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1. ABSTRACT

Ticks are a major a major negative factor in exploitation of animals around the
world because of the diseases they transmit and the economic loss they generate
in livestock. The tick Rhipicephalus microplus (formerly microplus) is considered
one of the main ectoparasites of cattle in most tropical and subtropical countries
worldwide. In Mexico, R. microplus is the main species under control. Result of a
50 year long struggle lead by National Campaign Against Tick (NOM-019-ZOO-
1994; SAGARPA 2013).The primary method of control is the use of acaricides.
However, chemical control has become inefficient because of development of
resistance against these products. Given the variability of mechanisms of
resistance of ticks to acaricides, alternative methods, such as immunological

control, have been explored.

Available commercial vaccines against cattle tick R. microplus are Gavac ® (Cuba)
and TickGARD (Australia). They are based on midgut antigen Bm86 and have
been both tested in the field with reasonable success. However, the effectiveness
of the vaccine depends on occurrence of different Bm86 genotypes in different
geographical regions of the world, which is why the vaccine should be designed
considering regional antigenic variants. In this study, we isolated and sequenced
the coding transcript for protein Bm86 from RNA R. microplus from Colima,
Mexico. Data obtained were submitted to a molecular-phylogenetic analysis.
Previous studies have shown that variations in amino acid sequences greater than
3% are less efficient in vaccine design. All our samples remained above this value.
We also noted that Colima and Texas strains showed very close phylogenetic
relationships and high percentages of identity and similarity between them and not

with reference strain Yeerongpilly, where the commercial vaccine was originally

Vi
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obtained from. Our results might help to explain the low efficiency of the

commercial vaccine in Mexico as well as to suggest new vaccine candidates.

Vi
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2. RESUMEN

Las garrapatas, por las enfermedades que transmiten y por las pérdidas
econémicas que generan a la ganaderia, son una de las principales limitantes de
la explotacion de bovinos en el mundo. La garrapata Rhipicephalus microplus
(anteriormente conocida como Boophilus microplus) es considera como uno de
los principales ectoparasitos de los bovinos en la mayor parte de los paises
tropicales y subtropicales a nivel mundial. En México, R. microplus es la especie
principal bajo control, esta ha sido combatida por mas de 50 afios por la Campafa
Nacional contra la Garrapata (NOM-019-ZO0-1994; SAGARPA 2013). El principal
método de control es la aplicacion de ixodicidas, sin embargo, el control quimico
se ha vuelto ineficaz debido a la aparicion de garrapatas resistentes a estos
productos. Dada la variabilidad de mecanismos de resistencia de las garrapatas a

los parasiticidas, se han buscado métodos alternativos como el inmunoldégico.

Las vacunas comerciales (Gavac ® de Cuba y TickGARD de Australia) para el
control de la garrapata R. microplus, que afecta al ganado bovino, basadas en el
antigeno del intestino medio denominado como Bm86 han sido probadas en
campo con un éxito aceptable, sin embargo la efectividad de la vacuna esta sujeta
a la prevalencia de los diferentes genotipos de Bm86 en las distintas regiones
geograficas del mundo, dicha prevalencia indica adaptaciones especificas durante
el curso de la evolucion, es por ello que la vacuna contra la garrapata deben ser
elaboradas con variantes antigénicas propias de cada region. En el presente
trabajo, aislamos y secuenciamos el gen Bm86 a partir de garrapatas R. microplus
provenientes de Colima, México, los datos obtenidos, fueron sometimos a un
analisis filogenético-molecular. Estudios anteriores demuestran que variaciones en
la secuencia de aminoacidos mayores a 3%, son mas probables para producir

menor eficacia en la vacuna el porcentaje de variacion para todos nuestros

viii
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aislados se mantuvo por encima de este valor. Observamos también que las
cepas de Colima y las texanas mantienen relaciones filogenéticas muy cercanas y
a la vez, guardan porcentajes de identidad/similitud fuertes entre ellas, no asi con
la cepa de referencia Yeerongpilly de donde se obtuvo originalmente la vacuna.
Los datos moleculares obtenidos contribuirdn a aclarar el bajo rendimiento de la

vacuna comercial en México y a su vez proponer nuevos candidatos vacunales.
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3. INTRODUCCION GENERAL

3.1. GENERALIDADES DE LAS GARRAPATAS

Las garrapatas son parasitos externos altamente especializados del orden de los
acaros que forman parte de los artropodos, que en griego significa “los que tienen
patas articuladas. Atacan a una gran diversidad de especies animales, de quienes
se alimentan de su sangre para sobrevivir y reproducirse, entre los hospederos
gue ataca, estdn el humano y los bovinos, ocasionando problemas de salud
publica y grandes pérdidas econdmicas a la ganaderia. La severidad del problema
depende del nicho ecolégico, de las especies de garrapata involucradas y de la
poblacién de hospederos (Tene 2002; Cordero del Campillo et al., 1999).

Conviene sefalar que varias especies de estos acaros requieren de uno a tres
hospederos, para completar su ciclo de vida. Existe una total dependencia del
consumo de sangre por parte del parasito, quien, ademas es reservorio potencial
de agentes infecciosos. Estos agentes pueden ser trasmitidos por la garrapata a
los hospederos y desencadenar en cuestion de dias o semanas alguna
enfermedad (Tene 2002, Cen et al., 1998).

3.1.1. Clasificacion taxondémica
La clasificacion taxonOmica de las garrapatas tradicionalmente se ha hecho
mediante el empleo de técnicas convencionales basadas en las caracteristicas

morfologicas, bioldgicas y ecoldgicas (Clifford et al., 1964).

El grupo de estos artropodos, incluyen cerca de 825 especies divididas en tres
familias (Tabla 1): la Argasidae (garrapatas blandas), la Ixodidae (garrapatas

duras) y la Nuttallidae, que vive en Africa y comprende una sola especie, la
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Nuttalliella namaque (Tene 2002; Dominguez et al., 2010; Cordero del Campillo et
al., 1999; Dwight 2011).

La familia Ixodidae, también denominadas garrapatas duras, se caracterizan por
tener un escudo dorsal y no pueden sobrevivir por largo tiempo sin un ambiente
adecuado. Son de forma oval, aplanada dorsalmente en estado de ayuno y
globosa cuando estan repletas; con dimensiones que van de 1-12mm de longitud,
y con una variacion en su color de amarillento a café obscuro (Tene 2002; Dwight
2011). El género Boophilus se encuentra en México, Australia, Centro y Oeste de
Africa, El Sudan, El Mediterraneo, Sudamérica y en el Oriente y Poniente de la
India (Tene 2002).

Tabla 1. Taxonomia de la garrapata.
* Los géneros (1), (2) y (3) corresponden a las familias del mismo ndmero, (Hoskins, 1991).

NIVEL UBICACION

Reino Animal

Phylum Arthropoda

Subphylum Chelicerata

Clase Arachnida

Orden Acarina

Grupo Parasitiformes

Suborden Ixodoidea

Familia Ixodidae ()*
Argasidae (2)*
Nuttallidae 3)*

Géneros Boophilus (1)* (ssp)microplus, annulatus.
Artricola (2)*
Nuttalliella 3)*

3.2. R. Microplus ES LA ESPECIE DE IMPORTANCIA EN MEXICO
En México se han identificado 77 especies de garrapatas que afectan al ganado
bovino y al hombre. En la ganaderia bovina nacional las garrapatas de
importancia son las siguientes especies: Rhipicephalus microplus (anteriormente
conocida como Boophilus microplus), B. anulatus, Amblyomma cajennense, A.
imitador. A. maculatum, A. triste, A. americanum y Anocentor nitens. Sin embargo,

las dos especies de mayor importancia para el ganado bovino en México son R.
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microplus y A. cajennense. R. microplus es el género que se estudia en este
trabajo, ya que destaca por ser la especie principal bajo control por la Campafia
Nacional contra la Garrapata (NOM-019-ZO0-1994; Rodriguez 2006).

R. microplus es una garrapata dura que se puede encontrar en diversos
huéspedes, entre ellos el ganado bovino, bufalos, caballos, asnos, cabras, ovejas,
ciervos, cerdos, perros y algunos animales silvestres (Rodriguez et al.,2006). Se
considera uno de los principales ectoparasitos de los bovinos en la mayor parte de
los paises tropicales y subtropicales a nivel mundial, se distribuye
geogréaficamente entre los paralelos 32 de los hemisferios norte y sur (Solis 1991,
Lima et al., 2000; Alonso-Diaz et al., 2006).

3.2.1. Impacto econémico negativo de R. microplus a la ganaderia
El impacto econdémico negativo de R. microplus a la ganaderia se debe por un
lado al dafio causado por el ectoparasito a la piel y la sangria provocada lo que
termina afectando los parametros productivos y por otro lado al efecto dado por los
agentes etiolégicos que transmiten Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma

marginale (Cen et al., 1998; De la Fuente et al., 1995).

En México, ademas, un problema latente es el impacto econémico de la garrapata
al ganado mexicano de exportacion, este repercute negativamente en los tratados
comerciales con Estados Unidos de Norte América, el principal socio comercial de
México. Existe siempre el riesgo del cierre de la frontera, al representar un factor
de riesgo para la ganaderia de aquel pais (Freeman et. al., 2010; Skaggs et al.,
2004).
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3.3. EL USO DE INSECTICIDAS CONTRA LA GARRAPATA
La distribucién geogréfica de las garrapatas en México (Figura 1), obedece a
factores ambientales como la humedad relativa, la temperatura, la vegetacion, la
altitud, la presencia y abundancia de hospederos y las practicas de control o
erradicacion que el hombre ejerce sobre las poblaciones de garrapatas (Rodriguez
2006).

El principal método de control de Boophilus spp es la aplicacién de ixodicidas
(Sutherst, 1983; Fragoso et al., 1999; Redondo et al., 1999). El método quimico
utilizado como herramienta de control, se puede aplicar considerando varias
estrategias de aplicacion y formulacién del producto, la seleccion depende de la
idiosincrasia de los productores, recursos disponibles y el impacto econémico al

sistema productivo (Rodriguez 2006).

La Campafia Nacional contra la Garrapata contempla estrategias y acciones
basicas para el control de R. microplus, estas se ejercen de manera coordinada
con diversas dependencias oficiales y privadas, las cuales incluyen capacitacion,
monitoreo, vigilancia epidemioldgica, supervision de bafios de linea y estaciones
cuarentenarias y  coordinacion con el Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal (CENAPA) como institucion oficial de referencia en
parasitologia (SENASICA 2010; SAGARPA 2013).

Estos esfuerzos han sido muy importantes y han logrado mantener zonas libres y
limitar hasta cierto punto la reproduccion de la garrapata en las zonas bajo control
(Rodriguez et al., 2006), sin embargo, el control quimico se ha vuelto ineficaz en
algunas regiones debido a la aparicion de garrapatas resistentes a estos
productos, el desarrollo de resistencia a insecticidas no es un fenébmeno aislado ya

gue se han encontrado cepas resistentes a insecticidas en muchos lugares del
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mundo, este es un grave problema para el control de la garrapata, ya que la
disponibilidad de nuevos antiparasitarios es cada vez mas escasa debido a que el
desarrollo de nuevos acaricidas es un proceso costoso y prolongado (Fragoso et
al., 1999; Alonso-Diaz et al., 2006).

‘ CUAL SE ESTABLECELA CAMPANA N @Cl()Nz\L
TROL DE LA GARRAPATA Boophllusqpp

']

27 DE ENERO DE 2014

LIBRE

B ERRADICACION

CONTROL

Figura 1. Situacion actual de la Campafa Nacional NOM-019-ZOO-1995 contra la garrapata R.
microplus.

En el mapa se observa la situacion actual de La Campafa contra la Garrapata en el pais: La Fase libre en
color verde, esta ocupa el 47.88% del territorio nacional. La Fase de erradicacion en color amarillo representa
un 0.57%. Las areas en Fase de control en color rojo que representan el 51.5% del pais. Fuente: Servicio
Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)

http://www.senasica.gob.mx/?id=4393
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3.3.1. Desarrollo de resistencia alos acaricidas

El desarrollo de resistencia en las poblaciones de insectos es un proceso evolutivo
gue aparece por seleccion genética. Cuando un insecticida es utilizado
intensivamente, ocasiona una fuerte presion de seleccion que elimina los
individuos susceptibles, convirtiéendose el insecticida en el agente de seleccion
mas importante (Lee et al., 1999), (Figura 2). Casi todo el siglo pasado, la
investigacion dirigi6 sus esfuerzos al desarrollo de estrategias de control y
erradicacion a través de insecticidas, ya fuera solos o en combinacién con otros
métodos tradicionales de control, pero tan solo lograron un éxito parcial (Angus,
1996). El uso de acaricidas tiene como desventajas adicionales que contamina el
ambiente y los productos carnicos y lacteos (Graf et al., 2004).

T T

¥ Y A )
%= ."-. - Eaph . N5 -
- N e g .

T S5 ™ ‘ I & "‘, L ]
N > W § > eV *
o - ®

T Descendientes que Poblacién'de garrapatas
genéticos de resistencia heredan rasgos de e
resistencia

# suscepTiBLES
#. RESISTENTES
Figura 2. Esquema del desarrollo de resistencia a los garrapaticidas.

Fuente: Rosario et al., 2010, Memorias del ler. Simposium de Salud y Produccion de Bovinos de Carne en la
Zona Norte-Centro de México.
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3.3.2. Mecanismos de resistencia
Los mecanismos de resistencia de la garrapata a los insecticidas se asocian ya
sea con la modificacion del comportamiento para evitar el contacto con el
insecticida, la resistencia a la penetracibn del quimico por modificacién del
exoesqueleto y la resistencia metabdlica por detoxificacion del quimico por
procesos enzimaticos (Miller, 1998; Metcalf, 1989; Angus 1996; revisado por
Alonso Diaz et al., 2006).

3.3.3. El método inmunolégico

Dada la variabilidad de mecanismos de resistencia de las garrapatas a los
garrapaticidas, se han buscado métodos alternativos como el inmunoldgico, es asi
gue a finales de la década de los 80s una glicoproteina situada en la superficie
luminal de la membrana plasmatica de las células epiteliales del intestino de
garrapatas, fue caracterizada, secuenciada y denominada como Bm86 (Rand et
al., 1989), dicha molécula, se utilizé para vacunar al ganado y se observo que eran
capaz de estimular una respuesta inmune que protegia a los bovinos contra la
posterior infestacion (Tellam et al., 1992; Cobon et al., 1995; Willadsen et al.,
1995; De la Fuente et al., 1998).

3.4. EL GEN BM86

El gen tiene una longitud de 650 AA (Tabla 2), es una glicoproteina (cadena AA
20-627) presente en las células epiteliales del intestino medio (Rand et al., 1989),
se caracteriza por multiples repeticiones correspondientes a 7 dominios de tipo
Factor de Crecimiento Epitelial (EGF por sus siglas en inglés), tiene también
regiones transmembrana o hidréfobas carboxilo-terminal (Nijhof et al., 2010, Rand
et al., 1989). No se conoce bien la funcién biologica del antigeno, aunque se le ha
asociado con mecanismos de endocitosis por parte de las células epiteliales del

intestino de la garrapata (Riding et al., 1994).
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Tabla 2. Estructura de la proteina Bm86.

Se muestra la estructura de la proteina Bm86, el péptido sefial y el propéptido que son removidos en la forma
madura, asi como los 7 dominios correspondiente a factores de crecimiento epitelial, EGF por sus siglas en
inglés y la posicibn que cada uno de estos ocupa en la cadena. Fuente: Modificada de
http://www.uniprot.org/uniprot/P20736

Posicion  Longitud Descripcion Vista Grafica
Péptido 1-19 19
sefial
Procesamiento Cadena 20-627 608 Glicoproteina Ag .
de la molécula Bm86
Propéptido 628-650 23 Removido en la forma
madura

Dominio 20-66 47 EGF 1 d

Dominio 67-104 38 EGF 2 —

Dominio 205-247 43 EGF 3

Dominio 251-292 42 EGF 4

Regiones Dominio  291-335 45 EGF5
Dominio 482-530 49 EGF 6 [ —
Dominio 531-568 38 EGF7 -

Sesgo de 601-627 27 5
composicion

3.4.1. Lavacuna comercial

Hoy en dia, vacunas basadas en el antigeno Bm86, Gavac ® (Heber Biotec, La
Habana, Cuba), TickGARD (Hoechst Salud Animal; Australia), y TickGARD "YS
(Intervet Australia, Australia) estan disponible de manera comercial (de la Fuente y
Kocan 2006; Odongo et al.,2007), sin embargo la especificidad de la vacuna
contra la R. microplus es menor en México, es posible que esto se deba al
polimorfismo genético entre las cepas de R. microplus que ya ha sido reportado

por varios autores (Cobon et al., 1995, 1997; Garcia Garcia et al., 1999 ).

Ademas del antigeno Bm86 y sus variantes, se han venido investigando otros
entre los que se encuentran en etapa experimental como candidatos a vacuna, el
Bm91l (Willadsen et al., 1996), ferritin 2 (Hajdusek et al., 2010), extractos de
glandula salival de garrapata (Jittapalapong et al., 2008), RAS-3, RAS-4 y RIM36



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Odongo%20D%22%5BAuthor%5D
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(Bishop et al., 2002; Imamura et al., 2008), vitellin-degrading enzyme (VTDCE)
(Seixas et al., 2008), el fragmento sintético n-terminal del BMti (Andreotti, 2007) y
el BD86 (Kopp et al.,, 2009) entre otros. Estos antigenos han demostrado tener
mayor 0 menor éxito, sin embargo ninguno de ellos ha alcanzado la fase
comercial, y seguramente su efectividad estara sujeta a las variables antigénicas
de las cepas de garrapatas de donde fueron clonadas (Guerrero et al 2012;
Nuttall et al., 2006).

3.4.2. Especificidad de la vacuna en México
Es interesante observar que la especificidad de la vacuna contra la R. microplus
es menor en México que en cuba, considerando, como se explicdé anteriormente,
gue la vacuna ha demostrado especificidad cruzada contra otras especies de
garrapata. Es posible que esto se deba al polimorfismo genético entre las cepas
de R. microplus y que ha sido reportado por varios autores (Rodriguez et al.,
1994; Cobon et al., 1995, 1997; Garcia Garcia et al., 1999 ).

Con la disposicion de nuevas técnicas moleculares, distintos investigadores han
estado buscando las variantes antigénicas del gen Bm86 especificas de las cepas
de garrapata propias de diversas regiones del mundo. Por ejemplo, Sugurman et
al., (2010) clonaron el antigeno Bm95 de garrapatas de la India, Jittapalapong et
al., (2008b, 2010) reportan el antigeno rBm95 (KU-VAC1) derivado del R.
microplus de Tailandia y Azhahianambi et al., (2009) clonaron el antigeno rHaa86

a partir de Hyalomma anatolicum anatolicum de la India.
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3.5. IXODIDOSIS EN COLIMA
El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), publicé en septiembre de 2012 las 19 entidades en México, que se
encuentran autorizadas para exportar ganado a Estados Unidos: Sonora,
Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Nuevo Ledn, Zacatecas, Coahuila, Veracruz,
Sinaloa, Jalisco, Colima, Nayarit, Yucatan, Puebla, Guanajuato, Querétaro,
Quintana Roo, Baja California y Aguascalientes (SENASICA 2012)

http://www.senasica.gob.mx/?idnot=1237.

La Direccién General de Salud Animal, Direccion de Epidemiologia y Andlisis de
Riesgo, declar6 dos Municipios del estado de Colima (Coquimatlan y Colima),
como afectados por ixodidosis (Figura 3), (SAGARPA 2013), por lo que el estado
esta clasificado en fase de control por la Campafa Nacional contra la Garrapata
(NOM-019-Z00-1994; Rodriguez 2006). Colima es ademas una de las 19
entidades que exportan ganado a Estados Unidos por lo que la garrapata genera

un impacto negativo en los tratados comerciales con este pais.

10
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Municipio  |IN" de focos
Colima 1
Coquimatlin 2
Total 3

Figura 3. Mapa de los municipios de Colima afectados por ixodidosis.

Se observan en el mapa el estado de Colima, en color azul claro los municipios afectados por la
garrapata R. microplus en Colima (Coquimatlan y Colima), Fuente: Modificada de una publicacion
de la Direccién General de Salud Animal, Direccién de Epidemiologia y Andlisis de Riesgo México
2013.

El problema de las garrapatas es que amenazan seriamente la exportacion de
ganado bovino a los Estados Unidos, la cual es una actividad econémicamente
muy importante para la ganaderia mexicana, que genera divisas por el orden de
los 700 millones de dolares anualmente (Rosario et al., 2009), sin embargo, esta
actividad se ve seriamente amenazada por lo que la presencia de este fenémeno
se ha convertido en una emergencia sanitaria de fuerte impacto para la

movilizacion y comercializacion del ganado (Miller, 1998).

11
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3.6. PLATAFORMAS PARA EL ANALISIS FILOGENETICO
Debido a la necesidad de estudiar un gran numero de genes, se estan
desarrollando tecnologias de alto rendimiento, utilizando procedimientos
automatizados y un sistema de bioinforméatica para manejar los amplios datos
generados en plataformas y hacer andlisis moleculares y filogenéticos (Cazorla et
al., 2002). Hoy en dia, existe un sin numero de programas para realizar dichos
analisis, la eleccion del mismo depende de la naturaleza de cada matriz de datos
en particular y de lo que se busque estudiar. En este trabajo utilizamos las

siguientes plataformas para nuestra matriz de datos:

Mega 6: Es un software desarrollado para llevar a cabo la alineacion de
secuencias, inferir arboles filogenéticos, la estimacion de los tiempos de
divergencia, extraccion de datos en linea, la estimacion de las tasas de evolucion
molecular, inferir secuencias ancestrales, y comprobar hipotesis evolutivas
(Tamura et al., 2013).

CodonCode Aligner: Es un software que permite entre otras cosas alinear y
ensamblar secuencias, encontrar y analizar inserciones Yy deleciones
heterocigoticas, alinear aislados con cepas de referencia, definir secuencias

consenso (CodonCode Corporation, www.codoncode.com).

jModelTest: Es una herramienta para llevar a cabo la seleccion estadistica de los
mejores modelos de ajuste de sustitucion de nucleétidos. Implementa cinco
diferentes estrategias de seleccién de modelo: pruebas jerarquicas y dinamicas de
coeficiente de riesgo (hLRT y DLRT), Akaike y el criterio de informacion bayesiano
(AIC y BIC), y un método de la teoria de decision (DT). También proporciona

estimaciones de incertidumbre de seleccion de modelo, importancias de

12
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parametros y estimaciones de los parametros promediados entre modelos,
incluyendo topologias de arboles modelo promediada (Darriba et al., 2012).

RAXML: Es un software que emplea pruebas heuristicas para reducir
drasticamente los tiempos de busqueda de verosimilitud, estas son: 1) la
construccién de un arbol de partida inicial en virtud de la parsimonia utilizando
adicion gradual al azar, 2) el uso de Lazy subarbol de reordenamientos
intercambio de rama, lo que ahorra tiempo, por multiples razones, principalmente
por la optimizacién de la rama sélo ocurre para las ramas adyacentes al punto de
insercion, 3 ) utilizando GTR + CAT (GTR por sitio categorias de tipos ) en lugar
de GTR + GAMMA , y 4) el uso de un templado simulado el cual incorpora un
calendario de enfriamiento y permite a los " backward steps " durante el proceso
de hill-climbing. (Stamatakis 2006).

FigTree: Es un visor grafico de arboles filogenéticos, ademas que permite la
edicion y  produccion de figuras de  arboles para  publicar

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

MatGAT (Matrix Tool Global Alignment): es un generador de matriz de
similitud/identidad simple, calcula la similitud e identidad entre cada par de
secuencias de DNA o de proteinas en un conjunto de datos dado sin necesidad de

un alineamiento previo de los datos (Campanella et al., 2003).
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4. REVISION DE LITERATURA

Globalmente las garrapatas son un problema tanto por las enfermedades que
transmiten como por las pérdidas econdmicas que a la ganaderia ellas generan.
Se estima que el 80% del ganado en el mundo esté infestado con garrapata (De la
Fuente et al., 2007).

En México la garrapata ha sido combatida por mas de 50 afios por la Campafia
Nacional contra la Garrapata (NOM-019-Z00-1994), ésta contempla estrategias y
acciones basicas para el control de la R. microplus que se ejercen de manera
coordinada con diversas dependencias oficiales y privadas, las cuales incluyen,
capacitacion, monitoreo, vigilancia epidemioldgica, supervision de bafos de linea
y estaciones cuarentenarias y coordinaciéon con el Centro Nacional de Servicios
de Constatacion en Salud Animal (CENAPA) como institucion oficial de referencia
en parasitologia (SENASICA, 2010).

Estos esfuerzos han sido muy importantes y han logrado mantener zonas libres y
limitar hasta cierto punto la reproduccion de la garrapata en las zonas bajo control.
Sin embargo, el control quimico se ha vuelto ineficaz en algunas regiones debido a
la aparicibn de garrapatas resistentes a estos productos, el desarrollo de
resistencia a insecticidas no es un fendmeno aislado ya que se han encontrado
cepas resistentes a insecticidas en muchos lugares del mundo y es un grave
problema para el control de la garrapata, ya que la disponibilidad de nuevos
antiparasitarios es cada vez mas escasa debido a que el desarrollo de nuevos
acaricidas es un proceso costoso y prolongado (Fragoso et al., 1999; Alonso-Diaz
et al., 2006).

14
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La “Fase Libre” ocupa una porcién importante del Norte del pais, asi como areas
del centro y comprende 94.4 millones de hectareas (parte de los estados de
Chihuahua, Coahuila, Nuevo Le6n, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, el Altiplano
de San Luis Potosi, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Puebla y todo el
territorio de los estados de Baja California, Sonora, Aguascalientes, Tlaxcala y
Distrito Federa), las cuales equivalen al 47.88% del Territorio Nacional.

Las zonas en Erradicacion cuentan con 1.1 millones de hectareas que se ubican
en las areas en las cuales el parasito ha sido eliminado por efectos de la Campafia
y representan un 0.57%.

Las areas en Fase de Control alcanzan una superficie total de 101.6 millones de
hectareas y representan el 51.5% del pais (el litoral del Golfo de México y del
Pacifico y en la parte Sur del Territorio Nacional).

En estas areas se realizan acciones para el control de la garrapata R. microplus a
través de tratamientos estratégicos y selectivos dependiendo de la época del afio,
la carga parasitaria por animal (infestacion) y el porcentaje de animales infestados
por el ectoparasito. En estas zonas la presion que se ha ejercido durante los
ultimos afios ha propiciado la resistencia de la poblacion de garrapatas R.
microplus a los garrapaticidas organofosforados y piretroides en los estados de
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Chiapas, Oaxaca, San Luis Potosi, Jalisco,
Yucatan, Colima, Guerrero, Michoacan, Puebla, Nuevo Ledn, Hidalgo, Querétaro,
Nayarit y Sinaloa (SENASICA, 2010).

Dada la variabilidad de mecanismos de resistencia de las garrapatas a los
garrapaticidas, se han buscado métodos alternativos como el inmunoldgico, es asi

gue a finales de la década de los 80s, con fines inmunolégicos, una proteina de
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las células intestinales de la garrapata R. microplus, fue caracterizada,
secuenciada y denominada como Bm86 (Rand et al., 1989), esta proteina
recombinante ha sido utilizada en la formulaciéon de vacunas y probada en campo
con un éxito aceptable (Tellam et al., 1992; Cobon et al., 1995; Willadsen et al.,
1995; De la Fuente et al., 1998).

Hoy en dia dos vacunas estan disponibles de manera comercial Gavac ® (Heber
Biotec, La Habana, Cuba), TickGARD (Hoechst Salud Animal; Australia), y
TickGARD ™Y (Intervet Australia, Australia), (De la Fuente y Kocan 2006), sin
embargo la especificidad de la vacuna contra la R. microplus es menor en México,
es posible que esto se deba al polimorfismo genético entre las cepas de R.
microplus que ya ha sido reportado por varios autores (Cobon et al., 1995, 1997;
Garcia Garcia et al., 1999).

En el presente trabajo se extrajo RNA total de garrapatas R. microplus
provenientes del estado de Colima, México. Dicho RNA fue traducido en DNA
complementario (cDNA), amplificado a través de PCR vy oligonucledtidos
especificos para Bm86 para finalmente secuenciar los amplicones y compararlos
con secuencias de Bm86 obtenidos de la base de datos publica Genbank con el
fin de estudiar el porcentaje de variacion en las secuencias, y adicionalmente
conocer las relaciones filogenéticas que guardan entre ellas. Los datos
moleculares obtenidos a partir del analisis comparativo de las secuencias Bm86
de R. microplus mexicana, contribuiran a aclarar las diferencias en eficiencia de la
vacuna comercial en garrapatas de diversas regiones y proponer candidatos

vacunales especificos para la cepa mexicana en un futuro.
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5. JUSTIFICACION

La vacuna contra la R. microplus se ha usado con mayor éxito en Cuba y Australia
y con menor éxito en México y otras regiones del mundo. Dado que el diferencial
de eficiencia parece depender de las variantes alélicas del ectoparasito, es
necesario conocer las relaciones filogenéticas que guardan las garrapatas
R. microplus mexicanas con respecto a las ya reportadas, y asi sentar las bases
para el desarrollo de un marco de partida que permita proponer vacunas
alternativas a a partir del propio gen Bm86, pero con efectividad dirigida a cepas
regionales. De ahi que es necesario, aislar, secuenciar y estudiar las variantes
antigénicas del gen a partir de géneros de garrapata R. microplus propias de
México. El estado de Colima esta considerado como éarea de control de la
garrapata donde solo dos municipios se encuentran afectados por R. microplus
(Colima y Coquimatlan), y de acuerdo a los mapas de afectacion por garrapata
estos municipios segun SENASICA, estan relativamente aislados de otras areas
con reportes de ixodidosis, es por eso que resulta interesante estudiar la
diversidad en los genotipos de garrapatas presentes en esa region y ciompararlos

con el gen Bm86 de las cepa de referencia (Yeerongpilly).
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6. HIPOTESIS

El antigeno Bm86 derivado de cepas R. microplus de Colima, México, presenta
polimorfismo genético con respecto a la cepa de referencia Yeerongpilly (aislado
Bm86 original) y con respecto a cepas reportadas previamente por autores de
Estados Unidos, Australia, Cuba, Argentina y Venezuela).
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7. OBJETIVOS

Objetivo general
Conocer el polimorfismo genético de las cepas de R. microplus del estado de

Colima con relacion a la cepa de referencia.

Objetivos particulares:
Aislar y secuenciar el transcrito de la proteina putativa Bm86 de R. microplus a

partir de cepas de Colima México.

Comparar la secuencia de la proteina Bm86 de R. microplus de cepas de Colima,
México, con la cepa de referencia Yeerongpilly y las cepas de Estados Unidos,

Australia, Argentina, India, Mozambique y Brasil reportadas anteriormente.

Estudiar las relaciones filogenéticas de las cepas de R. microplus del estado de

Colima con la cepa de referencia Yeerongpilly y otras cepas ya caracterizadas.
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8. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de biologia molecular del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia perteneciente a la Universidad
Autonoma de Estado de México. El CIESA se localiza en el kilbmetro 12.5 de

la carretera Panamericana en su tramo Toluca—Atlacomulco.

Recoleccién y determinacion de especimenes de R. microplus

En junio de 2012 se recolectaron y seleccionaron ejemplares de hembras adultas
de garrapatas R. microplus de Colima México, estado que se encuentra en fase
de control segun la Campafa Nacional contra la Garrapata a las que se les

asigno una identificacion.

Para la determinacion de R. microplus a nivel género, se consulto la guia de
identificacion de especies de garrapatas Ticks of Domestic Animals in Africa: a
Guide to Identification of Species (Walker et al., 2007). Se utilizO un microscopio
entomologico (Swift instruments, EUA) Para obtener una vista panoramica a 2x y

posteriormente observar detalles a 4x, el método de seleccion fue el siguiente:

Se diferencié R. microplus (Figura 4 A) de R. annulatus (Figura 4 B) si...

1.- Si los palpos eran claramente concavos y cortos a diferencia de R. annulatus
en la que los palpos son ligeramente concavos y largos (vista ventral).

2.- Si en la coxa 2 el festdon los espolones estaban claramente presentes, a
diferencia de R. annulatus en la que los espolones estaban ausentes (vista

ventral).
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Figura 4. Vistaventral de hembras de garrapata R. microplus y R. annulatus.
En la imagen se puede observar 2 dibujos que muestran las diferencias entre R. microplus (A) y R annulatus

(B). Elfestony el espolon tipico de R. microplus esté resaltado con un circulo. Fuente: Modificada de Ticks of
Domestic Animals in Africa: a Guide to Identification of Species (Walker et al., 2007).

Diseccion

Se coloco a la garrapata parcialmente llena de sangre en una laminilla estéril en
posicion ventro-dorsal, se sujetd con unas pinzas entomolégicas estériles y con un
bisturi estéril, se realizé un corte trasversal a nivel de la coxa uno. Se sujeto a la
garrapata con las pinzas en su parte mas caudal, con la cara roma del bisturi se
ejercio presion de barrido, en direccion caudal-rostral, para asi extraer las visceras
incluyendo los intestinos (Figura 5), que se sumergieron inmediatamente en 100uL
de solucion estéril de Hanks para evitar que el tejido se deshidratara durante la
diseccion. Se obtuvieron aproximadamente entre 10 y 15mg de visceras por
individuo que se conservaron de manera individual para su posterior analisis en
1000pL de Trizol (Invitrogen) a -80°C.
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Figura 5. Diseccion de la Garrapata.
Se observa A) Garrapata R. microplus se observan en la coxa 2 el festén del espolén claramente presente. B)
Diseccion de la garrapata, se muestra como se extrajeron las visceras. C) Inclusién del intestino en Trizol, las
visceras se almacenaron en un tubo de microcentrifuga con 1000yl de Trizol. D) Separacion de fases,
después de lisar y centrifugar la muestra, el RNA se mantuvo en la fase superior. Fuente: Fotos originales.

Producciéon de cDNA.

Se obtuvo el RNA total de hembras adultas de las garrapatas segun el protocolo
TRI Reagent® Solution (Ambion) en 4 pasos: Homogenizacion, Extraccién de
RNA, Precipitacion y lavado de RNA y Solubilizacién de RNA en 40uL con agua

libre de nucleasas. Posteriormente, las muestras de RNA fueron sometidas a una
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digestion de DNA segun el protocolo DNA-free™ Kit (Ambion) con el fin de
eliminar contaminacién con DNA genomico. A continuacion, se transcribio el RNA
en DNA complementario (cDNA) segun el protocolo de SuperScript™Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Se prepar6 una reaccion con 1 pL de Oligo(dT), 2 uL de
RNA total, 1 uL dNTP, 8 uL de agua libre de nucleasas, para un volumen total de
12 pL por muestra. Las reacciones fueron incubadas en un termociclador (Techne
TC-512 USA), a 65°C por 5 minutos y 4°C por 2 minutos, después se afiadieron 4
uL de 5X First-Strand Buffer y 2 uL de DTT, posteriormente se incubaron a 42°C
por 2 minutos, se afiadi6 1 uL de trascriptasa reversa SuperScript Il a cada
reaccion, y se incubaron a 42°C por 50 minutos para finalmente inactivar la enzima

a 70°C por 15 minutos.

PCR punto final

Sobre la base de la propia informacion de la secuencia publicada en Gen Bank
para Bm86, (niumero de acceso M29321.1, cepa australiana Yeeronpilly), se
disefiaron 4 pares de primers con el programa Primer 3 plus. Los primers fueron
disefiados para producir amplicones con un traslape de aproximadamente 200 pb
entre ellos, esto para mejorar el resultado de la secuenciacion total de la cadena
de cDNA de Bm86 de 2225 pb. Los oligonucledétidos produjeron 4 amplicones de
entre 686 y 542 pb (Tabla 3). Se usaron los parametros indicados por el programa
Primer3 de disefio de cebadores para establecer las condiciones de los ciclos en

el termociclador.
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Tabla 3. PCR, caracteristicas de los primers oligonucle6tidos y condiciones para el alineamiento.
Se observan la secuencia de los oligonucleétidos, la posicion en la secuencia Bm86, las condiciones para el
alineamiento en la reaccién de PCR y el tamafio de los amplicones para cada uno de los oligonucleotidos.

Nombre Secuencia Posicién en la Temperatura de Tamafio del
del primer secuencia alineamiento C° amplicon pb
Bm86-1_F 5 GTGGTTCGACGCAGTGAGAT-3 15-34 60°/30s 680
Bm86-1_R 3 CCATGCTTGCAGACAAACCC-5 675-694 60°/30s 680
Bm86-2_F 5 CTGCAAAGACCTCTGCGAGA-3 506-525 55°/30s 686
Bm86-2_ R 3 TGTCCTGCGTGCAGTTAAGT-5 1172-1191 55°/30s 686
Bm86-3_F 5 CGGGCCCAAATGTCAACATC-3 1006-1025 55°/30s 680
Bm86-3_ R 3’AACGCACTCCAGCTTCTTGT-5 1666-1685 55°/30s 680
Bm86-4_F 5 AAAACGAGCAGTCGGAGTGT-3 1513-1532 57°/30s 542
Bm86-4 R 3 GGTGTTCGATGTAAGCGTGA-5 2035-2054 57°/30s 542

Gel de agarosa.

La deteccion de la presencia y tamafio de los amplificados de la secuencia Bm86
en las reacciones fue verificada mediante electroforesis (Mudip-exu-AD140E) en
gel de agarosa 1.5% por 30 min a 100V. Se utiliz6 un marcador de peso molecular
de 25 a 700pb, un control negativo con agua libre de nucleasas en lugar de la

muestra de DNA y un control positivo conocido.

Purificacion

Los productos de PCR se purificaron segun protocolo del kit Wizard® SV Gel y
PCR Clean-up (Promega, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se hizo pasar la muestra por una membrana de silice con un paso
inicial de union a la membrana y dos lavados posteriores de membrana para
eliminar todo el alcohol, y un paso adicional para diluir el material genético con

agua libre de nucleasas.

Secuenciacion
Una vez purificados, los amplificados fue verificada la concentracion de los
mismos en ng/uL en un espectrofotometro (Quawell Q5000), la concentracion para

envio fue 50ng/uL en un volumen de 10uL. Las muestras fueron empacadas de
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manera individual en tubos de PCR previamente identificados para su envio a la
empresa  Genscript (Genscript  Corporation,  Piscatway, NJ, USA;

www.genscript.com) donde fueron secuenciadas por el método de Sanger.

Andlisis Filogenético

Con el programa CodonCode Aligner, se ensambl6 y construyd cada una de las
secuencias consenso de aminoacidos, el resultado fue una matriz que contenia los
aislados de Colima. Las secuencias putativas para la proteina madura se cargaron
en el programa MEGA 5, donde fueron editadas para eliminar los extremos con
baja resolucion, el péptido sefal en el extremo COOH vy la regién del extremo
NH2, fueron eliminados, quedando asi solo el fragmento que codifica para la
proteina cuya longitud es de 1824pb, Para el andlisis filogenético se realizé una
busqueda BLAST de Ila base de datos disponible en NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) Se escogieron las secuencias de Estados
Unidos, Australia, Argentina, India, Mozambique y Brasil (Tabla 4), estas fueron
incluidas en la matriz, posteriormente se realizé un alineamiento clasico ClustalW
para la matriz resultante. Todas las secuencias se ajustaron los datos a la
secuencia de la India AA 38-570 que resulto ser la mas corta para este estudio,

finalmente se tradujo la matriz a Aminoacidos (Tamura et al., 2005).

Para el analisis filogenético, la matriz de datos fue introducida al programa
JMODELTEST 2 (Darriba et al., 2012), para determinar qué modelo de sustitucion
nucleotidica se ajustaba mejor a nuestros datos, se utilizO un modelo de
sustitucion GTRGAMMAI para el andlisis de Maxima Parsimonia en RaxML
(Stamatakis 2006). Finalmente una matriz de identidad/similitud se generé
utilizando MatGAT v2.01 (Campanella et al., 2003).

25


http://www.genscript.com/

Andlisis filogenético molecular de la secuencia de la proteina bm86 de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus de Colima, México.

Tabla 4. Secuencias de Bm86, Bm95 y Ba86 en base de datos Gen Bank usadas para el andlisis

filogenético.

Se observa los antigenos de Bm86, Bm95 y Ba86 que se usaron para el andlisis filogenético, asi como el
numero de Gen Bank para cada uno de ellos, el nombre del articulo y los autores del mismo.

Nombre del articulo Autores Pais Cepa # Gen Bank Gen
Cloning and expression of a Rand KN, Moore T, Australia Yeerongpilly M29321.1 Bm86
protective antigen from the Sriskantha A, Spring K,
cattle tick Boophilus microplus. Tellam R, Willadsen P,
Cobon GS.
Vaccination with recombinant Canales,M., Almazan,C., México Susceptible FJ456928.1 Bm86
Boophilus annulatus Bm86 Naranjo,V., Jongejan,F. and
ortholog protein, Ba86, protects  de la Fuente,).
cattle against B. annulatus and
B. microplus infestations
Control of ticks resistant to Garcia-Garcia,J.C., de la Argentina AF150891.2 Bm95
immunization with Bm86 in Fuente,).,
cattle vaccinated with the Montero,C. and
recombinant antigen Bm95 Rodriguez,M.
isolated from the cattle tick,
Boophilus microplus.
Cloning and sequencing of Kumar,R., Chandini,K.G., India HQ166286.1 Bm86
Bm95 gene of Rhipicephalus Kumar,B.
(Boophilus) microplus and Ghosh,S.
Selection of reference genes for  Nijhof,A.M., Balk,J.A., Mozamb FJ809946.1 Bm86
guantitative RT-PCR studies in Postigo,M. and Jongejan,F.
Rhipicephalus (Boophilus)
microplus and Rhipicephalus
appendiculatus ticks and
determination of the expression
profile of Bm86.
Expression of recombinant Canales,M., Perez de la Mozamb Mozambique EU191620 Bm86
Rhipicephalus (Boophilus) Lastra,).M., Naranjo,V., (Rm)
microplus, R. annulatus and R. Nijhof,A.M., Hope,M.,
decoloratus Bm86 orthologs as Jongejan,F. and de la
secreted proteins in Pichia Fuente,l.
pastoris
Bm86 midgut protein sequence Freeman,).M., Davey,R.B., Texas Zap. 10 HQ014392.1 Bm86
variation in South Texas cattle Kappmeyer,L.S., Zap. 05 HQ014391.1
fever ticks Kammlah,D.M. and Zap. 01 HQ014393.1
Olafson,P.U. Zap. 03 HQ014389.1
Zap. 12 HQ014394.1
Zap. 02 HQ014386.1
Starr 05 HQ014388.1
Starr 02 HQ014397.1
Starr 03 HQ014385.1
Starr 01 HQ014396.1
Hid 01 HQ014395.1
Kinne 01 HQ014401.1 Ba86
Dimm.01 HQ014399.1
Comparison of predicted Andreotti,R., Pedroso,M.S., Brasil Campo G. EU352677.1 Bm86

binders in Rhipicephalus
(Boophilus) microplus intestine
protein variants Bm86 Campo
Grande strain, Bm86 and Bm95

Caetano,A.R. and
Martins,N.F.
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RESUMEN

El antigeno Bm86, es una proteina epitelial del intestino medio de garrapata
utilizado en vacunas comerciales para combatir al ectoparasito en los bovinos.
Esta vacuna ha sido probada en campo con un éxito aceptable, sin embargo, la
efectividad de la vacuna parece depender de variaciones alélicas de este gen. Se
ha observado que garrapatas portadoras de variaciones genéticas mayores al 3%
de la secuencia aminoacidica del antigeno, en relacion a la secuencia de la
proteina vacunal, son menos sensibles a la vacuna. Hipotéticamente, si se
conocieran los genotipos circulantes de garrapata, se podria predecir la efectividad
de la vacuna en una region determinada. En este estudio se presentan los
resultados del andlisis de la diversidad genética encontrada en 10 especimenes
de (R. microplus) de Colima, México. El analisis se realizo a partir del aislamiento
el RNAm, la sintesis y secuenciacion del cDNA, y su comparacion con los
genotipos vacunal y los reportados en GenBank para otras regiones del mundo.
Las secuencias obtenidas, fueron sometidas a un analisis filogenético-molecular,
donde se pudo apreciar que las cepas de Colima y Texas mantienen relaciones
filogenéticas relativamente cercanas, en contraste con la cepa de referencia
(Yeerongpilly), de donde se obtuvo originalmente el antigeno vacunal y con cepas
reportadas de Mozambique e India. Los datos moleculares obtenidos sugieren que

la vacuna comercial probablemente no sea muy eficaz en R. microplus de Colima,
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y que se deberia desarrollar una vacuna a partir de los antigenos locales para

lograr un mayor impacto en el control del ectoparasito.

Palabras clave: Gen, Bm86, R. microplus, Filogenético.

Molecular phylogenetic analysis of the Bm86 protein, from Rhipicephalus

(Boophilus) microplus ticks from Colima, Mexico.

ABSTRACT

The Bm68 antigen is an epithelial protein midgut tick used in commercial vaccines
to combat ectoparasites in cattle. These vaccines have been tested with relatively
good success. However, vaccine efficacy seems to be dependent of alelic
variations of the Bm86 gen, since it has been observed that ticks bearing 3% or
more of alelic variations from the aminoacid sequence, as compared to the vaccine
antigen, are less sensitive to the vaccine. Therefore, hypothetically, if the
circulating genotypes of the tick of a determined area were known, the efectivity of
the vaccine in that particular region could be predicted. In this study we describe
the analysis of the genetic diversity found in 10 tick (R. microplus) specimens of
Colima, Mexico. The analysis was performed compareing the sequences of the
Bm86 cDNA syntesized form Colima specimens produced through RT-PCR, to the
sequences reported in GenBank for the vaccine genotype and for the genotypes of

tick from other regions of the world. Obtained sequences were submited to a
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molecular-phylogenetic analysis, and found that ths Colima and Texas strains are
relatively close phylogenetically related, in contrast to the reference strain
(Yeerongpilly), from where the original antigen vaccine was derived and in contrast
to the Mozambique and India reported strains. Molecular data found, suggests that
the commercial vaccine may not be effective against R. microplus found in the
studied region and that a new vaccine based on local Bm86 antigens should be
developed if the objective is to have a tighter control of the ectoparasite such
region.

KEY WORDS: Gen, Bm86, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Phylogenetic.

INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos altamente especializados del orden
de los &caros que forman parte de los artrépodos *?. Se alimentan de una gran
diversidad de mamiferos entre los que se encuentran los humanos y los bovinos.
Por el dafio que produce y por las enfermedades que transmite se considera un
problema de salud publica y animal que genera grandes pérdidas econdémicas a la

ganaderia *?.

En México se han identificado 77 especies de garrapatas que afectan al ganado
bovino y al hombre. En la ganaderia bovina nacional las garrapatas de importancia

son Rhipicephalus microplus (anteriormente conocida como Boophilus
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microplus), Rhipicephalus anulatus, Amblyomma cajennense, Amblyomma
imitador, Amblyomma maculatum, Amblyomma triste, Amblyomma americanum y
Anocentor nitens. Pero las de mayor importancia son R. microplus y A.
Cajennense ©®. El impacto econdmico de R. microplus se debe a la sangria
provocada al ganado y que afecta los parametros productivos del mismo, al dafio
causado a la piel y a la transmisién de hemoparasitos peligrosos como Babesia

bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale entre otras .

La distribucion geografica de las garrapatas en México, obedece al clima que
prevalece y que esta determinado por la humedad relativa, la temperatura, la
vegetacion, altitud, la presencia y abundancia de hospederos, asi como las
practicas de control o erradicacion que el hombre ejerce sobre las poblaciones de
garrapatas ©®. La Campafia Nacional contra la Garrapata contempla estrategias y
acciones basicas para el control de R. microplus, estas se ejercen de manera
coordinada con diversas dependencias oficiales y privadas ©. Estos esfuerzos han
sido muy importantes y han logrado mantener zonas libres y limitar hasta cierto
punto la reproduccion de la garrapata en las zonas bajo control ©. Sin embargo, el
control quimico se ha vuelto ineficaz en algunas regiones debido a la aparicién de
garrapatas resistentes a estos productos ©®%, el desarrollo de resistencia a

insecticidas no es un fendmeno aislado ya que se han encontrado cepas
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resistentes a insecticidas en muchos lugares del mundo, lo que genera un grave

problema para el control de la garrapata %,

Dada la variabilidad de mecanismos de resistencia de las garrapatas a los
garrapaticidas, se han buscado métodos alternativos como el inmunolégico. Es asi
que a finales de la década de los 80’s una glicoproteina situada en la superficie
luminal de la membrana plasmética de las células epiteliales del intestino de

(12) Esta

garrapatas, fue caracterizada, secuenciada y denominada como Bm86
proteina tiene una longitud de 650 aminoacidos, y estd compuesta por tres
regiones a saber: Una glicoproteina (que comprende los aminoacidos del 20-627)
flanqueada por un péptido sefal (aminoacidos 1-19) y un propéptido (aminoacidos
628-650). La proteina esta presente en las células epiteliales del intestino medio
de la garrapata ‘?. La glicoproteina tiene regiones transmembranales o
hidrofobas carboxilo-terminal con 7 dominios de tipo factor de crecimiento epitelial
(EGF, por sus siglas en inglés) . No se conoce bien la funcién biolégica del
antigeno, aunque se le ha asociado con mecanismos de endocitosis por parte de
las células epiteliales del intestino de la garrapata *®. Dicha molécula, se utilizd
para vacunar al ganado y se observé que era capaz de estimular una respuesta
inmune que protegia a los bovinos contra la posterior infestacion 419 Hoy en

dia existen tres vacunas disponibles de manera: comercial Gavac ® (Heber Biotec,

La Habana, Cuba), TickGARD ® (Hoechst Salud Animal; Australia), y TickGARD
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PLUS ® (Intervet Australia, Australia) ®®. Sin embargo, la especificidad de estas
vacunas en México contra la R. microplus es menor que en otros paises, como por

ejemplo Cuba y Australia %5202

. Es posible que esto se deba al polimorfismo
genético entre las cepas de R. microplus, ya que parece existir una correlacién
inversa entre la eficacia de la vacuna y la variacion de la secuencia en Bm86,
estudios previos demuestran que garrapatas portadoras de variaciones mayores a
3% en la secuencia de aminoacidos, con relacion a la secuencia de la proteina
vacunal, son menos sensibles a la respuesta inmune inducida por la vacuna
(11520 De ahi que, hipotéticamente, la sensibilidad de las garrapatas a la vacuna
depende de que tan diferente sea su genotipo al de dicha vacuna. Por lo anterior,
con el proposito de saber si la vacuna puede ser funcional en una region
determinada, el conocimiento de los genotipos de las R. microplus circulantes
podria ser de gran ayuda. En México solo se ha secuenciado un ejemplar de R.

microplus  correspondiente al estado de Tamaulipas 2

y algunas otras
secuencias parciales ®®. Por lo que es dificil inferir si la falta de eficiencia de la
vacuna en cepas mexicanas se debe al polimorfismo genético. De modo que la
secuenciacion del gen Bm86 de un mayor numero de ejemplares de garrapata R.
microplus mexicanas, podria ser de utilidad para generar el conocimiento que

oriente a las autoridades mexicanas a establecer programas de control de la

garrapata sobre bases mas sélidas.
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En septiembre de 2012, SENASICA emiti6 un comunicado anunciando las 19
entidades federativas de México con autorizacion para exportar ganado a Estados
Unidos. La lista incluye al estado de Colima. Sin embargo, se han reportado brotes
de infestacion de ganado por R. microplus en dos de sus municipios, lo que
amenaza seriamente la exportacion de este ganado a Estados Unidos, una
actividad econémicamente muy importante para la ganaderia del pais, ya que
genera divisas por el orden de los 700 millones de délares anuales ?*?. De ahi
gue el presente trabajo tiene como objetivo conocer los alelos del gen Bm86
presentes en garrapatas R. microplus del estado de Colima y compararlos contra
el genotipo vacunal y contra los genotipos de garrapatas de otras regiones del
mundo y determinar si la posible diversidad genética encontrada podria estar
relacionada con la relativamente baja eficiencia de la vacuna en nuestro pais y

particularmente en el estado de Colima.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se colectaron especimenes de R. microplus (n=10) del estado de
Colima, México, a los cuales se les extrajo el RNA visceral, se sintetizd el cDNA
total, se amplific6 el gen Bm86 por PCR y se secuencido el amplicon. Las
secuencias se alinearon con las secuencias del gen Bm86 reportadas en el

Genbank por otros investigadores y se realizaron estudios filogenéticos para
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conocer la distancia genética entre las distintas secuencias de DNA y proteina

estudiadas.

Coleccion de especimenes, diseccion de visceras y aislamiento de RNA

En junio de 2012 se recolectaron y seleccionaron ejemplares de garrapatas R.
microplus de Colima, México. Este estado se encuentra en fase de control segin
la Campafia Nacional contra la Garrapata. Con la ayuda de un microscopio
entomoldgico (Swiff, No. Serie 8518672), para observar en detalle. Se coloco la
garrapata en una laminilla en posicion ventro-dorsal, se sujetd con pinzas
entomologicas estériles y con un bisturi estéril se realizé un corte trasversal a nivel
de la coxa uno. Se sujet0 a la garrapata con las pinzas en su parte mas caudal,
con la cara roma del bisturi se ejercio presion de barrido, en direccion caudal-
rostral, para asi extraer las visceras incluyendo los intestinos, que se sumergieron
inmediatamente en 100uL de solucion estéril Hanks para evitar que el tejido se
deshidratara durante la diseccion. Se obtuvieron aproximadamente entre 10 y
15mg de visceras por individuo que se conservaron de manera individual para su
posterior analisis en 1000uL de trizol (invitrogen) a -80°C. A continuacion, se
obtuvo el RNA total del hembras adultas de las garrapatas segun el protocolo TRI
Reagent®Solution de Ambion en 4 pasos: homogenizacién, extraccion,

precipitacion, lavado y solubilizacion del RNA en 40uL de agua libre de nucleasas.
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La contaminacion de DNA remanente en la muestra se eliminé digiriéndolo segun

el protocolo DNA-free™ Kit de Ambion.

Produccién de cDNA y PCR punto final.

Se produjo el cDNA segun el protocolo de SuperScript ™Il Reverse Transcriptase
(RT) de Invitrogen. Se prepar6 una reaccion que contenia 1 pL de Oligo(dT), 2 uL
de RNA total, 1 pL dNTP, 8 pL de agua libre de nucleasas, para un volumen total
de 12 L por muestra, se usaron las siguientes condiciones para la RT-PCR en el
termociclador (Techne TC-512, USA), 65°C por 5 minutos, se enfrié rapidamente a
4°C por 2 minutos, y se afiadieron 4 uL de 5X First-Strand Buffer y 2 uL de DTT,
posteriormente se incubd a 42°C por 2 minutos, se afladido 1 pL de SuperScript I,
R.T. y se incubd a 42°C por 50 minutos, por ultimo se inactivo la enzima a 70°C
por 15 minutos. Con base en la secuencia publicada en Genbank del gen Bm86,
cepa australiana Yeeronpilly, con nimero de acceso M29321.1, se disefiaron 4
pares de primers (Forwar y Reverse), en el programa “Primer 3 plus”, con los que
se obtuvieron 8 amplicones de entre 542 y 686 pb. Los primers utilizados en este

trabajo fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) Bm86-1 F

[5"GTGGTTCGACGCAGTGAGAT-37]; Bm86-1_R
[3"CCATGCTTGCAGACAAACCC-57; Bm86-2_F
[5"CTGCAAAGACCTCTGCGAGA-3; Bm86-2_R
[3TGTCCTGCGTGCAGTTAAGT-57; Bm86-3_F

10
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[5°CGGGCCCAAATGTCAACATC-3]; Bm86-3_R
[3’ AACGCACTCCAGCTTCTTGT-57; Bm86-4_F
[5" AAAACGAGCAGTCGGAGTGT-3]; Bm86-4_R

[3’GGTGTTCGATGTAAGCGTGA-5]. se disefiaron de tal forma que los
amplicones producidos por cada par de primers se traslapaban por 200 pb
aproximadamente. De esta manera se amplificaron las 1824 pb de la secuencia
del cDNA del gen Bm86. Se usaron los parametros indicados por el programa de
disefio de cebadores para establecer las condiciones de los ciclos en el

termociclador.

La deteccidn de la presencia y tamafio de los amplificados de la proteina Bm86 en
las reacciones, fue verificada mediante geles de agarosa al 1.5%, en camara de
electroforesis (Mudip-exu-AD140E). La corrida se hizo a 100V/30min, se utilizdé un
marcador de peso molecular (low range) de 25 a 700pb, un control negativo con la
misma reaccion mas agua libre de nucleasas en lugar de la muestra de DNA y un

control positivo conocido (Figura 1).

Secuenciacion y Analisis filogenético
El amplicén fue purificado con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, Cd. Meéxico, México) segun las indicaciones del fabricante, de

determind la concentracion en un espectrofotometro (Quawell Q5000), se
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empacaron 50ng de cada amplicon en un volumen total de 10uL en un tubo de
PCR debidamente etiquetado y se enviaron a Genscript (Genscript Corporation,

Piscatway, NJ, USA; www.genscript.com) para su secuenciacion.

Con el programa CodonCode Aligner (CodonCode  Corporation,
www.codoncode.com), se ensamblaron las secuencias de los 4 amplicones que
conformaron el gen Bm86 de cada garrapata y se alinearon las secuencias
consenso, el resultado fue una matriz que contenia las secuencias de los
ejemplares de Colima. Las secuencias de DNA se editaron en el programa MEGA
6 @® para eliminar las secuencias de DNA de los extremos con baja resolucién, el
péptido sefal y el propéptido, dejando solo el fragmento que codifica para la
glicoproteina. Para el analisis filogenético se incluyeron todas secuencias del gen
Bm86 de garrapatas R. microplus reportadas en el GenBank. Estas secuencias
provienen de garrapatas originarias de Estados Unidos: HQ014392.1,

HQ014391.1, HQ014393.1, HQ014389.1, HQ014394.1, HQ014386.1,

HQ014388.1, HQ014397.1, HQ014385.1, HQ014396.1, HQ014395.1,

HQ014401.1, HQ014399.1 Australia: M29321.1. Argentina: AF150891.2. India:

HQ166286.1. Mozambique: FJ809946.1, EU191620. y Brasil: EU352677.1. Se

tradujeron las secuencias de aminoacidos y se ajustaron de modo que se
incluyeron los residuos de aminoacidos del 38 al 570, que equivale a la secuencia

mas corta de las encontradas en el GenBank, proveniente de la India, para

12
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homogenizar la informacion, los fragmentos resultantes se alinearon con el
software clasico ClustalW ©” y se determiné el porcentaje de variacion en la
secuencia del gen Bm86 de las garrapatas procedentes de Colima con respecto a

la cepa de referencia Yeerongpilly (Tabla 2, Tabla 3).

Para el andlisis filogenético, se analiz6 la matriz de datos con el programa
jMODELTEST 2 ©®® y se determin6 el modelo de sustitucién nucleotidica
GTRGAMMAI como el que mejor se ajustaba a nuestros datos. Para el analisis de
Maxima Parsimonia se realizaron 500 repeticiones de construccion del arbol

filogenético con el programa RaxML

, se eligi6 el arbol de consenso estricto.
Para el cladograma de Maxima Parsimonia fue implementado el algoritmo de
bootstrap, también con RaxML, para medir la validez de los nodos obtenidos

(Figura 3). También se generé una matriz de identidad/similitud a través del

programa MatGAT v2.01 ©9 (Tabla 3).

RESULTADOS Y DISCUSION

La variacion en la secuencia de aminoacidos entre en las secuencias Bm86 de
Colima, y la cepa de referencia Yeerongpilly fue mayor al 3% en todos los casos.
A lo largo de la secuencia del fragmento de la proteina analizada, encontramos

mutaciones comunes para nuestros aislados con relaciébn a la secuencia de

13
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aminoacidos de la cepa Yeroongpilly (Figura 2) un resumen de las mutaciones

mAas comunes en nuestros aislados puede verse en la Tabla 1.

Segun Garcia-Garcia et al. (1999), existe una correlacion inversa entre la
sensibilidad de las garrapatas a la vacuna con la diferencia de su secuencia del
gen Bm86 con la secuencia vacunal. Estos investigadores observaron que la R.
microplus que tienen variaciones mayores al 3% muestran una mayor resistencia
a la vacuna. En la Tabla 2, se observan los resultados del analisis de la variacion
en la secuencia de aminoacidos de los aislados de las garrapatas de Colima, tanto
para las secuencias completas como para las secuencias que solo incluyen las
regiones de los factores de crecimiento epitelial (EGF) los resultados obtenidos
para la variacion en la secuencia de AA en todos nuestros aislados es mayor al
3%, lo que contribuye a explicar la baja efectividad de la vacuna comercial en

México.

En promedio hubo un 96,5% de identidad exclusivamente entre las secuencias
aminoacidicas de los amplificados de Colima. Por otro lado, existe en promedio
una identidad del 99,1% entre la mayoria de las secuencias de Colima y Texas, lo
gue indicaria que las garrapatas de éstas regiones estan fuertemente
emparentadas. Sin embargo, el Individuo Col F6 es mas heterogéneo con

respecto al resto de los individuos, incluyendo a las secuencias de Texas. Los

14
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porcentajes de similitud son también muy fuertes entre las secuencias de Colima,
la mayoria de ellos cercanos al 100%, lo que indicaria que nuestros aislados no
han divergido demasiado en su historia evolutiva con respecto a las secuencias
reportadas de Texas. Nuevamente el individuo Col F6 pareciera ser una
excepcion ya que es el mas divergente con respecto al resto de las secuencias

(Tabla 3).

En el cladograma (Figura 3), podemos observar la agrupacion de todas las
secuencias del gen Bm86 tomadas en cuenta para este analisis, un género
hermano de R. microplus fue incluido en el estudio como grupo externo (R.
annulatus), este se encuentra conformando un terminal, agrupado por sus dos
miembros identificados como R. dimmi y R. Kinne, que a su vez presentan una
cierta similitud con Hid_Tx reportada como R. microplus. El ancestro comun que
dio origen a este grupo, también dio origen al individuo F6. Esto explica por qué
dicho individuo obtuvo los porcentajes mas pobres en el analisis de

identidad/similitud con respecto al resto de la familia del gen Bm86.

En el arbol filogenético (Figura 3) también se pueden apreciar agrupaciones en
clados. En realidad no se conoce la direccion evolutiva de las mutaciones
observadas, sin embargo, el arbol filogenético arroja una hipotesis de esta

evolucion, a través de la cual se pueden inferir los origenes de las cepas

15
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encontradas en las diversas regiones geograficas. El &rbol filogenético se enraiz6
en las secuencias de R. annulatus (Dimmiy Kinne) asumiendo que la garrapata se
originé en un ancestro comun entre las especies de R. annulatus y R. microplus.
El &rbol nos muestra cuatro clados principales. Un primer clado incluye las dos
cepas R. annulatus de Texas y una cepa de Texas (Hind Tx) y una de Colima
(Col_F6) que a pesar de haber sido clasificadas como R. microplus se encuentran
filogenéticamente mas préximas a las cepas R. annulatus que a las de R.

microplus, este hallazgo es dificil de explicar.

Un segundo clado esta integrado por las cepas de Mozambique. Estas secuencias
aunque tienen ciertas diferencias se puede ver que estan filogenéticamente mas
cercanas entre si que con las cepas americanas. Un tercer clado incluye a la cepa
de referencia Yeerongpilly de Australia y una de la India, que al igual que las
cepas africanas guardan cierta distancia con los demas clados. La cepa vacunal
Yeroongpilly, esta distanciada del resto de las cepas americanas, esto podria
ayudar a explicar el por qué esta vacuna no muy efectiva para las cepas
americanas. En un clado mucho mas grande podemos apreciar que se agrupan la
mayor parte de las cepas americanas (Texas, Colima, Tamaulipas, Brasil y
Argentina). En este clado se pueden apreciar un subclado donde se ve un
genotipo compartido por tres cepas de Texas, una de Tamaulipas y una de

Colima, en otro subclado se pueden apreciar cinco cepas de Colima cinco de
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Texas y una de Brasil, ademas, en terminales solitarias se encuentran varias
cepas: Bm95, 12Tx, Col F2, 11Tx, Col F10 y Col F1. Esta distribucién sugiere la
hipétesis de que ha habido una migracion de garrapatas entre Colima y Texas y
gue también existe migracion entre Brasil, Colima y Texas, aunque no se cuenta
con suficiente informacion que respalde las rutas migratorias del ectoparasito.
Aunado a lo anterior, el arbol filogenético sugiere que una vacuna hecha a partir
del antigeno Bm86 de cepas de Colima o Texas podria ser mas efectiva contra las
cepas circulantes en estas regiones, que la vacuna basada en el genotipo

Yeroongpilly.

CONCLUSIONES

La formacion de clados encontrada entre las secuencias de aminoacidos del Bm86
de garrapatas procedentes de Colima, Texas, Brasil, Argentina por un lado,
Mozambique por otro y la cepa Yeerongpilly e india, sugiere que existe variacion
genética asociada a regiones geograficas. Es posible que dicho polimorfismo, sea
el responsable de los problemas de eficacia que presenta la vacuna contra R.

microplus originarias de diferentes regiones geograficas.

El porcentaje de variacion del gen Bm86 encontrado en las garrapatas R.
microplus, nos hace fortalecer la hipétesis de que una vacuna desarrollada con

base en antigenos locales, sera mas eficaz contra las cepas de esas regiones.

17
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Figura 1. Amplicon de un fragmento del cDNA del gen Bm86 de R. microplus de ejemplares obtenidos
de Colima, México.

Imagen representativa de los aplicones obtenidos a partir de RT-PCR. En esta imagen se observan los
amplicones de aproximadamente 680pb que corresponden al tamafio esperado para el fragmento del cDNA
del gen amplificado, flanqueado con el par de iniciadores Bm86-3_F y Bm86-3_R corridos en un gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. M, marcador de peso molecular de 25 a 700 pb; C-, control
negativo; C+, control positivo (amplificado de cDNA, secuenciado y cotejado en GenBank, para demostrar que

la secuencia corresponde a la reportada para el gen Bm86).

Tabla 1. Mutaciones comunes en la secuencia de aminoacidos de los asilados de Colima.

Se observan el nimero de individuos de Colima que comparten la mutacién, y la posicién en la secuencia de

aminoacidos que esta ocupa.

# Individuos de Colima Posicion del residuo AA Colima AA Yeerongpilly
que comparten la
mutacion
17 Cisteina (C) Glicina (G)
142 Lisina (K) Metionina (M)
206 Lisina (K) Isoleucina (I)
210 Arginina (R) Lisina (K)
226 Ac. Aspartico (D) Glicina (G)
251 Tirosina (Y) Histidina (H)
10 257 Vallina (V) Alanina (A)
444 Asparragina (N) Ac. Aspartico (D)
498 Lisina (L) Serina (S)
502 Asparragina (N) Ac. Aspartico (D)
507 Cisteina (C) Fenilalanina (F)
560 Lisina (K) Ac. Glutamico (E)
568 Serina (S) Tirosina (Y)
593 Metionina (M) Isoleucina (1)
9 272 Glutamina (Q) Histidina (H)
89 Glicina (G) Alanina (A)
109 Fenilamina (F) Tirosina (Y)
8 358 Arginina (R) Triptéfano (W)
400 Tirosina (Y) Histidina (H)
597 Asparraguina (N) Lisina (K)
- 610 Serina (S) Alanina (A)
624 Ac. Glutamico (E) Glicina (G)
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Figura 2. Alineacién de Aminoacidos Yeerongpilly (cepa australiana) y aislados de Colima.

Se observa la alineacién de las secuencia Yeerongpilly y los 10 aislados de Colima, cadena 1-627 AA. Solo
los sitios en los que existe un cambio en las secuencias de Colima con relacién a Yeerongpilly, esté indicado
por la letra del aminoacido que cambia.
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Tabla 2. Porcentaje de variacion en la secuencia de nuestros aislados con respecto a la cepa de referencia
Yeerongpilly. variaciones en la secuencia de aminoacidos mayores a 3%, son mas probables para producir menor
eficacia en la vacuna, se observan los porcentajes tanto para las secuencias ajustadas a la secuencia de la India (20-
569 AA), como para las secuencias que solo incluyen los dominios EGF (327 AA) (Garcia-Garcia et al. 1999).

Bm86 aislado Mex. Mutaciones en AA % de Mutaciones AA EGF % de
AA variacion para EGF variacion
Col_F1 17/551 3.1 14/327 4.28
Col_F2 18/551 3.3 14/327 4.28
Col_F4 17/551 3.1 14/327 4.28
Col F5 18/551 3.3 11/327 3.36
Col_F6 28/551 51 20/327 6.11
Col_F7 17/551 3.1 14/327 4.28
Col_F8 17/551 3.1 14/327 4.28
Col_F9 17/551 3.1 14/327 4.28
Col_F10 17/551 3.1 12/327 3.66
Col_F12 21/551 3.8 19/327 5.81
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Figura 3. Arbol que muestra la relacion filogenética de la familia del gen Bm86.

El &rbol (GTRGAMMAI-General time reversible, 500 repeticiones), muestra la relacion filogenética de la familia
de Bm86 basado en la secuencia AA 38-570, el lugar de origen para cada cepa se indica de manera
abreviada, los aislados de Colima estan identificados con la letra F y su numero de identificacion
correspondiente. Las cepas homologas a Bm86, de R. annulatus Dimmi y Kinne se utilizaron como grupos
externos.
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11.DISCUSION

Evaluacion de la variacion en las secuencias

La proteina recombinante Bm86 ha sido utilizada en la formulacién de vacunas y
probada en campo con un éxito aceptable para el control de la garrapata (Tellam
et al., 1992; Cobon et al., 1995; Willadsen et al., 1995; Canales et al., 1997; De la
Fuente et al.,, 1998). Sin embargo, el polimorfismo genético encontrado en los
géneros de garrapata R. microplus de Colima con respecto a los antigenos
comerciales incluidos en Gavac ® y TickGARD, podria explicar la diferencia en la
eficacia de la vacuna ya reportadas por diversos autores en varios paises
(Australia, México, Cuba, Argentina y Venezuela). Por ejemplo, una revision de la
efectividad de la vacuna a mediados de la primera década de este siglo, demostré
gue el uso combinado de la vacuna con bafios garrapaticidas redujo el uso de
ixodicidas hasta en un 87% en Cuba, 100% en algunas regiones de Australia, 67%
en algunas regiones de México, 77% en Colombia y 50% en Brasil (revisado por
De la Fuente et al., 2007).

Garcia-Garcia et al., 1999, compararon una region corta del gen Bm86 (aa 539-
573) entre la cepa de referencia Yeerongpilly (de donde se obtuvo el gen Bm86
originalmente), con cepas silvestres de varios paises (Australia, México, Cuba,
Argentina y Venezuela) y encontraron una tendencia de correlacion inversa entre
la eficacia de la vacuna con Bm86 y las variaciones de secuencia en ese gen. Por
otro lado, en estudios de analisis mas extensos, publicados recientemente por
Sossai y col. (2005) y Freeman et al., (2010), compararon la secuencia de Bm86
de dos cepas de referencia (Yeerongpilly, Australiana y Camcord, Cubana): que
presentan una secuencia de aminoacidos idéntica excepto por el residuo 111 (que
en la cepa cubana es isoleucina y en la australiana treonina) con 10 cepas

regionales de Texas y con 35 de América del Sur (que incluyen cepas de Brasil,
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Argentina, Colombia, Uruguay y Venezuela). Es interesante observar que para las
regiones genéticas analizadas en estos dos trabajos, la gran mayoria de las cepas
presentan una serie de mutaciones (residuos 89,109, 142, 206, 210, 226, 248, 257
y 272) que estan conservadas en las cepas de tierras continentales de América
pero que difieren de las cepas de referencia (Tabla 5) dichas mutaciones estan
presentes en nuestros aislados de Colima excepto por el residuo 248. Por otro
lado se pueden identificar; una mutacién comudn para las cepas de Texas (residuo
251) presente también en los aislados de Colima y una para las cepas
sudamericanas (residuo 248).

En el caso del estudio publicado por Sossai y colaboradores (2005), el analisis
unicamente comprende el 37% del gen Bm86 (257 residuos) por lo que deja
aproximadamente 2/3 partes del gen para ser analizada en el futuro. En el caso
del estudio de Freeman et al., (2010) las cepas estudiadas incluyen la secuencia
proteica en su totalidad, y puede apreciarse que casi todas las cepas comparten
mutaciones en los residuos 17, 358, 400, 444, 498, 507, 560, 568, 593, y 597. Es
importante mencionar que en este trabajo de Freeman 2010 existen también
algunas mutaciones solo presentes en dos o tres de sus individuos, que al
compararla con nuestros aislados, también estan presentes esas mismas
mutaciones en proporciones similares, es probable que esto ultimo se deba al
intercambio de ganado entre México y Estados Unidos, ya que el obtuvo sus
asilados en el sur de Texas, aunque es dificil explicar en qué direccion corre la

influencia entre ambas poblaciones de garrapatas.

Lo anterior podria explicar, al menos parcialmente porque el antigeno Bm86
desarrollado a partir de una cepa australiana y una cubana de R. microplus, no es
tan especifico contra las cepas de garrapatas de otras regiones geograficas como

en el caso de México.




Andlisis filogenético molecular de la secuencia de la proteina bm86 de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus de Colima, México.

Tabla 5. Andlisis comparativo de secuencias conservadas de aminoéacidos de las proteinas Bm86, de
nuestros aislados y las reportadas en Genbank.

Unicamente se muestran las posiciones de los aminoacidos donde se presentan mutaciones de las cepas
analizadas en relacion al antigeno originalmente clonado de Bm86. +, existe una mutacion puntual que
modifica el aminoéacido. -, no presenta la mutacién en ese sitio. Nd, no analizado por los autores de la
publicacion. a) Freeman et al., 2010 b) Sossai y col. (2005); c) Genbank con nimero de acceso AF150891.2;
d) aislados de Colima México. Las secuencias fueron analizadas con el programa Mega 6 (Tamura et al.,
2013).

Posicion Bm86 (Texas) Bm86 (Sudamérica) Bm95 (Argentina) (c) Bm86 (México) (d)
del residuo (@) (b)

en Bm86

17 + Nd - +
89 + + + +
95 - - + -
109 + + - +
142 + + + +
206 + + + +
210 + + + +
226 + + + +
248 - + - -
251 + - + +
257 + + + +
272 + + + +
334 - Nd + -
358 + Nd + +
365 - Nd + -
400 + Nd + +
444 + Nd + +
498 + Nd + +
502 + Nd + +
507 + Nd + +
560 + Nd + +
568 + Nd + +
570 - Nd Codon de termino -
593 + Nd +
597 + Nd +
605 + Nd +
610 + Nd +
624 + Nd +
650 Codén de término ¢Codoén de término? Codén de termino
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Segun Garcia-Garcia et al., 1999, existe una correlacion inversa entre la eficacia
de la vacuna y la variacion de la secuencia en Bm86. Se ha observado que
cuando la secuencia de la vacuna tiene una variacion mayor al 3% con respecto a
la secuencia de la garrapata objetivo, el efecto sobre ésta resulta menos efectivo

que si la variacién es menor a éste porcentaje.

Los resultados obtenidos para la variacion en la secuencia de aminoacidos en
todos nuestros aislados fue mayor al 3%, tanto para la cadena 20-627, como para
las secuencia de aminoacidos relacionada al factor de crecimiento epitelial (EGF),
lo que contribuye a explicar la baja efectividad de la vacuna comercial en México.

Dentro de la cadena EGF, encontramos un residuo de cisteina adicional presente
en el péptido sefal (residuos 17) que no esta presente en la Cepa Yeerongpilly, ni
en la Bm95 Argentina, pero que si coincide con las secuencias del sur de Texas

reportadas por Freeman et al., 2010

Se calcularon los porcentajes de similitud e identidad, para las secuencias de
aminoacidos. Conviene sefalar que se puede hablar de similitud e identidad como
cosas separadas, dos secuencias son idénticas si son iguales residuo a residuo.
Dos secuencias pueden ser muy similares y sin embargo no ser Homélogas (no
comparten un ancestro comun), de la misma manera, dos secuencias homologas

pueden haber divergido mucho en la historia evolutiva, haciéndolas poco similares.

Freeman et al., (2010), reporto 93.7 % de identidad en la secuencia aminoacidica
entre todos sus aislados del sur de Texas. En nuestro estudio, en general, hubo
un promedio del 96,5% de identidad de secuencia aminoacidica en Bm86 de
nuestros aislados (sombreado en rosa claro, Tabla 3 del articulo enviado), existen

identidades fuertes entre la mayoria de los 10 aislados de Colima y las

10
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secuencias de Texas, lo que indicaria que estan fuertemente emparentadas con
estas Ultimas (sombreado en verde claro, Tabla 3 del articulo enviado), sin
embargo, el Individuo Col_F6 es mas heterogéneo con respecto al resto de los
individuos, incluyendo a las secuencias de Texas (Sombreado color gris claro,
Tabla 3 del articulo enviado).

Los porcentajes de similitud son también muy fuertes, en la mayoria de ellos
cercanos o del 100% (Sombreado color naranja, Tabla 3 del articulo enviado) lo
gue indicaria que nuestros aislados no han divergido demasiado en su historia
evolutiva con respecto a las secuencias reportadas de Texas. Excepcionalmente
el individuo Col_F6 pareciera ser divergente con respecto al resto de las
secuencias (Sombreado gris, Tabla 3 del articulo enviado), estos resultados
coinciden con lo ya reportado por Freeman et al., 2010 y Garcia-Garcia et al.,
1999.

La combinacion de técnicas moleculares y las estrategias de bioinformatica, han
conducido al estudio del polimorfismo genético de las proteinas de Bm86 en
distintas regiones del mundo, estos cambios en las secuencias del gen son el
resultado de adaptaciones a lo largo de la evolucidén, una vez estudiado dicho
polimorfismo y las variantes antigénicas, estas proteinas se convierten en
potenciales candidatos a vacunas contra la garrapata propias de distintas regiones

del mundo.

El resultado del estudio filogenético de nuestros aislados en relacién con las
secuencias de distintas partes del mundo ya descritas, revela una politomia en la
manera como se distribuyen varios de los taxones, sin embargo podemos decir
gue esta distribucidén sugiere la hipotesis de que ha habido una migracién de
garrapatas entre Colima y Texas y que también existe migracion entre Brasil,

Colima y Texas, aunque no se cuenta con suficiente informacion que respalde las

11
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rutas migratorias del ectoparasito. Aunado a lo anterior, el arbol filogenético
sugiere que una vacuna hecha a partir del antigeno Bm86 de cepas de Colima o
Texas podria ser mas efectiva contra las cepas circulantes en estas regiones, que

la vacuna basada en el genotipo Yeroongpilly.
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12.CONCLUCIONES

La variacion en la secuencia de aminoacidos encontrada entre las secuencias
Bm86 de garrapatas procedentes de Colima, Brasil, Argentina y Mozambique con
la cepa de referencia (Yeerongpilly) es evidente a lo largo de toda la longitud de la
proteina, lo que indica que existe variacion geografica de este antigeno. Es posible
gue dicho polimorfismo genético sea el responsable de los problemas de eficacia

gue presenta la vacuna contra R. microplus procedentes de diferentes regiones.

El porcentaje de variacion de Bm86 encontrado en las garrapatas R. microplus nos
hace fortalecer la hipétesis de que una vacuna desarrollada con base en

antigenos locales sera mas eficaz contra cepas regionales.

13
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13.SUGERENCIAS

Es necesario ampliar el estudio filogenético del gen Bm86 a garrapatas
R. microplus procedentes de otras regiones del pais para enriquecer la base de
datos y asi hacer una evaluacion mas completa acerca de la diversidad genética
de éstos ectoparasitos en la Republica Mexicana, con el objetivo de encontrar la
combinacién de antigenos Bm86 mas apropiados para la elaboracion de una

vacuna genérica contra R. microplus.
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15.ANEXOS
Anexo 1. Extraccién de RNA, TRI Reagent® Solution (Applied Byosistems).
Homogenizacion del tejido
e Homogenizar aproximadamente de 10 a 15mg de tejido de intestino por
garrapata en 1 ml de solucion trizol TRl Reagent, Vortex por 1 minuto.

e Incubar el homogenizado 5 minutos a temperatura ambiente.

e Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos a 4°C vy trasferir sobrenadante a

nuevo vial e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
RNA extraccion.
e Agregar 100uL de 1-Bromo-3Chloropropano (BCP), vortex por 15 segundos
e incubar 3 minutos a temperatura ambiente.
e Centrifugar a 12 000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Precipitacion y lavado de RNA
e Trasferir sobre nadante a un tubo nuevo y agregar 250 pyL de 2propanal,
mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
e Centrifugar a 12 000 rpm por 10 minutos a 4°C, eliminar sobrenadante.

e Lavar en 1ml de ethanol al 75%, vortex 1 minuto.

e Centrifugar a 8 000 rpm por 5 minutos a 4°C, decantar sobrenadante.
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e Centrifugar a 8 000 rpm por 1 minuto a 4°C, incubar a temperatura

ambiente hasta secar pellet.

Solubilizacién de RNA

e Resuspender en 40 pL de agua libre de nucleasas.

Anexo 2. Digestién de DNA, DNA-free ™Kit (Abion)

e A 20 pL de cada muestra de RNA, agregar 2.2 pL de buffer 10X, 0.5 uL de
DNasa, incubar ¥2 Hora a 37°C.

e Agregar 2.5 pL de rDNasa, mezclar en vortex 15 segundos, incubar a

temperatura ambiente 2 minutos, y centrifugar durante 10 segundos.

e Trasferir sobrenadante a nuevos viales de PCR

Anexo 3. cDNA sintesis, SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (invitrogen)
Se prepard una reaccion con la siguiente mezcla, 1 uL de Oligo(dT)i2-18, 1ng a 5
Mg total RNA total (2 pL), 1 uL dANTP Mix (10 mM), Agua libre de nucleasas 8 L,

para un volumen total de 12 pL por muestra.

La reaccion RTPCR se hizo bajo las siguientes condiciones:
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e Incubar la reacciéon a 65°C por 5 minutos, enfriar rdpidamente a 4°C por 2

minutos.

e Aniadir 4 yL de 5X First-Strand Buffer y 2 uyL de 0.1 M DTT, incubar a 42°C

por 2 minutos.

e Anadir 1 uL de SuperScript I, R.T. e incubar a 42°C por 50 minutos.

e Inactivar enzima a 70°C por 15 minutos.
Anexo 4. Reaccion de PCR
En cada vial se preparé la siguiente reaccion 14.9 uL de Agua libre de nucleasas,
5 pL 5x Green goTaq flexi buffer, 2.5 yL de MgCI2 25mM, pL 0.5 de dNTP mix
10mM, 0.5 pL de primer forward, 0.5 uL de primer reverse, 0.125 uL de goTaq flexi
DNA polymerase y 1 pyL de nuestra muestra de DNA, para un volumen total de
reaccion de 25 pL.
La reaccion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:

e Desnaturalizacion inicial 94°C por 10 minutos.

e 35 ciclos de desnaturalizacién a 94° por 30 segundos.

e Alineamiento a 55°C (primers 2 y 3), 60°C (primer 1), 57°C (primer 4) por 30

segundos.

26



Andlisis filogenético molecular de la secuencia de la proteina bm86 de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus de Colima, México.

Elongacion a 74°C por 30 segundos y una elongacion final de 74°C por 5

minutos.

Anexo 5. Purificacion de productos de PCR, Wizard®SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega).

Se afadié un volumen igual de solucién de unién de membrana a cada

reaccion de PCR.

Se coloco una minicolumna SV en un tubo recolector para cada amplicon
de PCR, se trasfirio la mezcla del producto de PCR a la minicolumna

ensamblada SV, se incubo durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Se centrifugo la columna SV ensamblada a 14, 000 rpm por 1 minuto, se
retird la mini columna y se deshecho el liquido del tubo recolector y se

ensambldé nuevamente.

Se lavo la columna anadiendo 700 uL de solucién de lavado de membrana

previamente diluido con etanol al 95%.

Se centrifugd la columna por 1 minuto a 14, 000 rpm, se vacio el tubo
recolector y se repitio el lavado con 500 pyL de solucién de lavado de

membrana.

Se centrifugd a 14, 000 rpm por 5 minutos, se retird la mini columna SV, se
vacio el tubo recolector, se ensamblé nuevamente y se centrifugd a 14, 000

rpm por 1 minuto.
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Se trasfirid la mini columna SV a un tubo de 1.5 ml estéril, se agregaron 50
ML de agua libre de nucleasas al centro de la columna, se incubd a
temperatura ambiente por 1 minuto, se centrifugo durante 1 minuto a

14,000 rpm y se des hecho la columna y el tubo se almacen¢ a 4°C.
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