido sefial ni hélice transmembranal.
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Para determinar que las secuencias obtenidas eran conservadas se realizo
un alineamiento multiple correspondiente a los diferentes genes, se analizaron los
aislados que se amplificaron en conjunto con la cepa de referencia reportada en el

GenBank y utilizada para cada caso en particular.

Para vitelogenina se analizaron siete aislados de R. microplus, la cepa de
referencia y la secuencia de la cepa Media Joya obtenida del transcriptoma de R.
microplus (Figura 5). En las nueve secuencias que integran este alineamiento se

observa un 100 % de identidad y de similitud, tabla 5.
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ABS88989.1

SVFLNLTHPVPPSPFWYQPSEFVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQQOLKGLHA

MEDIAJOYA SVELNLTHPVPPSPEFWYQPSEVGKDLVNATLYVTVGNEPEPEFVLTYNATKTVQQLKGLHA
NAYARIT SVFLNLTHPVPPSPEFWYQPSEFVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQOQOLKGLHA
QUERETARO SVFLNLTHPVPPSPEFWYQPSEFVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQQOLKGLHA
SINALOA SVELNLTHPVPPSPEFWYQPSEVGKDLVNATLYVTVGNEPEPEFVLTYNATKTVQQOLKGLHA
TAMAULIPAS SVFLNLTHPVPPSPEFWYQPSEFVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQOOLKGLHA
VERACRUZ SVFLNLTHPVPPSPEFWYQPSEFVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQOQOLKGLHA
YUCATAN SVFLNLTHPVPPSPEFWYQPSEVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQOOLKGLHA
CHIAPAS SVFLNLTHPVPPSPEFWYQPSEFVGKDLVNATLYVTVGNEPEPFVLTYNATKTVQOOLKGLHA

ABS88989.1

KA A A AR A AR A AR A A A A A AR A AR A AR A AR A A A A A AR A AR A AR A AR A A A A A AN A A A A AR A KK

YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL

MEDIAJOYA YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
NAYARIT YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
QUERETARO YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
SINALOA YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
TAMAULIPAS YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
VERACRUZ YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
YUCATAN YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL
CHIAPAS YDATPLLHWEVPQCLADQYAGNTVSYACRLATVHDAHLNKQVVAFKVPTQVSPKVKSVAL

ABS88989.1

KA A A AR A AR A AR A A A A AR A A AR A AR A A A A A A A AR AR AR AR A AR AR A AR A A KK Kk kk K,k kk

KFLSYLKFRMFPYATEFYALPLTEQEEYYVVFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD

MEDIAJOYA KFLSYLKFRMFPYATEFYALPLTEQEEYYVVEFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
NAYARIT KFLSYLKFRMFPYATEFYALPLTEQEEYYVVFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
QUERETARO KFLSYLKFRMFPYATFYALPLTEQEEYYVVEKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
SINALOA KFLSYLKFRMFPYATEFYALPLTEQEEYYVVEFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
TAMAULIPAS KFLSYLKFRMFPYATFYALPLTEQEEYYVVFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
VERACRUZ KFLSYLKFRMFPYATFYALPLTEQEEYYVVEKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
YUCATAN KFLSYLKFRMFPYATEFYALPLTEQEEYYVVEFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD
CHIAPAS KFLSYLKFRMFPYATFYALPLTEQEEYYVVFKLNKTDVNPYVTVAHGELLLPGEKVVLTD

ABS88989.1

KA KA KA A I A A I A A A I A AR AR KA A I KA A KA A KR AA R A AR I A A I A AR I AR I AR A A K* Kk kh k& h*

LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT

MEDIAJOYA LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
NAYARIT LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
QUERETARO LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
SINALOA LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
TAMAULIPAS LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
VERACRUZ LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
YUCATAN LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT
CHIAPAS LKLSKYLVPNLVLSGLDRLKHSVFEGHPHPPCSVGKNWVRTYDNVSYPLEVRPNCKYLVT

ABS88989.1

B R S I I I R I S R S S R I S L I R L I I R R I L R R R I R I R I I R I

SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT

MEDIAJOYA SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
NAYARIT SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
QUERETARO SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
SINALOA SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
TAMAULIPAS SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
VERACRUZ SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
YUCATAN SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT
CHIAPAS SDCSAKHDFAVVAQPLDLTVGTKKLIVQLGPTVVELPPPDLYKAEVLLTVNGTYYVANTT

KA KK AR KA A KA A KR KA AR KA A KA A A KA A A KR AR KR AR KR AA KR A AR KA AR AR KA AR KA KK KK K* Kk, * K

Figura 6. -Alineamiento multiple de las secuencias del gen vitelogenina de los
aislados de Nayarit, Querétaro, Sinaloa; Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Chiapas,
la cepa Media y la cepa de referencia ABS88989.1. En amarillo se indican las
regiones conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se utilizd el
programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.
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Tabla 5. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos
de los aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana
para vitelogenina. Se utilizé el programa SIAS, Secuences ldentites and Similarities.

AISLADOS ~ MEDIAJOYA ABS88989.1 NAYARIT QUERETARO SINALOA TAMAULIPAS VERACRUZ YUCATAN = CHIAPAS

MEDIA JOYA 100%

ABS88989.1 100% 100%

NAYARIT 100% 100% 100%

QUERETARO 100% 100% 100% 100%

SINALOA 100% 100% 100% 100% 100%

TAMAULIPAS  100% 100% 100% 100% 100% 100%

VERACRUZ 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

YUCATAN 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

CHIAPAS 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Para subolesina el mapa bioinformatico nos muestra el resumen de las
caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede observarse

en la figura 7.

ABA62328.1 R. microplus

10 20 30 40 50 60
MACARLKRTH DWDPLHSPSG RSPKRRRCMP LSPPPTRAHQ IDPSPFGDVP PKLTSEEIAA

70 80 90 100 110 120
NIREEMRRLQ RRKQLCFOGA DPESQHTSGL SSPVHRDQPL FTFRQVGLIC ERMMKERESK

130 140
IREEYDHVLS. TKIAEQYDTF VKFTYDQ

Figura 7. Mapa de la secuencia de subolesina. En color amarillo indica el codon de
inicio y_el coddn de paro. En color rojo se presenta los iniciadores. El color verde
indica la presencia de dos dominios. En negro remarcado representa los péptidos
seleccionados. No presenta péptido sefial ni hélice transmembranal.
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En el alineamiento multiple de subolesina con siete diferentes aislados
provenientes de Yucatan, Nayarit, Querétaro, Chiapas, Sinaloa, Veracruz y
Tamaulipas y la cepa Munoz de referencia (Figura 8), se observan las zonas

conservadas entre las diferentes secuencias, los aislados que presentan diferencias

en este alineamiento son, Sinaloa, Nayarit y Yucatan.

SINALOA MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETAA

CHIAPAS MACALTKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEEIAA

NAYARTIT MACATLKRTHDWDPLHSPTGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETAA

ABA62328.1 MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETAA

QUERETARO MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETAA

TAMAULIPAS MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEEIAA

VERACRUZ MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETAA

YACATAN MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEEIAA
******************:****************‘k************************

SINALOA NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK

CHIAPAS NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK

NAYARIT NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDQPLETFRQVGLICERMMKERESK

ABA62328.1 NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK

QUERETARO NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDOPLFTFRQVGLICERMMKERESK

TAMAULIPAS NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSS PVHRDOPLFTFRQVGLICERMMKERESK

VERACRU?Z NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK

YACATAN NIREEMRRLORRKQLCFQGADPESQHTSGLSSPVHRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK
R R e b R i B R R R I I S I e S S e R S b S S e S b S S b S S b S b I b R I 2 b I S b S 2

SINALOA IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKF-—=-

CHIAPAS IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKETYDQ

NAYARTIT IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKFTYDQ

ABA62328.1 IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKFTYDQ

QUERETARO IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKFTYDQ

TAMAULIPAS IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKFTYDQ

VERACRU?Z IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKFTYDQ

YACATAN IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKF-—--

khkkkhkkkrxkhkhkhkhkkkxhkkkkkxkx

Figura 8. Alineamiento multiple de las secuencias del gen subolesina y de los
aislados de Yucatan, Nayarit, Querétaro, Sinaloa, Veracruz, Tamaulipas y la cepa
de referencia ABA62328.1. En amarillo se encuentran marcadas las regiones
conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se utiliz6 el programa
CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.

Ademas, se observd un porcentaje promedio de identidad del 99.87% y
similitud del 100% entre las secuencias de aminoacidos. De las ocho secuencias,

siete de ellas presentaron porcentaje de identidad del 99.91%, mientras que para la
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secuencia de Nayarit el porcentaje fue de 99.39% (Tabla 6 y 7). La variabilidad

promedio observada entre las secuencias de aminoacidos fue del 0.13%.

Tabla 6. Porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de los
aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana para
subolesina. Se utilizé el programa SIAS, Secuences Identites and Similarities.

AISLADOS ABAG62328.1 CHIAPAS NAYARIT QUERETARO TAMAULIPAS VERACRUZ SINALOA YUCATAN

ABAG62328.1 100%

CHIAPAS 100% 100%

NAYARIT 99.31% 99.31% 100%

QUERETARO 100% 100% 99.31% 100%

TAMAULIPAS  100% 100% 99.31% 100% 100%

VERACRUZ 100% 100% 99.31% 100% 100% 100%

SINALOA 100% 100% 99.30% 100% 100% 100% 100%

YUCATAN 100% 100% 99.30% 100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 7. Porcentajes de similitud entre las secuencias de aminoacidos de los
aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana para
subolesina. Se utilizé el programa SIAS, Secuences Identites and Similarities.

AISLADOS ABAG62328.1 CHIAPAS NAYARIT QUERETARO TAMAULIPAS VERACRUZ SINALOA YUCATAN

ABA62328.1 100%

CHIAPAS 100% 100%

NAYARIT 100% 100% 100%

QUERETARO 100% 100% 100% 100%

TAMAULIPAS 100% 100% 100% 100% 100%

VERACRUZ 100% 100% 100% 100% 100% 100%

SINALOA 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

YUCATAN 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Para voraxina el mapa bioinformatico nos muestra el resumen de las
caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede observarse

en la figura 9.
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AFQ98381.1 voraxin alpha-like protein, partial [Rhipicephalus microplus]

10 20 30 40 50 60
MLIAKDLMQS GGGNKTYCIS INLAVLKFTT NAGSLSFANS SHCDSEDEVA YSELCQMSNA

70 80 90 100 110 120
VHVYDMNWMT ASLKASRKLY TFEKAEMLLS KVLFLKAWFP SLCVAAFHAE LDTVDGEACP

130
QSEQYARLLS VRKGLP

Figura 9. Mapa de la secuencia de voraxina. En color amarillo indica el codon de
inicio y el codon de paro. En color rojo se presenta los.iniciadores. En negro
remarcado representa los péptidos seleccionados. No presenta péptido sefial ni
hélice transmembranal y no presenta dominios.

El alineamiento mdultiple de voraxina se realizd con cinco secuencias de
diferente origen mas la secuencia de referencia AFQ98381.1, las secuencias
corresponden a los aislados provenientes de Nayarit, Querétaro, Sinaloa, la cepa
Minitas-Texas de Estados Unidos yla cepa Media Joya, Figura 10. Se observé un
porcentaje promedio de 98.69 para identidad y un 96.73% para similitud, entre las
diferentes secuencias de aminoacidos. Las secuencias de los cuatro aislados
mexicanos presentan una identidad y similitud del 100%, mientras que la cepa de
Estados Unidos presenta identidad y similitud del 97.82% (Tabla 8).
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TEXAS GSLSFANSSHCDSEDEVAYSELCQISNAVHVYDMNWMTASLKTSRKLYTFEKAEMLLSKV

AFQ98381.1 GSLSFANSSHCDSEDEVAYSELCOMSNAVHVYDMNWMTASLKASRKLYTFEKAEMLLSKV
MEDIAJOYA GSLSFANSSHCDSEDEVAYSELCOMNNAVHVYDMNWMTASLKASRKLYTFEKAEMLLSKV
NAYARIT GSLSFANSSHCDSEDEVAYSELCOMNNAVHVYDMNWMTASLKASRKLYTFEKAEMLLSKV
QUERETARO GSLSFANSSHCDSEDEVAYSELCQOMNNAVHVYDMNWMTASLKASRKLYTFEKAEMLLSKV
SINALOA GSLSFANSSHCDSEDEVAYSELCOMNNAVHVYDMNWMTASLKASRKLY TFEKAEMLLSKV

khkkhkkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhhkhhkhkkhhkhe dhhkhkhkhhhhkhkhhkhhhhkoehkhkhk kb hhkhhkhhkrhkkkkkx

TEXAS LFLKAWFPSLCVAAFHAELDTVDGEACPQSEQ
AFQ98381.1 LFLKAWFPSLCVAAFHAELDTVDGEACPQSEQ
MEDIAJOYA LFLKAWFPSLCVAAFHAELDTVDGEACPQSEQ
NAYARIT LFLKAWFPSLCVAAFHAELDTVDGEACPQSEQ
QUERETARO LFLKAWFPSLCVAAFHAELDTVDGEACPQSEQ
SINALOA LFLKAWFPSLCVAAFHAELDTVDGEACPQSEQ

ER R R R I B I I R I b I b b b b b b b b b 4

Figura 10. Alineamiento multiple de las secuencias del gen voraxina de los aislados
de Nayarit, Querétaro, Sinaloa, la cepa Minitas-Texas de Estados Unidos y la cepa
Media Joya y la cepa de referencia AFQ98381.1. En amarillo se encuentran
marcadas las regiones conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se
utilizé el programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.

Tabla 8. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de amino&cidos
de los aislados provenientes de los diferentes México y de Estados Unidos para
voraxina. Se utilizo el programa SIAS, Secuences ldentites and Similarities.

AISLADOS AFQ98381.1 MEDIAJOYA NAYARIT QUERETARO SINALOA TEXAS
AFQ98381.1 100%

MEDIAJOYA  98.91% 100%

NAYARIT 98.91% 100% 100%

QUERETARO  98.91% 100% 100% 100%

SINALOA 98.91% 100% 100% 100% 100%

TEXAS 97.82% 96.73% 96.73% 96.73% 96.73% 100%

Para bm86 y bm95 el mapa bioinformatico nos muestra el resumen de las
caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede observarse

en las figuras 11y 12.
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ADQ19690.1 Bm86 glycoprotein [Rhipicephalus microplus]

10 20
MRGTALFVAA VSLIVECTAE SS_ _ — _
70 80 90 100 110 120
BERQCEYKDT CKTRECSYGR CVESNPSKGS CVCEASDDLT LQCKIKNDFA TDCRNRGGTA
130 140 150 160 170 180
KLRTDGFIGA TCDCGEWGAM NKTTRNCVPT TCLRPDLTCK DLCEKNLLQR DSRCCQGWNT
190 200 210
ANCSAAPPAD SYCSPGSPKE PDGOCKNAGH NERGECKENGORSTDRAYENCTORSESIVE
250 300
EDGHECKs 15 _ (@fsDCVDKKC
310 320 330 340 350 360
HEEFMDCGVY MNRQSCYCPW KSRKPGPNVN INECLLNEYY YTVSETPNIS FDSDHCKRYE
370 380 390 400 410 420
DRVLEAIRTS IGKEVFKVEI LNCTQDIKAR LIAEKPLSKY VLRKLQACEH PIGEWCMMYP
430 440 450 460 470 480
KLLVKKNSAT EIEEENLCDS LLKNQEAAYK GQNKCVKVDN LFWFQCADGY TTTYEMTRGR
490 500 510 520 530 540
LRRSVCKAGV SCNENEOLECIAKEOTE ETNGKANCACPPIDTKPGEIGE] =RTTCNPKEI
550 560 570 580 590 600

QECQDKKLEC VYKNHKAECK CPDDHECSRE PAKDSCSEED NGKCQSSGQR CVMENGNAVC

610 620 630 640 650
KEKSDATTAS TTTTKAKDKD PDPEKSSAAA VSATGLLLLL AATSVTAASL

Figura 11. Mapa de la 'secuencia bm86. En color amarillo indica el codon de inicio
y el codon de paro. En color rojo se presenta los iniciadores. En color verde se
presentan cuatro dominios. En negro remarcado representa los péptidos
seleccionados. No presenta péptido sefial ni hélice transmembranal.
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AAD38381.2 Bm95 protein [Rhipicephalus microplus]

10 20
VGTALFVAA VSLIVEGTAT SSTCSDRGNE FCRNAECEVY EGAEDDFVCK CERDNMYENA
70 80 90 100 110 120
BERQCHYKDT CKTRECSYGR CVESNPSKGS CVCERSDDLT LQCKIKNDYA TDCRNRGGTA
130 140 150 160 170 180
KLRTDGFIGA TCDCGEWGAM NKTTRNCVPT TCLRPDLTCK DLCEKNLLQR DSRCCQGWNT
190 200 210
ANCSAAPPAD SYCSPGSPKG PDGOCKNAGR —
250 300
EBGHECK s 1 _SDCVDKKC
310 320 330 340 350 360
HEEFMDCGVY MNRQSCYCPW KSRKPGPNVN INERLLNEYY YTVSFTENIS FDSDHCKRYE
370 380 390 400 410 420
DRVLGAIRTS IGKEVFKVEI LNCTQDIKAR LIAEKPLSKY VLRKLQACEH PIGEWCMMYP
430 440 450 460 470 480
KLLIKKNSAT EIEEENLCDS LLKNQEAAYK GQONKCVKVDN LFWFQCADGY TTTYEMTRGR
490 540
LRRSVCKAGV _ ERTTCNPKEI
550 560

QECQDKKLEC VYKNHKAECK .CPDDHECSR

Figura 12. Mapa de la secuencia de bm95. En color amarillo indica el codon de
inicio y el codén de paro. El color azul representa el péptido sefial. En color rojo se
presenta los iniciadores. En negro remarcado representa los péptidos
seleccionados. En verde se representan los cuatro dominios. No presenta hélice
transmenbranal.

La informacién utilizada para el alineamiento multiple para bm86 y bm95 es
la misma, debido a que el segmento secuenciado coincide para ambos. Para el
alineamiento se utilizé el aislado proveniente de Tamaulipas, la secuencia de la
cepa Media Joya obtenida del transcriptoma de R. microplus y la cepa de referencia
ADQ19690.1, (Figura 13). El porcentaje promedio de identidad fue del 99.39%,

56



mientras que para la similitud el porcentaje fue del 99.59%, como se observa en la

tabla 9.

ADQ19690.1
TAMAULIPAS
MEDIAJOYA

ADQ19690.1
TAMAULIPAS
MEDIAJOYA

ADQ19690.1
TAMAULIPAS
MEDIAJOYA

ADQ19690.1
TAMAULIPAS
MEDIAJOYA

MNKTTRNCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLQRDSRCCQGWNTANCSAAPPADSYCSPGSPK
MNKTTRNCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLORDSRCCQGWNTANCSAAPPADSYCSPGSPK
MNKTTRNCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLORDSRCCQGWNTANCSAAPPADSYCSPGSPK

khkkkkkhkhkhhhkhhkhkhrhkhhhhhhkhrhhhhhhhkhhhrhkhhhhhhrxhxhxhkrkrkx

GPDGQCKNACRTKEAGFVCKHGCRSTDKAYECTCPSGSTVAEDGITCKSISYTVSCTVEQ
GPDGQCKNACRTKEAGFVCKHGCRSTDKAYECTCPSGSTVAEDGITCKSISYTVSCTIVEQ
GPDGQCKNACRTKEAGFVCKHGCRSTGKAYECTCPSGFTVAEDGITCKSISYTVSCIVEQ

KXk KKAXR KKK A Rk kA Ak hkArhkkhk *hkhkkhkhrhkhkhkk *xhkhkxrxkhhhrrhkhhrxkhkxxx

KOTCRPTEDCRVQKGTVLCECPWNQHLVGDTCISDCVDKKCHEEFMDCGVYMNROSCYCP
KQTCRPTEDCRVQKGTVLCECPWNQHLVGDTCISDCVDKKCHEEFMDCGVYMNRQSCYCP
KOTCRPTEDCRVQKGTVLCECPWNQHLVGDTCISDCVDKKCHEEFMDCGVYMNRQSCYCP

kkkkkkkkkkhkhkhkhkhkhxhkhhhhhhhkhkhrhkhkhhkdhkhhhrhkhhhkhhkhxhxhxx*k

WKSRKPGPNVNINECLLNEYYYTVSFTPNISEFDSDHCKRY
WKSRKPGPNVNINECLLNEYYYTVSFTPNISFDSDHCKRY
WKSRKPGPNVNINECLLNEYYYTVSETPNISFDSDHCKRY

kkkkkkkkkkhkhkhkkhkhkhxkkhhhkhhkhxhkhkhkkkkx*k

Figura 13. Alineamiento multiple de las secuencias de los genes bm86 y bm95 de
los aislados de Tamaulipas, Media Joya y la cepa de referencia ADQ19690.1. En
amarillo se encuentran -marcadas las regiones conservadas de las diferentes
secuencias para estos genes. Se utilizé el programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple
sequence alignment.

Tabla 9. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos
de los aislados para bm86 y bm95. Se utilizé el programa SIAS, Secuences ldentites

and Similarities.

AISLADOS  TAMAULIPAS MEDIAJOYA ADQ19690.1

TAMAULIPAS 100%
MEDIA JOYA 99.09% 100%
ADQ19690.1 100% 99.09% 100%

57



Para bmvdac el mapa bioinformatico nos muestra el resumen de las
caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede observarse
en la figura 14.

ADT82652.1lmitochondrial voltage dependent anion-selective
channel, partial [Rhipicephalus microplus]

=
I’_‘
o

Figura 14. Secuencia de aminoacidos que-conforman la secuencia de bmvdac
utilizada como cepa de referencia, en color amarillo se indica la ubicacion del codén
de inicio y de paro, el color rojo indica la ubicacion de los iniciadores sentido y
antisentido, en color verde esté indicando el dominio E7CF11. En negro remarcado
se presentan los péptidos seleccionados. No existe péptido sefial y no hay hélice
transmenbranal.

Para el alineamiento multiple de bmvdac, se analizaron ocho aislados de R.
microplus ademas de la secuencia de referencia reportada en GenBank (Figura 15).
En donde se observan las zonas conservadas entre las diferentes secuencias, los
aislados -que presentan diferencias en este alineamiento son, Jalisco, Tabasco,
Sinaloa, Nayarit y Chiapas, las cuales presentan solamente un aminoacido
diferente.
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QUERETARO
NAYARIT
JATLITSCO
GUERRERO
TABASCO
TAMAULIPAS
CHIAPAS
SINALOA
GU994210.1

QUERETARO
NAYARIT
JALISCO
GUERRERO
TABASCO
TAMAULIPAS
CHIAPAS
STINALOA
GU994210.1

QUERETARO
NAYARIT
JATL.ITSCO
GUERRERO
TABASCO
TAMAULIPAS
CHIAPAS
SINALOA
GU994210.1

QUERETARO
NAYARIT
JALISCO
GUERRERO
TABASCO
TAMAULIPAS
CHIAPAS
SINALOA
GU994210.1

QUERETARO
NAYARIT
JALTISCO
GUERRERO
TABASCO
TAMAULIPAS
CHIAPAS
SINALOA
GU994210.1

MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEFGVVKLDCKSTTOTGVEENVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEGVVKLDCKSTTOTGVEENVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEGVVGLDCKSTTOQTGVEEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEFGVVKLDCKSTTOTGVEEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEFGVVKLDCKSTTOTGVEEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEFGVVKLDCKSTTOTGVEENVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEGVVKLDCKSTTOTGVEENVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEGVVKLDCKSTTOTGVEEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK
MAPPCYADLGKOARDLENKNYHEFGVVKLDCKSTTOTGVEEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK

B i e T i 2 T e i e e e

YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOQTGKKSGALKAAYKED
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTETICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKE D
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED
YRKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED
YRKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPOTGKKSGALKAAYKED

Kok Sk Sk Sk Sk sk Sk ok Sk Sk sk Sk sk Sk ok Sk ok sk Sk sk Sk ok Sk ok sk Sk ok Sk ok Sk Sk sk Sk sk Sk ok Sk ok sk Sk sk Sk ok ok ok sk Sk ok ok Sk ok sk ok sk ok ok ok ok

NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSFEFDTTKNRLSKTNEFAVGEFOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSEFDTTKNRLSKTNFAVGFOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSFEFDTTKNRLSKTNFAVGFQOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSFEFDTTKNRLSKTNFAVGEFQOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPLGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSFEFDTTKNRLSKTNFAVGEFQOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSEFDTTKNRLSKTNFAVGEFQOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSEFDTTKNRLSKTNFAVGFQOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSEFDTTKNRLSKTNFAVGFQOAGDEVLH
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYOGWLAGGOVSFEFDTTKNRLSKTNFAVGEFQOAGDEVLH

B e i i T e S i I

TNVNDGOEFAGSVEFQOQRVNPOLOTGVOQLAWTAGTNATREFGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVEFORVNPOLOTGVOLAWTAGTNATREGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVFEFORVNPOLOTGVOQLAWTAGTNATREGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVEFQOQRVNPOLOTGVOQLAWTAGTNATREFGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVEFORVNPOLOTGVOQLAWTAGTNATREFGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVEFORVNPOLOTGVOLAWITAGTNATREFGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVEFORVNPOLOTGVQOQLAWTAGTNATREGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG
TNVNDGOEFAGSVEFORVNPOLOTGVOLAWTAGTNATREFGLGCVYDLDMETSVRAKVNPSG
TNVNDGOEFAGSVEFORVNPOLOTGVOLAWTAGTNATREFGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG

B i T i T I T i e e

OIGLGEFTHRLRPGT
OIGLGEFTHRLRPG—
OIGLGEFTHRLRPGT
OIGLGEFTHRLRPGT
OIGLGEFTHRLRPGT
OIGLGFTHRLRPGT
OIGLGEFTHRLRPG—
OIGLGEFTHRLRPGT

OIGLGEFTHRLRPGT
Kok kK Sk ko ke ke kK ke ke

Figura 15. Alineamiento multiple de las secuencias del gen bmvdac de los aislados
de Jalisco, Tabasco, Chiapas, Nayarit, Querétaro, Tamaulipas, Guerrero, Sinaloa y
la cepa de referencia. GU994210.1. En amarillo estdn marcadas las regiones
conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se utiliz6 el programa
CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.

En promedio de observa un porcentaje del 99.79% de identidad y similitud

entre las'nueve secuencias de bmvdac. En seis de las nueve secuencias utilizadas

provenientes de las diferentes zonas geograficas de Meéxico, se observd un

porcentaje tanto de identidad como de similitud del 99.87 % en las secuencias de

aminoacidos de Chiapas, Nayarit, Media Joya, Querétaro, Tamaulipas y Guerrero.

En las secuencias provenientes de Jalisco, Tabasco y Sinaloa presentaron el
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99.56% en identidad y similitud. En promedio se observa un porcentaje de

variabilidad de 0.21% entre las secuencias de bmvdac, como se indica en tabla 10.

Tabla 10. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos
de los aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana
para bmvdac. Se utilizo el programa SIAS, Secuences ldentites and Similarities.

AISLADOS QUERETARO NAYARIT JALISCO GUERRERO TABASCO TAMAULIPAS CHIAPAS SINALOA GU994210.1.

QUERETARO 100%

NAYARIT 100% 100%

JALISCO 99.60% 99.60%  100%

GUERRERO 100% 100% 99.60% 100%

TABASCO 99.60% 99.60% 99.21%  99.60% 100%

TAMAULIPAS  100% 100% 99.60% 100% 99.60% 100%

CHIAPAS 100% 100% 99.60% 100% 99.60% 100% 100%

SINALOA 99.60% 99.60% 99.21%  99.60% 99.21% 99.60% 99.60% 100%

GU994210.1. 100% 100% 99.60% 100% 99.60% 100% 100% 99.60% 100%

Para Serpina el mapa bioinformatico nos muestra el resumen de las

caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede observarse
en la figura 16.
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AHC98662.1 serine protease inhibitor 11 RmS11 [Rhipicephalus microplus]

10 20 30 40 50 60
MAVNOLRDSV LiFavBENGH EREECHORRNINEESEESTSANATSHATCEARINKTASERCTY
70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180
190 200 210 220 230 240
250 260 270 280 290 300
310 320 330 340 350 360
370 380

Figura 16. Secuencia de aminoacidos que conforman la secuencia de serpina
utilizada como cepa de referencia, en color amarillo se indica la ubicacién del codén
de inicio y de paro, el color rojo indica la ubicacion de los iniciadores sentido y
antisentido, en color verde estéa indicando el dominio SERPIN. En negro remarcado
se presentan los péptidos seleccionados. No existe péptido sefial y no hay hélice

transmenbranal.

En el alineamiento multiple del gen serpina se utilizaron tres secuencias, una

proveniente de Chiapas, la Media Joya obtenida del transcriptoma de R. microplus,

asi como la cepa de referencia AHC98662 (Figura 17). El porcentaje promedio de

identidad fue del 98.21 y de similitud fue del 98.81%, como se aprecia en la tabla

11.
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MEDIAJOYA
AHC98662
CHIAPAS

MEDIAJOYA
AHC98662
CHIAPAS

MEDIAJOYA
AHC98662
CHIAPAS

MEDIAJOYA
AHC98662
CHIAPAS

MEDIAJOYA
AHC98662
CHIAPAS

Figura 17. Alineamiento multiple de las secuencias del gen serpina de los aislados
de Media Joya, Chiapas y la cepa de referencia AHC98662. En amarillo estan
marcadas las regiones conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se

YCEQTFPVLASYLSLLRDSYGATIESVDFKGDHEAVRLOANAWVERETEYKIKDLLPGGS
YCEQTFPVLASYLSLLRDSYGATIESVDFKGDHEAVRLOANAWVERETEYKIKDLLPGGS
YCEQTFPVLASYLSLLRDSYGATIESVDFKGDHEAVRLOANAWVERETGYKIKDLLPGGS

KA A A A A A A A A A Ak Ak hkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhx ,kkkkkkkkk*

VNAGTTLILINAIYFKGLWASQFKPDATRPSDFHLDSKSKKKVEMMFHKDRYRTARCQEL
VNAGTTLILINAIYFKGLWASQFKPDATRPSDFHLDSKSKKKVEMMFHKDRY STARCQEL
VNAGTTLILINAIYFKGLWASQFKPDATRPSDFHLDSKSKKKVEMMEFHKDRYSTARCQEL

KA KKK AR A A A A A A A A A A A A A A AAAAA A A A A A A A A A A A KA KA AR AR ANAAAANAANA, Ak kA kA kKK

DVEALEITYQGNKTSMVILRPNDVEGLSKLEERLTASKLASLLDNLCGFADVELYLPKFK
DVEALEITYQGNKTSMVILRPNDVEGLSKLEERLTASKLASLLDNLCGFADVELYLPKFK
DVEALEITYQGNKTSMVILRPNDVEGLSKLEERLTASKLASLLDNLCGFADVELYLPKFK

R R R R R R R I I I S S S S I S I I I I b b b b b b b b b b Rk ik b

LEQAISLKEVLQEIGIKNFFSSDADLSGMSEKKKLAASEVVHKAFVEVNEEGTEAAAATA
LEQVISLKEVLQEMGIKDFFSSDADLSGISEKKKLAASEVVHKAFVEVNEEGTEAAAATA
LEQVISLKEVLQEMGIKDFFSSDADLSGISEKKKLAASEVVHKAFVEVNEEGTEAAAATA

KAk kA A Ak hkhkhkkoehhkkhkoehhhhhhkhhhkh e khkhkhkhk kA Ak Ak kA A A A A A Ak Ak kkkkkkk kK k%

VMMVACCMSSLPPRTYKFIVDRP
VMMVACCMSSLPPRTYKFIVDRP
VMMVACCMSSLPPRTYKFIVDRC

KA KA KA KAk kkkkkkkk kKK k*

utilizé el programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.

Tabla 11. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos
de los aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana
para serpina. Se utilizé el programa SIAS, Secuences Identites and Similarities.

Para chitinasa el mapa bioinformatico nos muestra el resumen de las

caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede observarse

AISLADOS /AHC98662_1 MEDIA JOYA CHIAPAS
AHC98662"1 100%
MEDIAJOYA  98.09% 100%
CHIAPAS 99.23% 97.33% 100%

en la figura 17.
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JAC58962.1 chitinase 1 [Rhipicephalus microplus]

10 20 30 40 50 60
MELIVLPLAL LLTCALGMPQ ONESGSTTST TSPAASSSAS ANATTARTGS GAHPGPABWM

410 420

370 380 390 400
CEYVNYRDOW FCYDDAVSIONHKIDELEOECINREVVENNDINEDrRCFCGE PNILLKTIKN

430
GLTEKNELDA RLNQKE

Figura 18. Secuencia de aminoacidos que conforman la secuencia de chitinasa
utilizada como cepa de referencia, en color amarillo se indica la ubicacién del codén
de inicio y de paro, el color azul indica la presencia de péptido sefial, el color rojo
indica la ubicacién de los iniciadores sentido y antisentido, en color verde esta
indicando el dominio-Glyco 18. En negro remarcado se presentan los péptidos
seleccionados. No hay hélice transmenbranal.

En el alineamiento multiple de chitinasa se utilizaron tres secuencias, una
correspondiente al estado de Querétaro, la segunda fue la cepa Media Joya
obtenida mediante el transcriptoma de R. microplus y la cepa de referencia

JAC58962.1 (figura 19). Se observo un porcentaje promedio de identidad del 99.32
y similitud del 99.84 %, (Tabla 12 y 13).



MEDIAJOYA
JAC58962.1
QUERETARO

MEDIAJOYA
JAC58962.1
QUERETARO

MEDIAJOYA
JAC58962.1
QUERETARO

MEDIAJOYA
JAC58962.1
QUERETARO

MEDIAJOYA
JAC58962.1
QUERETARO

Figura 19. Alineamiento multiple de las secuencias del gen chitinasa de los aislados
de Media Joya, Chiapas y la cepa de referencia JAC58962.1. En amarillo estan
marcadas las regiones conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se

PAPVVCYYSAWANSRPHPANYGIKDVSGDLCTHVNFAYAGVNPQTWELKSEVPEFERNRD
PAPVVCYYSAWANSRPHPANYGIKDVSGDLCTHVNFAYAGVNPQTWELKSEVPEFERNRD
PAPVVCYYSAWANSRPHPANYGIKDVSGDLCTHVNFAYAGVNPQTWELKSEVPEFERNRD

IR RS S S S S S SR E S S TSR TSRS SRS SRS SR RS RS SR RS EE S

LFKNFTAIKTQYPOLKTLLSVGGWQHETGIFSQMVASADRRALFIESVLLWMKEYNLDGV
LFKNFTAIKTQYPQLKTLLSVGGWQHETGIFSQMVASADRRALFIESVLLWMKEYNLDGV
LFKNFTATIKTQYPQLKTLLSVGGWQHETGIFSQMIASADRRALFIESVLLWMKEYNLDGV

kkkkkkkhkkkhkhhhkkhkkxhkhhhkhkhhkhhkhhhhhhkxokhhhhhhrhhkhhhhkkxkhhhkhkxx

DMAWRFPGVSYRGGSPRDKENYASLIRELAGAFQGKDLVLTVVVPVSDEFLDPGYDVAET
DMAWREFPGVSYRGGSPRDKENYASLIRELAGAFQGKDLLLTVVVPVADEFLDPGYDVAET
DMAWRFPGVSYRGGSPRDKENYASLIRELAGAFQGKDLLLTVVVPVADEFLDPGYDVAET

kkkkkkhkkkkkhkhhhhhkkkhkhhhhhkhhhkhhhhhhrhhhkhohkhkhrhhhokhkhkbxkhhhkkxx

SKYVDWINAQAYDLRGTWNGVTDVHTPLFPRSIDLGSQATLNVKDGLARIVSLGAPKSKV
SKYVDWINAQAYDLRGTWNGVTDVHTPLFPRSIDLGSQATLNVKDGLARIVSLGAPKSKV
SKYVDWINAQAYDLRGTWNGVTDVHTPLFPRSIDLGSQATLNVKDGLARIVSLGAPKSKV

IR RS S S S S SRS SRS S EEEE SRS F TR EE S EE RS SRR SR RS TS S S

VMGIAFFGRGFTLLDPQOHGLHALINRDVPPHAGPFVRSSEIFAYYEICLNLKGN
VMGIAFFGRGFTLLDPOOHGLHALINRDVPPHAGPFVRSSEIFAYYETICLNLKGN
VMGIAFFGRGFTLLDPOQHGLHALTINRDVPPHAGPFVRSSEIFAYYEICLNLKGN

ISR RS SRS S S S ST SRS SR E RS SRS LSS E ST EEEEE TS E TR E TSRS S S S

utilizé el programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.

Tabla 12. Porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de los
aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana para

chitinasa.-Se utiliz6 el programa SIAS, Secuences Identites and Similarities.

AISLADOS  JAC58962.1 MEDIA JOYA QUERETARO

JAC58962.1 100%
MEDIA JOYA 99.32% 100%
QUERETARO 99.66% 98.98% 100%
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Tabla 13. Porcentajes de similitud entre las secuencias de aminoacidos de los
aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana para
chitinasa. Se utilizé el programa SIAS, Secuences ldentites and Similarities.

AISLADOS  JAC58962.1 MEDIA JOYA QUERETARO

JAC58962.1 100%
MEDIA JOYA 99.66% 100%
QUERETARO 100.00% 99.66% 100%

Para glutation-s-transferasa el mapa bioinformatico nos muestra el resumen
de las caracteristicas de interés con que cuenta esta secuencia, lo cual puede

observarse en la figura 20.

AAD15991.1 glutathione S-transferase [Rhipicephalus
microplus]

10 20 30 40 50 60

100

_ _ lKHGI—EGKT EAEKQRVDVS EQQF- _

130 140 150 160 170 180

210 220

190
ERAPVDRIEATLPHVARYLRS BKCIKWPLNG DMAS: 3310 Kt

Figura 19. Secuencia de aminoacidos que conforman la secuencia de glutatiéon-s-
transferasa - utilizada como cepa de referencia, en color amarillo se indica la
ubicacion del codon de inicio y de paro, el color rojo indica la ubicacion de los
iniciadores sentido y antisentido, en color verde esta indicando la presencia de dos
dominios. En negro remarcado se presentan los péptidos seleccionados. No hay
hélice transmembranal ni péptido sefial.

En el alineamiento multiple de glutation-s-transferasa con siete diferentes
aislados provenientes de Tamaulipas, Chiapas, Querétaro, Nayarit, Sinaloa,

Veracruz, Media Joya, mas la cepa de referencia AAD15991.1 (Figura 21). El
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porcentaje promedio observado en cuanto a similitud fue de 99.87, mientras que
para la identidad el porcentaje promedio fue del 99.82, en ambos parametros la
Unica secuencia que presento variacion fue la correspondiente a la cepa Media Joya

con un 99.46%, el resto de las secuencias presentaron un 100% en identidad y

similitud, (Tabla 14).

AAD15991.1

MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEEFPNL

TAMAULIPAS MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEFPNL
CHIAPAS MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEEFPNL
QUERETARO MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEFPNL
NAYARIT MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEFPNL
SINALOA MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEFPNL
VERACRUZ MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEFPNL
MEDIAJOYA MAPVLGYWDIRGLAQPIRLLLAHVDAKVDDKRYTCGPPPDFDRSSWLNEKTKLGLEFPNL

AAD15991.1

KA KA A A A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak bk hhhhhhh Ak A dAdAdAdA A A A A A AR AF A A A AR A AR ARk kKKK

PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF

TAMAULIPAS PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF
CHIAPAS PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF
QUERETARO PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF
NAYARIT PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF
SINALOA PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF
VERACRUZ PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF
MEDIAJOYA PYYIDGDVKLTQSMAILRYLARKHGLEGKTEAEKQRVDVSEQQFADFRMNWVRLCYNPDF

AAD15991.1

KA KA A A AR A A A A AR A A A A A A A AR A AR AR A A A A A AR AR A AR AR A A A AR A AR AR AR A AR A XK K

EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLTFAPDCLKDFAN

TAMAULIPAS EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLIFAPDCLKDFAN
CHIAPAS EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLTIFAPDCLKDFAN
QUERETARO EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLIFAPDCLKDFAN
NAYARIT EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLTFAPDCLKDFAN
SINALOA EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLIFAPDCLKDFAN
VERACRUZ EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLTFAPDCLKDFAN
MEDIAJOYA EKLKGDYLKNLPASLKAFSDYLGTHKFFAGDNLTYVDFIAYEMLAQHLTFAPDCLKDETN

KA KA A A AKARA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR KA A A A AR KA A A AR KKK o K

AAD15991.1 LKAFVDRIEALPHVAAY
TAMAULIPAS LKAFVDRIEALPHVAAY
CHIAPAS LKAFVDRIEALPHVAAY
QUERETARO LKAFVDRIEALPHVAAY
NAYARIT LKAFVDRIEALPHVAAY
SINALOA LKAFVDRIEALPHVAAY
VERACRUZ LKAFVDRIEALPHVAAY
MEDIAJOYA LKAFVDRIEALPHVAAY

KAk KKKk hkhkhhhkhkhkhkhkk

Figura 20. Alineamiento multiple de las secuencias del gen glutation-s-transferasa
de los aislados de Tamaulipas, Chiapas, Querétaro, Nayarit, Sinaloa, Veracruz,
Media Joya y la cepa de referencia AAD15991.1. En amarillo estdn marcadas las
regiones conservadas de las diferentes secuencias para este gen. Se utilizd el
programa CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment.
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Tabla 14. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos
de los aislados provenientes de los diferentes estados de la Republica Mexicana
para glutation-s-transferasa. Se utilizé el programa SIAS, Secuences ldentites and
Similarities.

AISLADOS AAD15991.1 MEDIA JOYA TAMAULIPAS CHIAPAS QUERETARO NAYARIT = SINALOA VERACRUZ
AAD15991.1 100%

MEDIA JOYA 99.49% 100%

TAMAULIPAS 100% 99.49% 100%

CHIAPAS 100% 99.49% 100% 100%

QUERETARO 100% 99.49% 100% 100% 100%

NAYARIT 100% 99.49% 100% 100% 100% 100%

SINALOA 100% 99.49% 100% 100% 100% 100% 100%

VERACRUZ 100% 99.48% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

En total se obtuvieron las secuencias de 41 aislados con los diferentes genes
utilizados en el presente proyecto de investigacién. los cuales, al representar
informacion generada por primera vez en México, serdn una importante aportacion
para la base de datos del GenBank.

Los péptidos seleccionados fueron cuatro por proteina, sin embargo, para
Bm86 y Bm95 los péptidos son los mismos para ambos, debido a que la secuencia
de donde se obtuvieron dichos péptidos comparten la misma identidad y similitud,
razon por la cual se obtuvieron un total de 32 péptidos, los cuales pueden

observarse en la tabla 15.
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Tabla 15. Péptidos seleccionados

Ex

Mombre del Secuencia Tamano  Localizacion
péptido

BmVDAC 1 ASLETKYKVPEYGLTLKEK 19 E5-T3
BmVDAC 2 DMTLSTEICSEEKLARGL 18 T7-94
BmVDAC 3 GALKAAYKFDNVYHLNGDVDL 20 111-130
BmVDAC 4 HTNVNDGQEFAGSVFOQRVNP 20 180-199
Emd6 y Em951 AIRTSIGKEVFKVEILNCT 19 365-384
Emd6 y Em952 TRGRLERSVCKAGVSCNEN 23 477-495
Bmd6y Bm953 NGKANCQCPPDTKPGEIG 18 h11-5238
Em86 y Em954 RTTCNPKEIQECQDKK 16 h32-547
Subolesina DWDPLHSPSGRSPKRRRCMP 20 11-30
Subolesina? RAHQIDPSPFGDVPPKLT 18 37-h4
Subolesinal DPESQHTSGLSSPYHRDAQP 19 81-99
Subolesinad CERMMKERESKIREEYDH 18 110-128
Voraxinal MQSGGEGHNKTYCISINL 16 9-23
VoraxinaZ? MMWMTASLKASRKLYTF 17 b6-82
Voraxina 3 FPSLCVAAFHAELDTVYDGEACP 21 99-120
Voraxinad VDGEACPQSEQYARLL 16 114-120
Chitinasal CYYSAWANSRPHPANYGIKDV 20 61-81
Chitinasa? SADERALFIESVLLWMEEYMLD 21 153173
Chitinasal AYDLEGTWNGVTDYHPLFP 20 246-266
Chitinasad4 LKGNWKREFDDEGKCPYVYYR 20 348-3658
Glutation-5- ARKHGLEGKTEAEKQRVDVSE 21 81-91
Transferasa?
Glutation-S- DFIAYEMLAQHLIFAPDCLED 21 157177
Transferasa?
Glutation-3- FAMLKAFVDRIEALPHVAAYL 21 173-193
Transferasal
Glutation-5- AAY LKSDKCIKWPLNGDMAS 20 195-214
Transferasad
Vitelogeninal NEKTLVKHVLNVTLEGKHEGSL 21 29-49
Vitelogenina2 FVLTYNATKTVQQLKGLHAYD 21 130150
Vitelogenina3 LTYNATKTVOQALKGLHAYDATP 22 132153
Vitelogenina4d QCLADOY AGNTVSYACRLATVY 21 161175
Serpinal Y0LSLLRDSY GATIESVDFKGD 21 107127
Serpina ERETEYKIKDLLPGGSVMNAGTT 22 140-161
Serpina3 FKPDATREPSDFHLDSKSKKKWY 21 178-198
Serpina 4 TEAALATAVMMVACCMSSLPPR 22 328-350
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La proteina quimérica resultante de los diferentes analisis bioinformaticos se
muestra en la tabla 16. Estd compuesta por 32 péptidos y un total de 652
aminoacidos, la cual las caracteristicas idoneas para ser utilizada como una vacuna
multiantigénica y multiepitopica contra garrapatas R. microplus.

Tabla 16. Disefio de proteina quimérica para ser utilizada como vacuna

multiantigénica y multiepitopica contra R. microplus.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo representa la primera investigacion respecto a la caracterizacion
de la variabilidad alélica entre aislados de R. microplus de diferentes estados de
México para los genes vitelogenina, subolesina, voraxina, bm86, bm95, bmvdac,
serpina, chitinasa y glutation-s-transferasa, considerados como antigenos
vacunales contra la garrapata tropical del ganado. De acuerdo a lo reportado por
Kaewmongkol et al. 2015, la variabilidad en la secuencia obtenida de la garrapata
R. microplus para Bm86 es una posible explicacion referente al rango de eficacia
presentada en la vacuna contra este parasito, utilizando como antigeno la proteina
recombinante Bm86. Debido a esto, para amplificar los nueve genes utilizados en
la presente investigacion, se seleccionaron aislados representativos de diferentes
areas geograficas de México, para de esta manera determinar la variabilidad entre

las secuencias provenientes de diferentes estados del pais.

Las secuencias obtenidas de los 41 aislados con los diferentes genes
utilizados en el presente proyecto de investigacion, representan informacién
generada por primera vez en México y en el mundo, lo cual significa una importante
aportacion tanto para la base de datos del GenBank como para la integracion de

nuevos candidatos vacunales contra R. microplus.

De acuerdo a los datos publicados por Garcia-Garcia et al. 1999, la
variabilidad 'superior al 3.4% entre las diferentes secuencias es suficiente para
producir una respuesta inmune ineficiente, por lo que es importante destacar que la
variabilidad entre las secuencias de aminoacidos de los aislados en el presente
estudio fue el siguiente para los diferentes genes; para vitelogenina no se observo
variabilidad, ya que las secuencias presentaron un 100% de identidad y similitud.

Para subolesina se observa una variabilidad del 0.13%. Para voraxina se observa
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el 1.31% de variabilidad en identidad y el 1.23% de variabilidad en similitud. Para
bm86 y bm95 la variabilidad promedio fue de 0.67% respecto a la identidad y 0.41
para similitud. Para bmvdac se obtuvo una variabilidad de 0.21%. Para serpina se
obtuvieron porcentajes promedio de identidad del 1.79 y 1.2 para similitud. Para
chitinasa se obtuvo un 0.68% de identidad y un 0.16% para similitud, por ultimo,
para glutation-s-transferasa se obtuvo un promedio de 0.13% para identidad y un
0.12% para similitud y, por consiguiente, con este analisis se considera que
vitelogenina, subolesina, voraxina, bm86, bm95, bmvdac, serpina, chitinasa y
glutatién-s-tranferasa son antigenos que se encuentran conservados en secuencias
definidas de las poblaciones de R. microplus de las diferentes zonas geograficas

del pais.

Considerando la baja variabilidad alélica presentada entre las secuencias de
los aislados de R. microplus de los diferentes estados de México, se concluye que
vitelogenina, subolesina, voraxina, bm86, bm95, bmvdac, serpina, chitinasa y
glutatién-s-tranferasa utilizados en la presente investigacibn son antigenos que
presentan secuencias altamente conservadas en aislados de México, por lo que
pueden ser considerados como potenciales candidatos vacunales de acuerdo a lo
reportado por Freeman et al. 2010, donde sugiere que existe una correlacion inversa
entre la eficacia de la vacuna y la variacion del locus; por lo tanto, esta informacién
es relevante para la seleccion de antigenos empleados en las vacunas contra
garrapatas R. microplus. Se sugiere la realizacion de evaluaciones in vivo tanto de
los péptidos en forma individual como en su conjunto como proteina quimérica

integrada por los 32 péptidos, para determinar su efectividad como inmunégenos.
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CAPITULO VI

7.1 CONCLUSIONES GENERALES

Este reporte representa la primera investigacion respecto al grado de conservacion
entre aislados de R. microplus de diferentes estados de México para cada uno de
los genes utilizados, los cuales tienen la caracteristica de ser antigenos vacunales

contra garrapatas.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion demuestran que
conocer la variabilidad alélica de las secuencias de los aislados de diferentes zonas
geograficas es una excelente estrategia para ser utilizada al proyectar la inclusién
de una vacuna para el control de la garrapata. El conocer el grado de conservacion
de las secuencias, es una herramienta de gran importancia para la toma de
decisiones en el desarrollo de vacunas, y de esta manera lograr el desarrollo de
antigenos vacunales que brinden una respuesta inmune 6ptima De acuerdo a lo
reportado por Kaewmonggkol et al. 2015. La posible explicacion referente al rango
de eficacia en las vacunas contra R. microplus elaboradas a partir de la proteina
completa de Bm86 fue la variabilidad existente en la secuencia utilizada. De acuerdo
a Garcia-Garcia et al. 1999, una variabilidad del 3.4% en la secuencia de Bm86
entre las diferentes cepas puede ser suficiente para ocasionar una respuesta
inmune ineficiente. Esto sugiere que un candidato vacunal debe ser conservado en
su secuencia de aminoacidos entre las distintas cepas o aislados para poder ser
eficaz. Por lo que la informacién presentada en este trabajo de investigacion es de
gran relevancia para su utilizacion en el desarrollo exitoso de vacunas contra R.
microplus. Por lo que es de suma importancia continuar con las investigaciones para
la evaluacién de los péptidos y de la proteina quimeérica in vivo, para determinar su

efectividad como inmundgenos.
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CAPITULO X

10.1 ANEXOS

Figura 9 Garrapata R. microplus para diseccion.

Diseccion de garrapata R. microplus para la extraccion de intestino.

Extraccion de ovarios de R. microplus.
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Gel de agarosa donde se observa el ADN obtenido de la extraccién en R. microplus de las 10
diferentes cepas de México.
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Amplificaciéon de los diferentes genes. VT(vitelogenina), VX(voravina), VD(VDAC), SR(serpina),
GL(glutation), SB(subolesina), QT(chitinasa), bm86 ybBm95.
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Summary

Disfribution of the top 100 BlastHits on 100 subjectsequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores

W <40 W 40-50 50-80 W 80-200 MW >=200
1 e 1 Quen 1 1
1 a0 180 270 360 450
Description ;‘:2?_(8 ;—::L S;\?g \.raIIEue Ident Accession
- Rhipicephalus icroplus mitochondrial volatge dependent anion-selective cha 832 832  97% 0.0 99% gil315142888|GU994210.1
TPA: Amblyomma variegatum porin/voltage-dependent anion-selective channe 558 558 97% 5e-155 86% gil325303339|BK007268.1
Ixodes s€apularis voltage-dependent anion-selective channel, putative, mRNA 444 444 97% 8e-121 81% gil241061133(XM_002408021.1
PREDICTED: Oryzias latipes voltage-dependent anion-selective channel prot¢ 150 150  91%  3e-32 68% gil1174647764[XM_004074453.3
J“PREDICTED: Labrus bergylta voltage-dependent anion-selective channel prot 145 145  90% 1e-30 68% gil1168930753(XM_020652955.1
| (9 PREDICTED: Labrus bergylta voltage-dependent anion-selective channel prot 145 145 78% 1e-30 69% qil11689307571XM_020652954.1
|'>_' PREDICTED: Takifugu rubripes voltage-dependent anion channel 1 (vdac1). m 145 145 82% 1e-30 68% gil7668939134XM_003970975.2
| PREDICTED: Oryzias latipes voltage-dependent anion-selective channel prot¢ 143 143 89% 4e-30 68% gil1174647763[XM_004074454.3

Resultados de la secuenciacion de bmvdac con aislado Querétaro.
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PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE GARRAPATA

1.-Colocar las garrapatas en un tubo de 1.5 mi

2.-Congelar las garrapatas

3.-Colocar nitrégeno liquido en un mortero, agregar las garrapatas y macerarlas
4.-Pasar las garrapatas macerada a un tubo de 1.5 ml

5.-Agragar 180 p de buffer ATL

6.-Agregar 20 p de proteinasa K

7.-Agregar 200 p de RBC

8.-Homogenizar en vortex

9.-Incubar a 55°C durante al menos 3 horas o dejar toda la noche
10.-Homogenizar en vortex

11.-Centrifugar a 2500 rpm por 1 minuto

12.-Tomar el sobrenadante y pasarlo a un nuevo tubo

13.-Agregar 200 p de buffer AL y homogenizar en vortex

14.-Incubar a 70°C por 10 minutos

15.-Agregar 200 p ETOH grado biologia molecular y mezclar por inversion
16.-Pasar por la columna

17.-Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto, repetir hasta que pase todo el liquido
18.-Desechar tubo de colecta y colocar uno nuevo

19.-Agregar 500 u de buffer AW1

20.-Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto
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21.-Agregar 500 p de buffer AW2

22.-Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto

23.-Centrifugar a 12000 rpm por 1 minuto para secar la columna
24.-Poner tubo nuevo y agregar 100 p de buffer AE
25.-Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto

26.-Antes de centrifugar, incubar a 38°C durante 5 minutos

27.-Agregar 5 p de RNAsa, homogenizar e incubar a 38°C durante 5 minutos.
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