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ABSTRACT

Currently, cattle farming faces economic losses due to infestations with R.
microplus ticks. The use of ixodicides, which has been the main control method
for decades, has many disadvantages, so it is necessary to look for alternatives
such as the development of immunogens through the expression of
recombinant proteins. The objective of this work was to synthesize a
recombinant polypeptide from the inferred sequence of Serpin RmS-17 in the P.
pastoris expression system as a control proposal for R. microplus. A region of
interest was selected from the nucleotide sequence of the tick R. microplus
strain "Media Joya", which is composed of 435 bp equivalent to 145 amino
acids. To amplify said region of interest, specific oligonucleotides were
designed that also had restriction sites for the enzymes Xba | and Pml |. The
product obtained was cloned in the pJET1.2/Blunt safeguard vector and used to
transform competent cells of E. coli Top 10. Subsequently, the extraction and
purification of the plasmid DNA was carried out and it was digested with the
enzymes to identify the orientation in the which was cloned. This insert was
subcloned in the expression vector pPICZaB, which was confirmed by
restriction patterns. Plasmids were purified from competent E. coli Top 10 cells
and confirmed by sequencing. A consensus sequence was obtained and
compared with that reported in GenBank for the same protein, with results of
99.7% identity. Subsequently, competent P. pastoris X33 cells were
transformed with the plasmid pPICZaB/RmS-17 to integrate the vector by
homologous recombination into the yeast chromosome. The resulting strain was
characterized and named X33/RmS-17 and its cell growth was then compared
to non-transformed cells. Finally, expression assays were performed by
inducing with methanol for 96 hours. Expressed RmS-17 polypeptide was
recovered from cell lysis by mechanical disruption and identified by reducing
electrophoresis (SDS-PAGE), stained with Coomassie blue, and
immunodetected by Western Blot using Anti-His and Anti-His antibodies. This
study demonstrates the production of an RmS-17 polypeptide expressed in a

eukaryotic system, obtaining characteristics similar to the reported sequence.

Keywords: Serpins, RmS-17, expression systems, P. pastoris.



RESUMEN

Actualmente la ganaderia bovina enfrenta pérdidas econdmicas por las infestaciones
con garrapatas R. microplus El uso de ixodicidas que ha sido el principal método de
control durante décadas presenta muchas desventajas, por lo que es necesario buscar
alternativas como el desarrollo de inmundgenos a través de la expresion de proteinas
recombinantes. El objetivo de este trabajo fue sintetizar un polipéptido recombinante a
partir de la secuencia inferida de la Serpina RmS-17 en el sistema de expresion de P.
pastoris como propuesta de control de R. microplus. Se seleccioné una region de
interés de la secuencia nucleotidica de la garrapata R. microplus cepa “Media Joya”, la
cual estd compuesta por 435 pb equivalente a 145 aminoacidos. Para amplificar dicha
region de interés se disefiaron oligonucleétidos especificos que ademas tenian sitios
de restriccién para las enzimas Xba | y Pml I. El producto obtenido fue clonado en el
vector de resguardo pJET1.2/Blunt y usado para transformar células competentes de
E. coli Top 10. Posteriormente se realiz6 la extraccion y purificacion del ADN
plasmidico y se digiri6 con las enzimas para identificar la orientacién en la cual se
cloné. Dicho inserto se subcloné en el vector de expresion pPICZaB y fue corroborado
por patrones de restriccion. Los plasmidos se purificaron a partir de células
competentes de E. coli Top 10 y se confirmaron por secuenciacién. Se obtuvo una
secuencia consenso y se compar6 con la reportada en el GenBank para la misma
proteina, con resultados de 99.7% de identidad. Posteriormente, se transformaron
células competentes de P. pastoris X33 con el plasmido pPICZaB/RmS-17 para
integrar el vector por recombinacion homologa en el cromosoma de la levadura. La
cepa resultante se caracteriz6 y denomind X33/RmS-17 y luego se compar6é su
crecimiento con las células no transformadas. Por ultimo, se realizaron ensayos de
expresion induciendo con metanol por 96 horas. El polipéptido RmS-17 expresado se
recuperé de la lisis celular por rompimiento mecanico y se identific6 mediante
electroforesis en condiciones reductoras (SDS-PAGE) se tifié con azul de Coomassie
y se realiz6 la inmunodeteccién mediante Western Blot utilizando anticuerpos Anti-His
y Anti-Myc. Este estudio demuestra la obtencién de un polipéptido de RmS-17
expresado en un sistema eucarionte obteniendo caracteristicas similares a la

secuencia reportada.

Palabras clave: Serpinas, RmS-17, sistemas de expresion, P. pastoris.



ABREVIATURAS

R. microplus Rhipicephalus microplus
P. pastoris Pichia pastoris

E. coli Escherichia coli

D.O. Densidad 6ptica

OF Organofosforados

PS Piretroides sintéticos

Am Amidinas

LM Lactonas macrociclicas
CIG Control integrado de garrapatas
RCL Sitio central reactivo
AOX Enzimas alcohol oxidasa
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias en animales, en especial las ocasionadas de manera
directa e indirecta por ectoparasitos son un problema global que aminora la salud y el
rendimiento productivo del ganado. Dentro de este grupo de ectoparasitos se
encuentran las garrapatas, las cuales ocasionan enfermedades en animales
domésticos y salvajes, ademas de transmitir diversos patdégenos. La especie R.
microplus es la mas importante en el sector pecuario, en parte por las grandes
pérdidas econdmicas que produce en la industria y en parte por su amplia distribucion
geogréfica la cual abarca regiones tropicales y subtropicales del mundo (Dominguez et
al., 2016). Aproximadamente mil millones de cabezas de ganado bovino se encuentran
expuestos a los efectos causados por las infestaciones, las cuales representan uno de
los principales problemas en la productividad de los bovinos, sin olvidar el papel que
juegan en la transmision de enfermedades como babesiosis (Babesia bovis y Babesia
bigemina) y anaplasmosis (Anaplasma marginale) (Pegram et al., 1993; Almazan et
al.,, 2010). Se estima que el costo global ocasionado por las garrapatas y las
enfermedades que transmiten oscila entre los 2.5 billones de dolares anuales, y para
el caso de México se estiman pérdidas aproximadas de 573.61 millones de délares

anuales (Lew-Tabor et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2017).

El método de control méas utilizado para combatir este ectoparasito ha sido por mucho
tiempo el uso de sustancias quimicas. Estas, ademas de ser costosas, acarrean
probleméticas como la presencia de residuos quimicos en los productos obtenidos de
los animales, lo que a su vez genera problemas de salud publica. Ellas también
producen una contaminacion ambiental y el desarrollo de poblaciones de garrapatas
resistentes a diversos ixodicidas, lo que dificulta su control y aumenta los costos de
tratamiento. A raiz de estos inconvenientes, se han buscado distintas alternativas de
control entre ellas las vacunas que, podrian formar parte de programas de control
integral (Robbertse et al., 2016; Dominguez et al., 2016). Si bien en la actualidad en
México se comercializa la vacuna Bovimune Ixovac® para el control de la garrapata R.
microplus, se ha evidenciado la disminucion de la eficacia de esta vacuna entre las
cepas de distintas regiones geograficas, asociadas al polimorfismo en el gen
codificador de la proteina Bm86 de la garrapata (Garcia-Garcia et al., 1999; de la
Fuente et al., 2000).

En el proceso de encontrar candidatos vacunales nuevos, se han analizado una

amplia variedad de proteinas localizadas y/o secretadas en glandulas salivales,



intestino y ovarios de las garrapatas (Labuda et al., 2006; de la Fuente y Kocan, 2006;
Mulenga et al., 2007; Narasimhan et al., 2007; Dai et al., 2009; Almazan et al., 2010;
Schuijt et al., 2011; Tirloni et al., 2016; Lagunes-Quintanilla y Bautista-Garfias, 2020).
Entre estas proteinas se encuentran las Serpinas, una superfamilia de proteinas que
poseen estructuras similares y que fueron identificadas primero por su inhibicion de
proteasa serina. Son conocidas por regular procesos celulares como la coagulacién
sanguinea, agregacion plaquetaria, inflamacion e inmunidad del hospedero que
contribuyen al mantenimiento de la homeostasis (Meekins et al., 2017). Ademas, se
han desarrollado inmundgenos en otras especies de garrapatas utilizando diversas
Serpinas dentro de las cuales se encuentran: HLS1 y HLS2 de Haemophysialis
longicornis (Sugino et al., 2003; Imamura et al., 2005), asi como RaS-1 y RaS-2 en R.
appendiculatus (Imamura et al., 2006) y la proteina Iris de Ixodes ricinus (Prevot et al.,
2007).

De acuerdo con los antecedentes mencionados en esta investigacion se pretende
obtener un polipéptido de la Serpina RmS-17 utilizando un sistema de expresion
eucarionte. Esta proteina se encuentra en varios organos de la garrapata y cumple
importantes funciones en la coagulacion sanguinea (Tirloni et al., 2015), también esta
involucrada en la respuesta inmune y en el proceso de alimentacion de la garrapata
(Rodriguez-Valle et al., 2015; Tirloni et al., 2016; Da Cruz, 2016). Recientemente, se
demostrd que la proteina RmS-17 presenta una regién de interés con elevado grado
de conservacion entre cepas de R. microplus en distintas zonas geogréficas de México
(Martinez-Masa et al., 2020), lo que resulta prometedor para el desarrollo de un
antigeno vacunal para el control de garrapatas R. microplus en distintas zonas

geograficas de México.



I ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las garrapatas

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados debido a que la sangre es
fundamental para llevar a cabo su ciclo de vida. Se consideran artropodos ubicados
taxondmicamente en la clase Arachnida, la principal caracteristica de esta clase es
que en su vida adulta su cuerpo estara dividido en dos regiones: gnatosoma e
idiosoma y poseera cuatro pares de patas (Faccioli, 2011; Polanco-Echeverry y Rios-
Osorio, 2016). Es importante mencionar que el periodo de vida de las garrapatas va a
depender de la especie y la temporada climética en la que se encuentre, sin embargo,
raramente viven mas de dos afios. Esto se debe a mudltiples factores como la
humedad, pues en ausencia total es destructiva y en exceso permite la proliferacion de

hongos patdgenos sobre ellas (CFSPH, 2007).

Por otra parte, es importante mencionar que son uno de los ectoparasitos mas
importantes a nivel pecuario, limitando la ganaderia y afectando el 80% de la
poblacion bovina del mundo. Entre los problemas causados por garrapatas a los
bovinos, se encuentra la falta de apetito, anemias por pérdida de sangre, irritacion por
picaduras, depreciacion de pieles y transmision de agentes patégenos (bacterias, virus
y protozoos) que pueden generar enfermedades agudas, cronicas, e incluso la muerte
(Cortés-Vecino, 2011). Asimismo, cabe mencionar que la especie de mayor
importancia es R. microplus, mas conocida como “garrapata comun del ganado”
(CFSPH, 2007).

2.2. Importancia econOmica en la ganaderia bovina

Dentro del sector primario de la economia se incluye la actividad ganadera, la cual se
define como la domesticacion de animales enfocada en la generacién de alimentos y
productos para consumo humano (FIRCO, 2017). La ganaderia bovina en México
constituye un sector muy importante de la economia, generando en el 2018 un total de
34.820.271 cabezas de ganado a nivel nacional (SIAP, 2018), aportando ganancias de
exportacion que oscilan entre 500 y 700 millones de délares al afio (Gonzalez-Séenz,
2007).

Los tratados comerciales con Estados Unidos de Norte Ameérica (EUA) son muy
importantes para México, ya que es su principal socio comercial. La exportacion de

cabezas de ganado desde México hacia Estados Unidos se ve limitada por la



infestacion de garrapatas y las enfermedades que pueden transmitir en el ganado
bovino (Skaggs et al., 2004; Freeman et al., 2010). El gobierno norteamericano plantea
constantemente el cierre de fronteras, debido a que la exportacién representa un factor
de riesgo para su propia ganaderia. Esto tendria consecuencias econémicas
irreparables, y por ello, esta problematica se considera perjudicial para la produccion

pecuaria en México (Lew-Tabor et al., 2014).

2.3. Clasificacién

Actualmente se han identificado 896 especies de garrapatas divididas en tres familias:
Ixodidae (garrapatas duras), las cuales poseen una lamina dorsal quitinizada (Fig. 1),
el gnatosoma ubicado en la posiciébn anterior y con dimorfismo sexual evidente;
Argasidae (garrapatas blandas) que carecen de lamina dorsal, el gnatosoma se
encuentra ventralmente y el dimorfismo sexual no es evidente; y por ultimo,
Nuttalliellidae que es monotipica porque solo contiene la especie Nuttalliella namaqua,
de la cual se han podido registrar solo ninfas y hembras, comparte sus caracteristicas
morfolégicas con las otras dos familias (Guglielmone et al., 2010). En la actualidad se
han podido determinar 650 especies de garrapatas divididas en trece géneros que
estan implicadas en la transmisiéon de hemoparasitos causantes de anaplasmosis y

babesiosis (Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2016).
Gnathosoma |
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Figura 1. Microscopia electronica de barrido de estructuras morfolégicas de las garrapatas
adultas de la familia Ixodidae (A) y Argasidae (B) en vista dorsal. (Estrada-Pefia, 2015).

La familia Ixodidae esta comprendida por 14 géneros que incluyen 702 especies:
Ixodes con 243 especies, Haemaphysalis 166, Amblyoma 130, Rhipicephalus 82,
Dermacentor 34, Hyalomma 27, Bothriocroton 7, Anomalohimalaya 3, Margaropus 3,
Nosomma 2, Rhipicentor 2, Cosmiomma 1, Cornupalpatum 1, Compluriscutula 1
(Guglielmone et al., 2010).



2.4. Alimentacion

Las garrapatas son ectoparasitos obligados porque necesitan alimentarse de fluidos
tisulares y sanguineos de forma exclusiva para desarrollarse durante sus diferentes
estadios. En el caso de la familia Ixodidae estos artropodos hemimetédbolos tienen un
gnatosoma que contiene un par de palpos con cuatro artejos, un par de queliceros
(estructura especializada de desgarre) con varias filas de dientes y un hipostoma
(6érgano suctor) que se usa como érgano de anclaje al hospedador. Al momento de
alimentarse la garrapata se une al hospedador lacerando la piel con los queliceros y

se ancla al tejido con el hipostoma (Fig. 2) (Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2016).

Palpos

Queliceros

Areas porosas

[}

Figura 2. Microscopia electrnica de barrido de garrapata hembra de la familia Ixodidae. Vista
ampliada dorsal (A) y ventral (B) del gnatosoma. (Estrada-Pefia y Fragoso, 2006).

Las hembras adultas de la familia Ixodidae aumentan aproximadamente 100 veces su
peso original al alimentarse, periodo que tarda aproximadamente de siete a doce dias.
Los machos se alimentan intermitentemente y pueden permanecer en su hospedador
hasta meses, a diferencia de las larvas y ninfas que lo hacen por periodos cortos, es
por esto que, dependiendo del estado de desarrollo de la garrapata, sera el tiempo que

tarde en alimentarse (Cortés-Vecino, 2011; Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2016).
2.5. Garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus

La garrapata R. microplus se considera la mas importante de la ganaderia bovina a
nivel mundial debido a su amplia propagacion, su capacidad vectorial, sus habitos
hematéfagos y la cantidad de bovinos que afectan anualmente. Se encuentra en
diversos hospedadores como bovinos, bufalos, caballos, asnos, cabras, ovejas,
ciervos, perros, y algunos animales silvestres (Temeyer et al., 2012). Antes era
conocida como Boophilus microplus, pero fue reclasificada en el género Rhipicephalus
spp. Mediante un estudio molecular del genoma, en el que se utilizaron secuencias de
16S rRNA (RNAribosomal), se encontro estrechamente relacionado con la especie
Rhipicephalus bursa, introduciendo a Boophilus como subgénero de Rhipicephalus

spp. (Cuadro 1) (Barker y Murrell, 2008; Dominguez-Garcia et al., 2010).



Phylum Artropoda
Clase Arachnida
Orden Acarina

Suborden Ixodoidea
Familia Ixodidae
Género Rhipicephalus

Subgénero Boophilus
Especie microplus

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

2.6. Distribucion geografica

A nivel mundial R. microplus es endémica en Africa, Asia, Australia, el Caribe, India,
Madagascar y México; se puede encontrar tanto en regiones tropicales como
subtropicales, también tienden a predominar en pastos desbrozados con poco arbusto
y maleza (Estrada-Pefia y Fragoso, 2006).

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

Estatus zoosanitario
:} Libre ,
[ ] Erradicacién
[: Control
[F control i

Fecha de Gitima actualizacion 25 de junio de 2021}

1 Terrltorio reconocido en fase d‘e controi -\_
Actualmente el SENASICA reallza el anéllsls para su e

garrapata Boopﬁl 3

Direccion de Can s Zoosamtar’as SENASICA SADER 45

GOBIERNO DE o
MEXICO AGRICULTURA &s; NASICA

Figura 3. Situacién actual de la Campafia Nacional para el control de la garrapata Boophilus
spp. (SENASICA-SADER, 2021).

La mayor diversidad de géneros y especies de garrapatas estan distribuidas en areas
tropicales, subtropicales y templadas (Rosario et al., 2009). En la ganaderia bovina
mexicana las especies de mayor relevancia son Amblyomma mixtum, la cual esta
presente en el 31% del territorio nacional y R. microplus que comprende un area de
distribucion del 65.96% de todo el territorio mexicano. EI SENASICA por medio de la

campafia nacional para el control de la garrapata R. microplus (Fig. 3) informd6 que en



el 2021 el 3.44% del territorio nacional se encontraba en fase de erradicacion, ademas
las zonas endémicas mantienen un estricto control integral para evitar infestacién en

las zonas ya libres de este ectoparasito.
2.7. Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de R. microplus se completa en tres o cuatro semanas y esta
comprendido por cuatro estadios: huevo, larva, ninfa y adulto (Fig. 4). Las
infestaciones se producen al tener una gran carga de garrapatas en los animales en

ese periodo de tiempo (Enviromental Science, 2018).

b Adulto
— 4 a5 dias
Fase parasitaria: Hembra adulta %

21 a25dias semi-repleta

Ninfa _
7-10 dias 6 Hembra adulta repleta
. 21 a 25 dias aprox
-

L 4
% Larva de fase :
parasitaria
4-7 dias
Oviposicion ‘
: ¢ 15 dias aprox g’

Larva de fase
de via libre

e

Fase de vida libre:
maximo 4 a 6 meses

Eclosion de huevos
21 dias aprox

Figura 4. Ciclo de vida de R. microplus y sus estadios sobre el hospedador y fuera del mismo.
Esquema construido con base en (Rosario et al., 2009).

El primer paso del ciclo de vida es la eclosion de los huevos en el medio ambiente,
esto genera la expulsién de muchas larvas que se mantienen a salvo en el suelo hasta
gue se encuentren con un hospedador, al subir se adhieren a las partes mas delgadas
de la piel como el pecho, abdomen, patas y la cara interna del muslo. El siguiente paso
es alimentarse para que ocurra la primera muda y se convierten en ninfas, después en
adultos, donde se llevara a cabo la diferenciacion sexual entre machos y hembras
(Sonenshine y Roe, 2013). En cada etapa de desarrollo la garrapata se alimenta una
sola vez, pero este proceso toma varios dias. Al culminar esta alimentacion, los
machos maduran y se aparean con hembras que pueden seguir alimentandose. Una
vez que la hembra se ha apareado y alimentado se separa del hospedero y lleva a
cabo la oviposicién en el ambiente, culminado este proceso muere (Rosario et al.,
2009).



2.8. Respuestainmune del bovino contra garrapatas

Para prolongar su alimentacion durante la infestacion en un bovino, la garrapata utiliza
sustancias presentes en la saliva que le facilitan este proceso. Estas sustancias son
reconocidas como extrafias al ingresar al bovino y estimulan herramientas
inmunitarias, las cuales empiezan a sintetizar biomoléculas y células que actuaran
sobre la garrapata (Leon-Clavijo y Hernandez-Rojas, 2012). En este proceso
intervienen la cascada del complemento, células NK, interferon gamma, macréfagos
(interferon gamma y Oxido nitrico), células cebadas, neutrdéfilos, células dendriticas (IL-
6, TNF-qa, IL-12p70) y células no inmunitarias como fibroblastos y queratinocitos (Fig.

5) (Hovious, 2009; Lagunes-Quintanilla y Bautista-Garfias, 2020).
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Neutréfilo
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Figura 5. Relacién garrapata-hospedador. Principales elementos del sistema inmunitario del
bovino y los componentes de la saliva de la garrapata que modulan la respuesta inmune
protectora del hospedador (Lagunes-Quintanilla y Bautista-Garfias, 2020).

La saliva de la garrapata posee al menos 81 moléculas diferentes para bloquear y
evadir la respuesta inmune del hospedador (Simo et al., 2017). Esto se debe a
procesos evolutivos altamente conservados, pero la respuesta inmunolégica puede
variar dependiendo de la especie de la garrapata y de su hospedador. Por ejemplo, se
ha observado una variacion en la resistencia a la infestaciobn con garrapatas entre
ganado Bos taurus y Bos indicus, sugiriendo que se debe a una mejora en la
respuesta de las células T, lo que haria a las razas cebuinas mucho mas resistentes.
Otros estudios han demostrado que bovinos resistentes son capaces de producir
anticuerpos especificos contra proteinas de la saliva de la garrapata (Lagunes-
Quintanilla y Bautista-Garfias, 2020).



2.9. Métodos de control

El control de este ectoparasito en los hatos se lleva a cabo mediante diferentes
métodos, los cuales se pueden clasificar en quimicos (ixodicidas o garrapaticidas) y no
guimicos (vacunas, tipo de vegetacion, control biolégico, seleccion de praderas,
depredadores naturales, hospedadores resistentes, entre otros). Para llevar a cabo un
control efectivo se deben aplicar sistematicamente dos o mas métodos de control de
garrapatas, que afecten negativamente a los ectopardsitos sin generar riesgos sobre la
salud humana y el ambiente. Por lo cual es indispensable generar programas de
control integrado de garrapatas (CIG) mucho mas robustos (Willadsen, 2006;

Enviromental Science, 2018).

e Control quimico

Este tipo de control se basa en productos quimicos sintéticos conocidos como
ixodicidas, que buscan romper el ciclo de vida de la garrapata. Actualmente en México
se utilizan mas de 50 productos clasificados en seis familias en funcion de sus
distintos mecanismos de accién: Organofosforados (OF), piretroides sintéticos (PS),
Amidinas (Am), Lactonas macrociclicas (LM), Fenilpirazolonas e inhibidores de

desarrollo. Esta clasificacion se debe a los distintos mecanismos de accion.

Todos estos productos pueden ser aplicados, ya sea por inmersion, aspersion,
derrame dorsal y via epicutanea (pour-on) o parental (inyectables). Este tipo de
productos actian de manera inmediata, son de larga duracién y su aplicacion es
sencilla. No obstante, tienen un elevado costo, su uso indiscriminado puede generar
contaminacion en el ambiente, residuos de pesticidas en los productos animales
(carne y leche), problemas de salud publica, ademas, de que su utilizacion continua ha
generado garrapatas resistentes a mudltiples ixodicidas, debido a la plasticidad del
genoma de las garrapatas, provocando grandes pérdidas econémicas (Alonso-Diaz et
al., 2006).

e Control no quimico

Dentro de los principales métodos de control no quimico de R. microplus se
encuentran: la seleccion de hospedadores resistentes (sexo, edad, estado de
gestacién y lactacién, temporada del afio), la introduccién de depredadores naturales
(garzas y pajaros, hormigas), la rotacion, descanso y quema de praderas (descansos
obligados), la composicion y tipo de vegetacién (leguminosas), el control bioldgico

(hongos entomopatdgenos y plantas) y las vacunas (Rodriguez-Vivas et al., 2014).



En México, el uso de los ixodicidas es la estrategia mas utilizada para el control de R.
microplus que se aplican sobre el cuerpo de los animales infestados a intervalos
especificos de acuerdo a la regién ecolbgica, especies a las que se va a combatir y
eficacia residual del producto empleado. No obstante, han ocasionado la seleccién de
poblaciones resistentes de garrapatas R. microplus, por lo cual el método mas
promisorio para reducir las poblaciones de garrapatas es el uso de vacunas acopladas
a un control integrado de garrapatas (CIG) (Rodriguez-Vivas et al., 2006, 2007; Perez-
Cogollo et al., 2010; Fernandez-Salas et al., 2012).

2.10. Resistencia alos ixodicidas

La importancia de la resistencia de las garrapatas a los ixodicidas radica en los
problemas econémicos que representa para los productores bovinos en el subtrépico y
tropico, donde tienen un efecto costo-beneficio en la produccion. El factor mas
importante en la aparicién de esta resistencia es la dependencia a los tratamientos
guimicos para combatir las infestaciones por garrapatas (Alonso-Diaz et al.,2006).
Este fendmeno de resistencia obliga a los ganaderos a modificar esquemas previos
mediante el incremento de la concentracion del producto quimico, el cambio de
producto con distinto compuesto activo, aumento del numero de tratamientos
simultaneos. Cualquiera de las acciones que tomen los ganaderos van a generar

gastos adicionales en mano de obra y manejo de ganado (Céspedes et al., 2002).

En México, se han reportado casos de resistencia multiple a ixodicidas en los ranchos
mexicanos y estos fenbmenos se presentan en mayor proporcién (66 - 95%) cuando
se usan deltametrina, flumetrina y cipermetrina. En la actualidad, diversos estudios
demuestran resistencia de R. microplus a ivermectina, fipronil, organofosforados,
amidinas y lactonas macrociclicas. El Estado de Veracruz fue el primero en reportar
estos casos de multirresistencia, sin embargo, en los Estados de Tabasco y
Tamaulipas también se encuentran diversas cepas caracterizadas con un
comportamiento de multirresistencia (Rosario-Cruz et al., 2005; Perez-Cogollo et al.,
2010; Fernandez-Salas et al., 2012). Por lo anterior, se hace necesario buscar
alternativas para el control de garrapatas, para reducir el uso de ixodicidas, los cuales

representan un problema importante en la produccién bovina.
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2.11. Vacunas contra garrapatas

La hip6tesis de que usar vacunas para el control de R. microplus seria eficaz, nace de
una investigacion realizada en 1918 en la cual se evidencié que el constante contacto
entre el bovino y el ectoparasito hacia que el numero de garrapatas se redujera
gradualmente en las posteriores infestaciones (Akhtar et al., 2011), pero no fue sino

hasta décadas después que esta idea se materializo.

A partir de todas las investigaciones que se han realizado desde los afnos 80’s para
controlar las garrapatas, se han disefiado vacunas parcialmente efectivas (Willadsen
et al., 1988). Los primeros descubrimientos se basaron en clasificar a los antigenos
en: expuestos, aquellos que se relacionan con la resistencia natural a la infestacion y
con cierta desventaja debido a que no co-evolucionan con las garrapatas produciendo
una proteccion parcial (Rajput et al., 2006); y los antigenos ocultos que permanecen
ocultos para el sistema inmune del hospedador, y por lo cual, en la actualidad son de
mayor importancia para el desarrollo de vacunas comerciales (Almazéan et al., 2012;
Gonzélez-Romo y Picazo, 2015).

A lo largo de los afios se han utilizado diferentes antigenos ocultos de R. microplus
como candidatos vacunales, entre los que se encuentran: Bm86 (el mas conocido),
Bm91, Bm95, Vitelogenina, ATAQ, Ferritin 2, Subolesina, Acuaporinas, entre otras
(Lagunes-Quintanilla y Bautista-Garfias, 2020). Entre los afios 1993 y 1997 se usaron
las primeras vacunas comerciales para el control de garrapatas en ganado bovino
TickGard® (Australia) y Gavac® (Ameérica latina), posteriormente en el 2005 se
comercializ6 Go Tick (Colombia) (Bentancourt et al., 2005; de la Fuente et al., 2007).
Estas vacunas se hicieron a partir de la glicoproteina de membrana Bm86, la cual
produce efectos negativos en el intestino de la garrapata, disminucion del nimero de
garrapatas y deficiencia de oviposicion; sin embargo, es importante mencionar que
debido a la presencia de polimorfismos en el gen codificador de la proteina, existen
variaciones en la eficacia de acuerdo a la localizaciéon geografica de la cepa de la

garrapata (Garcia-Garcia et al., 2000; Lagunes-Quintanilla y Bautista-Garfias, 2020).

En México, se desarrollé recientemente la vacuna Bovimune Ixovac® a partir de la
proteina Bm86 de una cepa mexicana “Media Joya” la cual fue expresada en P.
pastoris y ha obtenido resultados prometedores en regiones donde se presentan
garrapatas multirresistentes (Suarez-Pedroso et al., 2007; Cunha et al., 2012). No

obstante, los polimorfismos genéticos y variantes antigénicas de las proteinas hacen
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que su eficacia se vea afectada e incluso en algunos casos que el efecto de esta
proteina sea nulo. Esto se debe tener en cuenta para el desarrollo de sistemas de
control regionales, asi como la elaboracién de vacunas a partir de la combinacion
entre antigenos sintéticos y adyuvantes idéneos que permitan el establecimiento de
una respuesta inmune por parte de los bovinos (Garcia-Garcia et al., 1999; Olds et al.,
2016).

2.12. Desarrollo de inmundgenos contra garrapatas

Debido a todos los problemas que provocan los métodos quimicos y a las limitaciones
gque tienen las vacunas para controlar las infestaciones de garrapatas, se ha
enfatizado en el desarrollo de nuevas opciones en el control inmunoldgico. Lo ideal en
este tipo de control es generar una respuesta inmune que sea capaz de disminuir
paulatinamente la carga de ectoparasitos en el animal, reduciendo los problemas
ambientales que generan los productos quimicos y mejorando la inocuidad de los
productos derivados de los bovinos (de la Fuente y Kocan, 2003).

Dentro de los métodos empleados para seleccionar antigenos contra garrapatas, las
mas utilizadas son técnicas de gendmica funcional como silenciamiento génico,
microarreglos de ADN, entre otras; asi como las técnicas de protedmica como
microarreglos de proteinas que permiten estudiar varias moléculas parasitarias al

mismo tiempo (Criado et al., 2008; Manzano-Roman et al., 2012).

Otra técnica que se ha utilizado es la busqueda de proteinas y dominios extracelulares
es la vacunologia inversa. Lo novedoso de esta técnica es que usa herramientas
bioinformaticas para encontrar antigenos potenciales antes de realizar las
inmunizaciones en animales. Estas herramientas pueden procesar una amplia
cantidad de datos gendmicos, lo que podria ser Util para disefiar una vacuna sintética

constituida por epitopos de alto interés antigénico (Aguirre et al., 2016).
2.13. Serpinas

Las Serpinas son una superfamilia de proteinas que estan conformadas entre 350 y
500 residuos de aminoacidos con pesos moleculares que varian de 40 a 60 kDa, que
fueron identificadas primero por su inhibicién de serina proteasa y se encuentran entre
las moléculas mas frecuentes presentes en la saliva de las garrapatas (Tirloni et al.,
2016). Estas proteinas son variables en su secuencia (17 - 95%), no obstante, poseen

regiones en comun que permiten la generacion de una estructura estable compuesta
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por tres lAminas beta plegadas denominadas A, B y C, ocho o nueve hélices alfa y un
sitio central reactivo (RCL) (Whisstock et al., 2010). Estas proteinas regulan procesos
como la coagulacién sanguinea (cascada de coagulacién), inflamacién, activacion de
complemento y el mantenimiento de la homeostasis, sus efectos pueden ser usados
por la garrapata para interrumpir el balance homeostatico del hospedador, permitiendo

asi la infestacion (Meekins et al., 2017)

Las Serpinas conforman la méas grande y variada familia de inhibidores de proteasas,
en la que se han identificado 1500 proteinas en humanos, insectos, nematodos,
plantas, hongos, artrépodos, artrépodos hematofagos y virus. Sin embargo, tienen una
region en comun que es la mas significativa para su funcion, donde se encuentra su
sitio central reactivo (RCL) (Law et al., 2006). Este RCL es el que genera la interaccion
con la proteasa objetivo, esté constituido entre 20 a 24 residuos y por su estructura es
sumamente flexible y es expuesto al solvente (Stein et al., 1990; Huntington, 2011).
Para llevar a cabo su funcion, las Serpinas primero se deben unir a la proteasa
mediante su RCL. Cuando este sitio central reactivo es separado por la proteasa,
realiza un cambio conformacional inusual, el cual consiste en que el RCL se inserta en
el centro de la hoja beta plegada-A formando una hoja beta adicional, esta transicion
se denomina “transicion estresada (S) a relajada (R)”; esto deforma la estructura de la
proteasa y evita que realice la catalisis, provocando su inhibiciébn (Whisstock y
Bottomley, 2006). Al inmunizar el ganado con Serpinas como RaS-1, RaS-2 y HLS1,
se ha observado una reduccién en la tasa de alimentacion de las garrapatas, asi como
una mayor mortalidad de Haemaphysalis spp. y Rhipicephalus spp. Por lo cual, son
antigenos promisorios para desarrollar inmunégenos que sean usados como vacunas

contra garrapatas (Imamura et al., 2006; Rodriguez-Valle et al., 2015).
2.14. Serpina RmS-17

En R. microplus se han identificado 22 Serpinas, dentro de ellas se encuentra la
proteina RmS-17, la cual ha sido estudiada como posible potencial vacunal. Esta
proteina se encuentra principalmente en las glandulas salivales de la garrapata,
aungue también es posible encontrarla en ovario y en el intestino medio, donde podria
desempefiar un papel en la hematofagia permitiendo la absorcibn de sangre y
manteniéndola en un estado fluido en el sitio de alimentacién y después de la
ingestion, lo cual interrumpe el balance homeostéatico del hospedador, por ende, esta

involucrada con la respuesta inmune de la garrapata. También se ha evidenciado que
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interrumpe el tiempo de recalcificacion del hospedador, lo cual esta relacionado con la

inhibicion del factor Xla, implicado en la cascada de coagulacion (Tirloni et al., 2015).

Un estudio realizado por Tirloni en (2016), en el que se obtuvo una recombinante de
RmS-17 utilizando el sistema de expresion de P. pastoris, demostr6 que la
glicosilacién de la proteina es importante para su reconocimiento por anticuerpos. Asi
mismo, se incubd dicha recombinante con una proteasa diana y un suero policlonal
obtenido de la inoculacion en conejos, lo cual evidencié una disminucion de la funcion
inhibitoria de la Serpina; esto podria sugerir que los anticuerpos producidos durante la
inmunizacion podrian bloquear la funcion inhibitoria de la Serpina durante la

alimentacion interfiriendo con su desarrollo.

Por otra parte, un estudio reciente realizado por Coutinho en (2020) donde se evalué
el efecto de varias Serpinas sobre la respuesta inmune innata y adaptativa, se
determiné que RmS-17 puede inhibir la permeabilidad vascular en la inflamacion
aguda e inhibir la actividad metabdlica de los linfocitos, lo que se asocia con la

disminucién en la proliferacion de linfocitos.

Recientemente se hizo el andlisis molecular de un polipéptido derivado de la proteina
RmS-17 en cepas y aislados de garrapatas R. microplus en México. El polipéptido se
analiz6 mediante diferentes algoritmos bioinforméticos a partir de la secuencia de
aminoacidos de la proteina RmS-17; cabe resaltar, que en esta region se encuentra el
sitio central reactivo el cual es importante para la propiedad inhibitoria de las Serpinas.
Dicha regién se comparé con una amplia variedad de cepas y aislados de R. microplus
y se encontré del 98% al 100% de identidad, lo que demuestra el alto grado de
conservacion del polipéptido RmS-17, lo que resulta favorable para el desarrollo de un
antigeno vacunal para el control de R. microplus en distintas zonas geograficas de
México (Martinez-Masa et al., 2020).

2.15. Komagataella (Pichia) pastoris

Komagataella pastoris, mas conocida como P. pastoris es una levadura perteneciente
a la clase Sacaromicetos y al género Komagataella (Love et al., 2016). Se utiliza
ampliamente en la expresién de proteinas recombinantes, debido a su capacidad de
integrar material genético foraneo a sus cromosomas, mediante la recombinacién
homologa simple. Es una alternativa con respecto a los sistemas de expresion
bacterianos, sobre todo, si se requieren modificaciones postraduccionales (Batt, 2014).

En cuanto a su genoma tiene aproximadamente 9.4 Mb organizadas en cuatro
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cromosomas, no tiene plasmidos nativos y normalmente se encuentra en estado
haploide, aunque en condiciones adversas como la falta de nitrégeno, se estimula la
forma diploide (de Schutter et al., 2009).

Esta levadura es metilotréfica, es decir, tiene la capacidad de metabolizar el metanol
como Unica fuente de carbono. ElI genoma de P. pastoris tiene dos genes (AOX1 y
AOX2) que codifican para dos enzimas alcohol oxidasa (AOX); dichas enzimas usan el
oxigeno molecular para oxidar el metanol hasta formaldehido. La levadura tiene poca
afinidad por el oxigeno, por lo que genera grandes cantidades de la enzima en
compensacion. Cuando la levadura se crece en metanol como Unica fuente de
carbono, la enzima AOX1 comprende més del 30% de la proteina soluble; mientras
gue AOX2 tiene un promotor mas débil, que genera solo el 15% de la actividad
oxidasa en la célula; por lo cual el promotor de AOX1 es el mas utilizado (Batt, 2014).

De acuerdo a la capacidad que tiene la levadura para metabolizar el metanol, existen
diferentes fenotipos de manera comercial: Mut* que tiene mayor capacidad de
metabolizar el metanol porque ambos genes AOX estan intactos; Mut®S que tiene una
baja capacidad de metabolizar el metanol, debido a que el gen AOX1 se encuentra
interrumpido; Mut- que tiene minima capacidad de metabolizar el metanol, porque los
genes AOX estan interrumpidos y es incapaz de sobrevivir en presencia de metanol
(lnan y Meagher, 2001). Ambos promotores, AOX1 y AOX2, tienen un sistema de
regulacién, el cual funciona con el mecanismo de represion/desrepresion que en altas
concentraciones de glicerol y glucosa reprime la transcripcién de los genes AOX, v el
mecanismo de induccion que permite alcanzar altos niveles de expresion de la enzima

cuando se cambia la fuente de carbono a metanol (Cregg et al., 1993).

Uno de los factores mas importantes en los sistemas de expresion eucariontes, son las
modificaciones postraduccionales, debido a que estan relacionadas con la estabilidad,
el plegamiento, la antigenicidad y la actividad biolégica de la proteina, entre otros (Lis
y Sharon, 1993). P. pastoris es capaz de realizar procesamiento de secuencias sefial,
plegamiento de proteinas, generacibn de puentes disulfuro en el reticulo
endoplasmatico, formacion de estructuras secundarias locales, procesamiento
proteolitico y glicosilacién. Este ultimo es muy importante ya que P. pastoris puede
realizar N- y O-glicosilacion, a diferencia de otras levaduras no hace
hipermanosilaciones, ni presenta enlaces a1-3 en las cadenas de manosas, ambas

caracteristicas estan relacionadas con la hiperantigenicidad (Daly y Hearn, 2005). Los
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oligosacéridos adicionados en las proteinas secretadas por P. pastoris, por lo general

contienen en sus cadenas MangGIcNAc; o MangGIcNAc; (Montesino et al., 1998).

Existe una amplia variedad de vectores de expresion para P. pastoris, algunos tienen
un casete de expresién en el cual se encuentra la region 5 del promotor AOX1 y una
pequefia secuencia derivada de un fragmento de AOX1 que es necesario para
terminar la transcripcién. También se encuentra el sitio multiple de clonaje en el cual
se inserta el material genético foraneo, este sitio se encuentra entre el promotor y el
terminador. Para su mantenimiento en E. coli, estos vectores cuentan con un origen de
replicacion para su propagacion, ademas tienen marcadores de seleccion tanto para
P. pastoris como para E. coli. Otros vectores cuentan con sefial del factor alfa (a-MF)
de Saccharomyces cerevisiae para la secrecidén de proteinas, etiquetas de deteccion

por anticuerpos y cola de polihistidinas para purificacion (Invitrogen , 2010).

Algunas de las ventajas de usar el sistema de expresion de P. pastoris es que tiene un
promotor regulado, alcanza elevadas densidades celulares, altos niveles de
producciéon intra y extracelular de las proteinas de interés, habilidad de realizar
modificaciones postraduccionales, rapida velocidad de crecimiento en medio de cultivo
econdmicos y baja secrecion de proteinas nativas al medio de cultivo (Vogl et al.,
2013).

2.16. Proteinas de R. microplus producidas en P. pastoris

Con la finalidad de controlar las infestaciones por R. microplus, desde décadas
anteriores se han evaluado distintas proteinas de esta garrapata en P. pastoris
utilizando diferentes cepas, vectores y fenotipos. El primer ensayo documentado
realizé una comparacion de los niveles de expresién del antigeno Bm86 entre E. coli y
P. pastoris, donde se observd una mayor expresion de Bm86 en la levadura y la
glicosilacién del antigeno; ademds, en los ensayos de inmunizacion se observo un
dafo significativo en las garrapatas como resultado de la respuesta inmune contra el
antigeno (Rodriguez et al., 1994). Mas adelante se desarroll6 la vacuna Gavac
utilizando el antigeno Bm86, obteniendo resultados favorables en los ensayos de
inmunizaciéon, adicionalmente se demostré que dicha proteina expresada en P.
pastoris podria ser buen candidato para combinar vacunas ya que funciona como

inmundégeno y como adyuvante (Garcia-Garcia et al., 1998).
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Otro antigeno que ha sido clonado y expresado en P. pastoris es el Bm95, del cual se
obtuvo una recombinante glicosilada que resulté eficaz sobre el nimero de garrapatas
de diferentes cepas, incluso las que no se veian afectadas tras la vacunacién del
bovino con Bm86 (Garcia-Garcia et al., 2000). Asi mismo, el ADNc que codifica una
region de interés de la aquaporina RmAQPL1 se llevé a expresion utilizando el sistema
de P. pastoris obteniendo asi un antigeno prometedor para futuros ensayos

inmunolégicos (Guerrero et al., 2014).

Las Serpinas son proteinas que han sido ampliamente estudiadas, en el 2016 se logré
expresar en P. pastoris los antigenos RmS-3, RmS-6 y RmS-17, todos resultaron estar
glicosilados y al ser enfrentados con antisuero bovino, solo las formas glicosiladas se
lograron unir correctamente, lo que podria indicar que este proceso es muy importante
para dichas proteinas. Adicionalmente, estos inmundgenos demostraron un papel
inductor inmunogénico en la respuesta humoral, por lo que se pueden incluir como
candidatos vacunales (Tirloni et al., 2016). En un estudio posterior se obtuvo una
recombinante de la Serpina RmS-15, la que es importante para la alimentacién de las

garrapatas (Xu et al., 2016).

Recientemente se desarrollé la vacuna Ixovac usando germoplasma de la proteina
Bm86 de una cepa mexicana de R. microplus “Media Joya”, la que fue clonada y
expresada en P. pastoris, obteniendo un antigeno glicosilado con resultados

prometedores (Cunha et al., 2012).
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[l. JUSTIFICACION

El uso excesivo de ixodicidas como la herramienta principal para el control de la
garrapata R. microplus ha resultado en residuos en los productos derivados de los
bovinos, toxicidad en los animales, efectos nocivos en el medio ambiente, ademas de
seleccién de garrapatas resistentes. Esta problemética hace necesaria la utilizacion de
métodos alternativos, como el control inmunologico basado en antigenos vacunales.
En la actualidad, existen dos vacunas comerciales, no obstante, su eficacia es limitada
debido a polimorfismos en los genes de cepas geograficamente distantes, llegando a
tener un efecto nulo en algunos casos. Es por lo que se hace relevante el disefio de

antigenos vacunales a partir de cepas locales y/o nacionales.

R. microplus posee unas proteinas llamadas Serpinas, las cuales son altamente
conservadas y estan relacionadas en procesos de alimentacién, reproduccion e
interaccion con la respuesta inmune del hospedador. Dentro de esta superfamilia esta
la proteina RmS-17 presente principalmente en las glandulas salivales de la garrapata,
dicha proteina tiene caracteristicas suficientes para ser considerada como candidato
vacunal, ademas de tener una region de interés altamente conservada entre cepas de
R. microplus en México, por lo tanto, podria usarse para controlar infestaciones por

garrapatas R. microplus en distintas zonas geograficas de México.

Es importante mencionar que, en la produccion de proteinas recombinantes se debe
buscar un sistema de expresion que se adecue a las necesidades de la proteina,
algunas requieren modificaciones postraduccionales como la glicosilacién para poder
llevar a cabo su actividad biolégica normal (Eichler, 2019). La proteina RmS-17 tiene
varios sitios de glicosilacién los cuales estan relacionados con el reconocimiento por
anticuerpos, por lo cual el sistema de expresion de P. pastoris es adecuado para
obtener un polipéptido recombinante de RmS-17, que posteriormente se pueda usar

como inmunégeno.
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V. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar un polipéptido recombinante a partir de la secuencia inferida de la Serpina
RmS-17 en el sistema de expresion de P. pastoris como propuesta de control de R.
microplus.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Amplificar y clonar el fragmento de interés en el vector pJET1.2/Blunt

Subclonar el fragmento de interés en el vector de expresion pPICZaB

Obtener cepa de P. pastoris X33 transformada con el plasmido pPICZaB/RmS-17.
Caracterizar el tipo de mutante obtenida de P. pastoris.

Caracterizar la curva de crecimiento celular de la cepa transformada.

I R e

Determinar las condiciones de expresion del polipéptido recombinante de RmS-17

en medio completo (BMMY) usando metanol como Unica fuente de carbono.
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VI. MATERIALES Y METODOS

El proyecto se llevd a cabo de manera compartida en los laboratorios de
Artropodologia y Epizootiologia del CENID-SAI sede Palo alto y sede Jiutepec del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)

ubicados en CDMX y el Estado de Morelos.
6.1. Seleccion de laregion de interés de la proteina RmS-17

La proteina RmS17 posee un dominio en el que se encuentra el RCL, que le confiere
especificidad contra la proteasa objetivo para asi producir su efecto inhibitorio, ademas
de ser altamente conservada en la familia de Serpinas (Rodriguez-Valle et al., 2015).
Previamente, el grupo de investigacion de la Unidad de Artropodologia del CENID-SAI,
INIFAP, analizé una region de interés dentro de la cual se encuentra el RCL,
compuesta por 435 pb que van del nucleétido 643 - 1.077 de la secuencia completa;
asi mismo, la region corresponde a 145 aa. localizados entre los aa. 215 al 359 de la
secuencia aminoacidica total. Dicha region esta constituida por cuatro hélices alfa,
siete laminas beta y una amplia proporcion de giros aleatorios, es intracelular ya que
no posee péptido sefal ni region transmembranal, tiene un sitio de glicosilacion en el
residuo 48 y dos epitopos lineales de células B predichos como altamente
inmunogénicos. También se demostré que la regidn seleccionada es altamente
conservada entre cepas de R. microplus (Martinez-Masa et al., 2020). Basando en lo

anterior, se seleccioné para el presente estudio esta region de interés.
6.2. Amplificacion y purificacién de la region de interés

Se partié del plasmido pET100-D-TOPO/RmS-17 del cual se aisl6 el inserto, para ello
se uso el oligonucleétido directo (5'-CACGTGATGTACGAACAGATCTCAGC-3) v el
oligonucledtido reverso (5-TCTAGAGCAGCTGCACTCTTCGTGTA-3") con los sitios
de restriccion Pml | y Xba | afiadidos respectivamente, estos fueron sintetizados en la
Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM. La reaccion de
PCR se realiz6 en tubos de microcentrifuga utilizando: 0.05 U/uL de Tagq DNA
polimerasa, buffer de reaccién, 4 mM de MgCI2, 0.4 mM de dNTPs (PCR Master Mix
(2X) Thermo Fisher Scientific™), 0.5 uM de oligonucleétidos, 10 ng del producto de
amplificacion obtenidos de la RT-PCR y 5 uL de agua libre de nucleasas, para un
volumen final de 50 yL. La amplificacion de la region de interés se llevo a cabo segun
las indicaciones del fabricante (Fig. 6). Para la visualizacion, los productos de PCR

fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE (Tris,
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Acetato, EDTA) y para estimar el tamafio del amplicdn y la concentracién aproximada,
se compard su concentracién aproximada con un marcador de peso molecular de 1Kb.
La purificacién se llevo a cabo a partir de 25 L del producto de amplificacion extraidos
del gel de agarosa, utilizando el kit comercial FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini
Kit (Favorgen®), mediante el protocolo ya establecido en la Unidad de Epizootiologia
del CENID-SAI, INIFAP.

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
95°C 95°C
2 min 30s
72°C | 72°C
30s | 10 min
61°C
30s

Figura 6. Condiciones de ciclo térmico de PCR para la amplificacion del fragmento de interés
seleccionado de la proteina RmS17. Se observan las temperaturas de desnaturalizacion inicial,
desnaturalizacion, alineacion, extensién y extension final.

6.3. Ligacion de la regiébn de interés al vector de resguardo
pJET1.2/Blunt

La region amplificada y purificada de 449 pb (con los sitios de restriccién incluidos) se
ligd al vector de resguardo pJET1.2/Blunt (Invitrogen), para ello, se agreg6 el inserto
en una relacién molar aproximada 1:6 (vector/inserto); este vector tiene un peso
molecular de 2974 pb, un origen de replicaciéon pUC ori, un promotor Lac UV5, un gen
letal eco47IR, un marcador bla (ApR) que le confiere resistencia a la ampicilina y un
sitio multiple de clonacion (Fig. 7). Para la ligacion se utilizaron 10 pL del buffer de
reaccion 2X, 1 uL de la enzima bluting DNA y 7 ng del inserto. La mezcla se incub6 a
70 °C por 5 minutos y se llevé a cabo un choque térmico en hielo por 2 minutos.
Posteriormente, se agreg6é 1 ng del vector pJET1.2/Blunt y 1 uL de la enzima ligasa,
para un volumen final de mezcla de ligacién de 20 pL, y se incub6 a 22 °C durante

toda la noche.
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Figura 7. Mapa del vector de clonacion pJET1.2 / blunt (Invitrogen).

6.4. Preparacion de células competentes de E. coli One Shot Top 10

El producto de ligacién se utilizé para transformar las células competentes de E. coli
One Shot Top 10 (Invitrogen), las cuales se prepararon utilizando el método de Cohen
et al., (1972) de CaCl, y choque térmico, con algunas modificaciones. Dicho proceso
se llevo a cabo inoculando 50 pL de medio LB con células de E. coli One Shot Top 10
y 25 mL de medio LB, se incub6 a 37 °C a 250 rpm por aproximadamente 3 horas
(densidad éptica de 0.35 UA) para la preparacion de las células competentes. Una vez
que se obtuvieron las células competentes se utilizaron 200 uL y 10 yL de producto de
ligacion, para cada transformacion. La mezcla se coloco en hielo por un minuto y se
llevb a choque térmico a 42 °C por 90 segundos exactamente, inmediatamente
después se colocé en hielo por dos minutos; seguido de esto, se adicionaron 800 pL
de medio LB y se incubd a 37 °C por 45 minutos con agitacién moderada. Terminada
la incubacion se plaquearon por 200 pL de las células transformadas en cajas de agar
LB + antibiético (ampicilina 100 pg/mL, zeocina (25 pg/mL) y se incubaron a 37 °C por
16 horas. Por ultimo, se seleccionaron diez colonias transformadas positivas, es decir
que incorporaron el vector, y de manera independiente se propagaron en 5 mL de
medio LB con 5 pL antibiético y se dejaron en crecimiento toda la noche a 37 °C a 250
rpom. Al siguiente dia, todos los precultivos se sembraron en cajas de agar LB +

antibiotico y, se almacenaron a 4 °C para su conservacion hasta ser analizados.
6.5. Extraccion de plasmidos

Una vez que termind la incubacién se pusieron a crecer todos los pre cultivos en cajas

de agar LB + antibiotico (ampicilina 100 pg/mL, zeocina 25 pg/mL) y posteriormente se
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almacenaron a -20 °C para conservar las colonias. Por otra parte, la extraccion de
ADN plasmidico se realiz6 con el método de lisis alcalina (Sambrook et al., 2001), con
el kit comercial FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Mini Kit (Favorgen®), mediante el
protocolo ya establecido en la Unidad de Epizootiologia del CENID-SAI, INIFAP. Las
extracciones se eluyeron en 100 pyL de agua libre de nucleasas y para su
visualizacién, fueron separadas por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% en
buffer TAE (Tris, Acetato, EDTA). Por ultimo, se realiz6 una dilucién 1:20 de los
plasmidos y se analizaron mediante PCR con el mismo protocolo establecido
anteriormente para identificar la regién de interés. Los amplicones obtenidos en la
PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7 % en buffer TAE
(Tris, Acetato, EDTA).

6.6. Digestion y liberacion de la regién de interés de RmS-17 a partir
del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17

Con el objetivo de seleccionar la clona que tuviera la region de interés clonada en la
orientacion deseada, se digirio el plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17 con la enzima Xba
I. Esto, como estrategia fundamental para asegurar que el inserto quedara en fase
cuando se subclonara en el vector de expresion pPICZaB, debido a que tanto el

inserto como el vector pJET1.2/Blunt tenian el sitio de restriccion Xba | (Fig. 8).

El vector pJET1.2/Blunt/RmS-17 fue extraido y purificado de las colonias
transformadas positivas en las cuales se visualiz6 la region de interés, se digirié con la
enzima de restriccion Xba | (Invitrogen) por dos horas a 37 °C; la digestién se realiz6
con 2 pL de buffer de la enzima (10X), 10 pL (1 pg) de vector, 0.1 pL (1 U) de la
enzima Xba |y 7.9 pL de agua libre de nucleasas, para un volumen final de 20 pL, al
finalizar la incubacion se detuvo la reaccion incubando el producto por 20 minutos a 65
°C.
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pJET1.2/blunt-RmS17

|

pJET1.2/blunt-RmS17

3423 bp 34123 bp

Figura 8. Mapa del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17. (A) el inserto ligado con el sitio de
restricciébn de Pml | en la region 5’ y Xba | en la region 3’, muestra la orientacion deseada. (B)
el inserto ligado con el sitio de restriccién de Pml | en la region 3’y Xba | en la regién 5’,
muestra la orientacion no deseada.

El siguiente paso fue extraer el inserto del vector de resguardo mediante una doble
digestién enzimatica, primero con Pml | la cual abridé el vector y posteriormente con
Xba | quien liberé el inserto. Después se realizé una purificacion de banda, que se
llevé a cabo a partir de 110 pL del producto de digestion, utilizando el kit comercial
FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini Kit (Favorgen®), mediante el protocolo ya
establecido en la Unidad de Epizootiologia del CENID-SAI, INIFAP. La purificacién se
visualizé por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7 % en buffer TAE (Tris, Acetato,

EDTA), y se compar6 con un marcador molecular de 1 Kb.
6.7. Subclonacion en el vector de expresion pPICZaB

Para realizar la subclonacién en el vector de expresion pPICZaB (Invitrogen), primero
se linealizé dicho vector realizando cortes enzimaticos con Pml | y Xba | en el sitio
multiple de clonacion, en el cual posteriormente se ligo la region de RmS-17 de 441
pb, para ello, primero se estimo la concentracion del inserto (10 ng/10 pL) y del vector
(92 ng/ 5 pL) comparando la concentracion aproximada con un marcador molecular de
1Kb, después, se agregd el inserto en una relacibn molar aproximada 1:3

(vector/inserto).

El vector pPICZaB tiene un peso molecular de 3597 pb (Fig. 9), estd compuesto por un
origen de replicacion pUC para la replicacion y mantenimiento en E. coli, un marcador
Sha ble que le confiere resistencia a la zeocina, promotores EM7 (procariota) y TEF1

(eucariota) para la expresién del gen de resistencia a la zeocina, el origen de
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replicacion 5 AOX1 para la expresion en presencia del metanol, la sefal de
terminacion de la transcripcién de AOX1 para su poliadenilacion, la sefial de secrecion
del factor a (Glu-Lys-Arg-Glu-Ala-Glu-Ala) para la secrecion de la proteina al medio
extracelular, un sitio multiple de clonaje donde se ligé el inserto, un epitope c-myc para
la identificacion de la proteina en western blot utilizando anticuerpos contra la misma,
una etigueta de seis histidinas para la purificacién de la proteina por cromatografia de
afinidad y un codon de paro (TGA).

* Pst | is in Version B only
Cia | is in Version C only

Figura 9. Mapa del vector de expresion pPICZaB (Invitrogen).

Finalmente, con la mezcla de ligacion (pPICZaB/RmS-17) se transformaron células
competentes de E. coli One Shot Top 10, usando zeocina (25 pg/mL) como antibidtico.
Se seleccionaron colonias para realizar extraccion de ADN plasmidico y dichos
plasmidos se caracterizaron por pruebas de patrén de digestion, PCR y secuenciacion.
Para esta ultima los insertos de tres colonias se secuenciaron usando los
oligonucledtidos disefiados para la region de interés de RmS-17, en la unidad de
secuenciacién del Instituto de Biotecnologia (IBT, UNAM) mediante secuenciacion
automatizada en un equipo Applied Biosystems. Las muestras se prepararon de

acuerdo a los lineamientos establecidos por el IBT.
6.8. Preparacion de células competentes de P. pastoris X33

Con el objetivo de realizar recombinaciéon homologa entre el plasmido pPICZaB/RmS-
17 y el locus de AOX1 del genoma de P. pastoris X33, se linealizé el plasmido en la
region 5 AOX1 utilizando el sitio de restriccion de la enzima Pme | (Invitrogen).

Posteriormente, se transformaron células competentes de P. pastoris X33 (Invitrogen)
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con el producto de digestion purificado, se utilizé el método de LiCl (Gietz y Schiestl,
2007). Este proceso se llevé a cabo a partir de un precultivo, el cual fue inoculado con
20 pL de células P. pastoris X33 en 10 mL de caldo YPD (extracto de levadura,
peptona y dextrosa), incubando a 30 °C a 240 rpm durante toda la noche. Una vez
crecido el precultivo se us6 para inocular 30 mL de caldo YPD y se dejé en crecimiento
hasta alcanzar una D.O. de 1 a 600 nm para posteriormente preparar las células

competentes con LiCl a 100 mM.

Para la transformacion de cada colonia se utilizaron 50 L de células P. pastoris X33y
10 pL de plasmido linealizado, adicionalmente se transformoé un control negativo (50
puL células competentes sin inserto). Para la mezcla de cada transformacién se
adicionaron 240 L de polietilenglicol (PEG-3350) al 50%, 36 uL de LiClal 1 M, 5 pL
de DNA de esperma de salmon desnaturalizado en TE y 20 pL de plasmido
linealizado, se resuspendié la mezcla por dos minutos hasta homogeneizar. Después
se incubd a 30 °C por 30 minutos sin agitacion y de inmediato se llevé a choque
térmico a 42 °C por 25 minutos exactamente. Posteriormente, se realiz6 una
centrifugacion por cinco minutos a 8000 rpm, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendié el pellet en 1 mL de caldo YPD, después se incub6 por cuatro horas a 30
°C con agitacién constante. Terminada la incubacion se plagquearon 100 pL de cada
transformacion en cajas de agar YPD + zeocina (200 pug/mL) y se incubaron a 30 °C
por tres dias. Por Ultimo, se seleccionaron cuatro colonias de cada transformacion
para hacer precultivos en 10 mL de caldo YPD + zeocina (200 pg/mL) con el objetivo

de guardar permanentes en glicerol al 33% a -80 °C para conservar cada colonia.

6.9. Extraccion de ADN gendmico de las transformantes de P.
pastoris X33

La obtencion de ADN gendmico se realizé mediante el método de Hoffman (1987) con
algunas modificaciones de acuerdo con protocolos establecidos en el CENID-SAI,
INIFAP. A partir de los precultivos de cada colonia seleccionada en 10 mL de caldo
YPD + zeocina (200 pg/mL), se realizé lisis celular con 200 pL de solucién de lisis
(Triton al 2%, SDS al 1%, NaCl a 100 mM, Tris-HCI a 10 mM, EDTA al 0.2 M).
Posteriormente, se adicionaron 200 pL de solucién de purificacion (25 mL de fenol, 24
mL de cloroformo, 1 mL de alcohol isoamilico), con el fin de obtener las tres fases
(acuosa, interfase y organica). Con ayuda de perlas de vidrio y vOrtex se hizo lisis
celular y la fase acuosa se recuperé para adicionar 10 pL de acetato de sodio al 3 M

frio para precipitar el ADN. Por altimo, se adicionaron 850 uL de etanol absoluto para
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facilitar la precipitacion y se dejé incubando a -20 °C durante toda la noche. Al
siguiente dia se realizaron lavados al pellet con etanol frio al 70% y se resuspendio

finalmente con 100 pL de agua libre de nucleasas.

Con el objetivo de analizar cualitativa y cuantitativamente el ADN extraido, se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % en buffer TAE (Tris, Acetato, EDTA), y
se compard con un marcador molecular de 1 Kb. Luego, se obtuvo la concentracion
del DNA de cada colonia midiendo la absorbancia a 260/280 nm con un
Nanophotometer®. Por ultimo, se llevo a cabo una amplificacion del inserto de RmS-17
a partir de ADN genomico de P. pastoris X33 con el objetivo confirmar la

transformacion.

6.10. Determinacion del fenotipo Mut de las células competentes de P.

pastoris X33

Para confirmar el fenotipo Mut* de las cepas transformadas, primero se aislaron las
recombinantes de plasmido pPICZaB/RmS-17 y se incubaron en caldo YPD + zeocina
(200 pg/mL) a 30 °C a 240 rpm, durante toda la noche. Posteriormente se sembré
cada colonia de manera independiente y simultanea en placas de medio MDH (medio
minimo con dextrosa e histidina) y MMH (medio minimo con metanol e histidina) y se
dejoé incubando a 30 °C durante tres dias. Por ultimo, se comparé el crecimiento de

cada colonia en ambos medios.
6.11. Expresion de la proteina RmS-17 en X33/RmS-17

Para llevar a cabo las pruebas de expresion se utilizd el método de Cregg y Higgins
(1998) con algunas modificaciones establecidas en la Unidad de Epizootiologia del
CENID-SAI, INIFAP. Los ensayos se iniciaron a partir de cinco mL de medio YPD
inoculado con la colonia recombinante y se dej6 creciendo a 30 °C por 24 horas. Este
precultivo se utiliz6 para inocular 100 ml de medio complejo de glicerol tamponado
(BMGY: 1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potasio pH
6, 1.34% de base nitrogenada de levadura, 0.00004 % de biotina y 1% de glicerol), con
una D.O. inicial de 0.05 en matraces de 250 ml y se incub6 a 30 °C en agitacion
constante a 240 rpm, hasta llegar a una D.O. de 6 a 600 nm, y asi aumentar la

biomasa de P. pastoris X33.

Una vez que se logré este objetivo, se procedi6é a realizar la prueba de induccién con

metanol, para ello, las células se recuperaron por centrifugacion y se re-suspendieron
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en 100 ml de medio complejo de metanol tamponado (BMMY: 1% de extracto de
levadura, 2% de peptona, 100 mM de fosfato de potasio pH 6, 1.34% de base
nitrogenada de levadura, 0.00004 % de biotina y 0.5% de metanol), con una D.O.
inicial de 1, en matraces de 500 mL y se incubé a 30 °C con agitacion constante a 240
rpm para inducir la expresién. Se dej6é en crecimiento alimentando con metanol a una
concentracion final de 1% cada 24 horas durante cuatro dias. Durante todo el ensayo
se tomaron muestras y se midid el crecimiento celular mediante la absorbancia para
posteriormente analizarlos. Se realizaron diversos ensayos de expresion en el que se
determinaron las condiciones Optimas para la produccion de la proteina, teniendo en

cuenta el protocolo de Invitrogen y lo descrito por otros autores
6.12. Caracterizacion del crecimiento celular de X33/RmS-17

La colonia X33 sin transformar y la colonia recombinante X33/RmS-17 se cultivaron en
matraces con 50 mL de medio YPD, esto se realiz6 por triplicado. Las colonias se
incubaron a 30 °C con constante agitacién a 240 rpm y se monitored su crecimiento
celular a lo largo de 50 horas, comenzando con una D.O. de 0.1 a 600 nm. Se tomaron
muestras cada dos horas para determinar el crecimiento celular midiendo la densidad
Optica (DO) de los cultivos en las fases exponencial, de desaceleracién y estacionaria.
Los resultados fueron comparados con el modelo de crecimiento celular y utilizando la
herramienta “solver” de Excel se iteraron los valores experimentales. El siguiente paso
fue graficar los resultados obtenidos en cada medicion con la herramienta SigmaPlot

12.5 para obtener una curva de crecimiento de las levaduras y asi poder compararlas.
6.13. Electroforesis desnaturalizante e inmunodeteccién

Cada muestra de cultivo tomada de la expresion de X33/RmS-17 se centrifugé a 8000
rpm durante 20 minutos a 10 °C, para separar las células del medio de cultivo. Primero
se realiz6 una lisis celular al sedimento para analizar la fraccién intracelular utilizando
tampén de rompimiento (50 mM de fosfato monobdsico de sodio pH 7.4, 1 mM de
EDTA y 5% de glicerol), se agregé un volumen de perlas de vidrio (0.5 mm) y se
sometio a ocho ciclos de 30 segundos de agitacion en vortex seguido de 30 segundos
de incubacién en hielo. Posteriormente, se centrifugé a 13000 rpm por 10 min a 4 °C,
el sobrenadante se us6 para la determinacién de proteina total usando el ensayo de
Bradford (1976) con albumina sérica bovina (BSA) como estandar para la curva

patrén. Finalmente, se analizaron 25 g de proteina en geles de PAGE-SDS.
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Por otra parte, las proteinas del medio libre de células se concentraron diez veces
precipitando con sulfato de amonio al 80% e incubando a 4 °C durante toda la noche
en agitacion constante, posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 20 minutos a
10 °C y el sedimento se resuspendié en agua destilada estéril. A continuacion, las
muestras se dializaron con Tris-HCI al 5 mM pH 8.0 (500 volimenes de muestra

inicial) en agitacién constante.

Cada muestra obtenida se separ6 en geles de SDS-PAGE al 12% de acuerdo con el
método de Laemmli (1970). Las bandas se visualizaron con una solucion de tefido
(0.05 % Azul de Coomassie G-250, 10% acido acético, 50% metanol) y el exceso de
colorante se elimind con la solucion de destefiido (10% &cido acético, 50% metanol).
Para la inmunodeteccién por Western blot se utilizé el método de Burnette (1981) con
algunas modificaciones establecidas en la Unidad de Epizootiologia del CENID-SAI,
INIFAP. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en
transferencia semi seca a 24 V por 55 minutos, usando un tampon de transferencia
(1.515 g de Tris-base, 7.2 g de glicina, 100 mL de metanol, 0.5 g de SDS para 500 mL)
y se bloqued con 5% de leche descremada en un tampén de PBS-Tween al 0.1% (20
mM Tris-HCI pH 8, 0.15 M de NacCl, 0.05% de tween 20) a 4 °C durante 16 horas con
agitacion moderada. Posteriormente la membrana se lavo tres veces con PBS-Tween
al 0.1% y se incub6 con diversos anticuerpos para la deteccion de la proteina
recombinante: el anticuerpo anti-myc con una dilucién 1:5000, y el anticuerpo anti-His
con una dilucién 1:5000 como primer anticuerpo e IgG de ratdon conjugado con
peroxidasa de rdbano (HRP, Invitrogen) como segundo anticuerpo (1:5000). Por
ultimo, cada membrana se lavé tres veces con PBS-Tween al 0.1% y las bandas se
revelaron con 20 mL de PBS pH 7.4, 0.0125 g de Diaminobencidina (DAB) y 25 uL
peroxido de hidrogeno (H20-) al 30%.
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VIl.  RESULTADOS

7.1. Seleccion delaregién de interés a partir de la secuencia de RmS-

17 de la garrapata R. microplus

Se seleccioné un polipéptido a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina
RmS-17 reportada en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (AHC98668.1). En la figura 10 se observa la regién constituida por
435 pb (A) equivalentes a 145 aminoacidos (B), localizada entre los nucle6tidos 643-

1.077 y los aminoacidos 215 y 359 de la proteina completa.

(A) Secuencia nucleotidica del polipéptido de RmS-17 cepa “Porto Alegre”

ATGTACGAACAGATCTCAGCGGGGTACGCCCGAGACGACGAGACGAACGCCGATGTTCTGGACCTG
CCTTACGCCGGGCTCGACTACAGCCTGACGATCATTCTTCCTAGAGAGAGGACTGGTGTGGACGCGC
TGAGGCAGAATCTATCGTGGCCCATCTTCCAACGCCTTCTGTCCAAGCTCAACATGAATTCTCCCATG
GAGGTGTCGCTGCCCAAGTTCAAGATCGAGGGCTCGTACAAACTGAAGGCGCCCCTGTCGGCGCTA
GGAGCCTCGAAGGCCTTCGACGAGCGATATGCCGACTTCTCCGGCATCAGCGGCGCCCGTGACCTG
ACCATATACGACGTCGTTCACAAGGCCGTGGTCGAGGTTAACGAGGAAGGCAGCGAGGCTGCCGGT
GCCACTGCAGTCATCTTCTACACGAAGAGTGCAGCT

(B) Secuencia aminoacidica del polipéptido de RmS-17 cepa “Porto Alegre”

MYEQISAGYARDDETNADVLDLPYAGLDYSLTIILPRERTGVDALRQNLSWPIFQRLLSKLNMNSPMEVSL
PKFKIEGSYKLKAPLSALGASKAFDERYADFSGISGARDLTIYDVVHKAVVEVNEEGSEAAGATAVIFYTKS
AA

Figura 10. Secuencia (A) nucleotidica y (B) aminoacidica del polipéptido seleccionado de
RmS-17 de R. microplus cepa “Porto Alegre” reportada en la NCBI.

7.2. Disefo de oligonucleotidos

Los oligonucleétidos (Cuadro 2) se diseflaron de acuerdo con las directrices
establecidas en el protocolo de PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific™),
usando la secuencia nucleotidica de RmS-17 cepa “Porto Alegre”. Con el fin de
subclonar el polipéptido de RmS17 en el vector de expresion para P. pastoris, los
oligonucledtidos fueron disefiados para que la region de interés quede en fase con el
vector de expresion pPICZaB, para lo cual se insertaron sitios de restriccion (Pml | y
Xba I). Ambos oligonucleotidos tienen una longitud de 26 pb, fueron sintetizados en la
Unidad de Secuenciacion del IBT-UNAM vy utilizando la herramienta OligoAnalyzer, se
confirmé que se encontraran dentro de los parametros optimos. Al realizar el ensayo
de gradiente de temperatura ambos oligonucleétidos hibridaron mejor a una

temperatura de 61 °C.
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Oligonucleoétidos Tm °C Secuencia
Forward 61 °C 5'- CAC GTG ATG TAC GAA CAG ATC TCAGC -3

Reverse 61 °C 5'-TCT AGA GCAGCT GCACTCTTC GTG TA -3

Cuadro 2. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del polipéptido RmS-17 de R.
microplus y subclonacion en pPICZaB.

7.3. Amplificacion y purificacion de la region de interés

Para la amplificacion del fragmento de interés se utilizO cDNA y se probaron distintas
temperaturas para determinar la Tm °C optima en la que los oligonucleétidos
amplificaban. En la figura 11 se observan cinco carriles en los cuales se evidencio un

peso molecular entre 250 y 500 pb. EI amplicon esperado fue de 449 pb por los sitios

de restriccion afiadidos a la regién de interés.
1 Kb 1 2 3 4 5

3000 pb

1000 pb

500 pb «— 449 pb

250 pb

Figura 11. Amplificacion del fragmento de interés de RmS-17 de la garrapata R. microplus, con
los sitios de restriccion (Pml | y Xba |) afladidos, equivalente a 449 pb. Temperaturas
analizadas (carril 1: 59 °C, carril 2: 60.6 °C, carril 3: 63.1 °C, carril 4: 67.1 °C, carril 5: 69 °C).
Gel de agarosa al 1 % con Buffer TAE 1X; Marcador de peso molecular 1 Kb.

Como se puede observar en la figura anterior, todas las temperaturas probadas
amplificaron el fragmento de interés; sin embargo, a una temperatura de 60.6 °C (linea
roja) la intensidad de la banda es mayor, por lo cual se seleccion6 para los siguientes
ensayos. Posteriormente, el producto de PCR fue purificado a partir del gel de agarosa
y posteriormente se comparé con el bandeo generado por el marcador de peso
molecular de 100 Pb, se observa una banda entre 400 y 500 pb. Al contrastar la
intensidad de la banda obtenida, con la intensidad de las diferentes bandas generadas
por el patron de peso molecular, se puede estimar una concentracién aproximada de
70 pg. Finalmente se procedid a clonar el producto purificado en el vector de

resguardo.
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7.4. Ligacion de la region de interés al vector de resguardo
pJET1.2/Blunt

Para poder llevar a cabo la subclonacion en el vector de expresion del gen RmS-17,
era necesario llevar a cabo una primera clonacion en el vector de resguardo
pJET1.2/Blunt y asi poder realizar adecuadamente la digestion enzimatica. Con el
programa SeqBuilder de DNAstar se realizé el diagrama del vector con el inserto de
interés (Fig. 12). En dicho diagrama se observa que el inserto RmS-17 se cloné con el

sitio de restriccién Xba | posicionado en la regién 5’ del vector.

pJET1.2/blunt-RmS17

3423 bp

Figura 12. Mapa de la ligacion en el vector de clonacion pJET1.2 / blunt en la orientacion
esperada.

7.5. Transformacion de células competentes de E. coli con el
plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17

Con el producto de ligacion se procedio a llevar a cabo la transformacion, en la figura
13 se observa como control negativo células E. coli One Shot Top 10 que sufrieron el
proceso de transformacion, pero a las cuales no se les afiadié ningun inserto (A);
como control positivo células transformadas en la Unidad de Epizootiologia del CENID-
SAIl, INIFAP con un plasmido pJET anteriormente caracterizado (B); la transformacion
de las células E. coli One Shot Top 10 con el producto de ligacion; vector
pJET1.2/Blunt/RmS-17 (C). Se seleccionaron diez colonias de la transformacion con el

vector pJET1.2/Blunt/RmS-17 para hacer extraccion del plasmido.
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Figura 13. Transformacion de las células E. coli One Shot Top 10 en agar LB + ampicilina (100
pg/uL), incubadas a 37 °C a 200 rpm durante toda la noche. (A) control negativo, (B) control
positivo y (C) vector pJET1.2/Blunt/RmS-17.

7.6. Extraccion del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17 y amplificacion

de laregion de interés

Una vez propagadas las clonas seleccionadas se extrajo el ADN plasmidico y se
analizé en geles de agarosa, de lo cual se obtuvo una banda de cada una de las
colonias de pJET1.2/Blunt/RmS-17 como se observa en la figura 14 (A). El siguiente
paso fue amplificar la region de interés a partir de la extraccion del plasmido
pJET1.2/Blunt/RmS-17. En la figura 14-B se pudo observar el bandeo correspondiente

al gen Rms-17 en todas las colonias con excepcion de la nUmero nueve.

A1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

«— 449 pb

Figura 14. (A) extraccion del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17, (B) amplificacion de la region de
interés de RmS-17. Geles de agarosa al 0.7% con Buffer TAE 1X; Marcador peso molecular
100 pb.

7.7. Digestion y liberacion de la regiéon de interés de RmS-17 a partir
del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17

Todos los plasmidos que contenian el gen Rms-17, fueron sometidos a un analisis por
patrones de restriccion con la enzima Xba | para seleccionar la clona con el gen en la

orientacion deseada, ya que la digestién con Xba | permite la liberacion de un producto
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de 444 pb, si fue clonado con la orientacion buscada. Como se observa en la siguiente
figura, en la digestién que se hizo del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17, se obtuvieron
clonas con el inserto en dos orientaciones diferentes. De las nueve colonias, solo tres
(lineas rojas) tenian la orientacién buscada, lo cual se evidencia con la presencia de
dos bandas, una a la altura entre 250 y 500 pb que corresponde al inserto y la otra
cercana a 3000 pb correspondiente al vector (Fig. 15). Posteriormente, se selecciond

una colonia para llevar a cabo la subclonacion en el vector de expresion.

1 Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9

4000 pb
s 3423 pb
—— — e — <— 2974 pb
1000 pb
500 pb <«— 444 pb
250 pb

Figura 15. Digestion del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17 con la enzima de restriccion Xba .
Colonia 1, 4 y 8 tienen el inserto en la orientacién esperada. Gel de agarosa al 0.7% con Buffer
TAE 1X; Marcador de peso molecular 1 Kb.

7.8. Doble digestion enzimatica con Pml Iy Xba |

La colonia seleccionada con el plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17 fue sometido a dos
cortes por patrones de restriccion con las enzimas Pml | y Xba | (Carril 1). La primera
enzima tenia la funcién de abrir el plasmido y la segunda se utiliz6 para liberar el
inserto de RmS-17. De dicha digestion se obtuvo un doble bandeo, la banda de mayor
altura (2974 pb) corresponde al vector pJET1.2/Blunt y la banda de menor altura (441
pb) corresponde al inserto RmS-17 (Fig. 16). A continuacion, se purificd el producto de
digestién a partir del gel de agarosa y al comparar la intensidad de la banda obtenida
con la intensidad de las diferentes bandas generadas por el patron de peso molecular

de 1 Kb, se estimd una concentracién aproximada de 10 ng.
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1 Kb 1 1 Kb 2

4000 pb <«— 3597 pb
3000 pb «— 2974 pb
1000 pb

500 pb <«— 441 pb

250 pb

Figura 16. Doble digestion del plasmido pJET1.2/Blunt/RmS-17 (carril 1) y del vector pPICZaB
(carril 2) con las enzimas de restriccion Pml 1y Xba I. Gel de agarosa al 0.7% con Buffer TAE
1X; Marcador de peso molecular 1 Kb.

Por otra parte, el vector pPICZaB fue sometido a dos cortes por patrones de restriccion
con las enzimas Pml | y Xba | (Carril 2) para la ligacién con el inserto RmS-17. Como
se puede observar en la figura 16, con la doble digestién se obtuvo una banda entre
los 3000 y 4000 pb, la cual corresponde con el peso aproximado del vector.
Posteriormente el producto de digestion se purificé y se estimé una concentracion

aproximada de 92 ng.

7.9. Subclonacion de la regiéon de interés de Rms-17 en el vector de

expresion pPICZaB

Con el programa SeqgBuilder se realiz6 el disefio de la ligacién de la region de interés
(inserto) al vector pPICZaB (Fig. 17). Esto se hizo con el fin de visualizar la
construccion del plasmido pPICZaB/RmS-17. En la figura se puede observar que el
inserto RmS-17 se clond con el sitio de restriccion Pml | en la regiéon 5 y el sitio de

restriccion Xba | en la region 3’ del vector.

pPICZalfaB-RmS17

3982 bp

Figura 17. Mapa de la ligacion entre el inserto RmS-17 y el vector de expresion pPICZaB.
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Posteriormente, se realizé la transformacion en células competentes. En la figura 18
se puede observar el control negativo de la transformacién en las células E. coli One
Shot Top 10, las cuales sufrieron el proceso de transformacion, pero sin ningin inserto
(A); después se puede ver el control positivo para el cual se utilizé el vector pPICZaB
sin ningun tipo de digestion para mantener su integridad y asi fuera incorporado por
las células Top 10 (B); por ultimo, se encuentra la transformaciéon de las células Top 10
con el producto de ligacion (C). Se seleccionaron siete colonias de la transformacion

con el vector pPICZaB/RmS-17 para hacer extracciéon del plasmido.

Figura 18. Transformacioén de las células E. coli One Shot Top 10 en agar LB + zeocina (25
pg/mL), incubadas a 37 °C a 250 rpm durante 16 horas. (A) control negativo, (B) control
positivo y (C) plasmido pPICZaB/RmS-17.

7.10. Extraccién del plasmido pPICZaB/RmS-17 de las células

competentes y amplificacion de la region de interés

Una vez propagadas las siete clonas se extrajo el ADN plasmidico (Fig. 19-A) y se
analizo en gel de agarosa. De los carriles dos al ocho se observa una banda
correspondiente a cada una de las colonias de pPICZaB/RmS-17 seleccionadas;
adicionalmente, en el carril uno se pudo visualizar el control positivo. Posteriormente,
se amplificé la region de interés (Fig. 19-B) a partir de la extraccion del plasmido
pPICZaB/RmS-17; en el carril uno se puso la mezcla de master mix sola como control
negativo, en el carril dos un control positivo, y de los carriles tres al nueve se logra
observar una banda correspondiente con lo esperado del inserto Rms-17 en todas las

colonias.
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Figura 19. (A) extraccion del plasmido pPICZaB/RmS-17, (B) amplificacion de la region de
interés de RmS-17. Geles de agarosa al 0.7% con Buffer TAE 1X; Marcador de peso molecular
1 Kb.

7.11. Caracterizaciéon por patrones de restriccion del plasmido
pPICZaB/RmS-17 con Pml |y Xba |

El producto de extraccion de las colonias seleccionadas se digirié con las enzimas de
restriccion Pml | y Xba | para confirmar que se podia liberar el inserto RmS-17 del
vector pPICZaB. De las digestiones se obtiene un patrén de doble bandeo en todas las
colonias (Fig. 20), la banda de mayor altura (3541 pb) corresponde al vector pPICZaB
y la banda de menor altura (441 pb) corresponde al inserto RmS-17. Se seleccionaron
tres colonias (lineas rojas) para continuar con los ensayos y realizar la secuenciacién
del plasmido pPICZaB/RmS-17.

1Kb 1 2 3 4 5 6 7

4000 pb
3000 pb

' 4_3541pb

500 pb
«— 441 pb
250 pb

Figura 20. Doble digestién del plasmido pPICZaB/RmS-17 con las enzimas de restriccion Pml |
y Xba I. Gel de agarosa al 0.7% con Buffer TAE 1X; Marcador de peso molecular 1 Kb.
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7.12. Secuenciacion del plasmido pPICZaB/RmS-17

A continuacion, en la figura 21 se puede observar una fraccion de los
electroferogramas (A) obtenidos del IBT, con los cuales se determiné la secuencia
consenso obtenida del plasmido pPICZaB/RmS-17 extraido de las tres diferentes
colonias de Top 10. Se puede observar una secuenciacion confiable ya que se
observan picos Unicos y bien definidos por cada nucledétido. La regidn esta constituida
por 435 pb (B), equivalentes a 145 aminoacidos (C). Se realizé un alineamiento con la
secuencia de RmS-17 de la cepa Porto Alegre reportada en el NCBI (AHC98668.1) y
se observaron ligeras variaciones. En cuanto a la cadena aminoacidica, se observa un
cambio en el aminoacido de la posiciéon 112, en lugar de una treonina (T) se observa
una valina (V). Con este ensayo se comprobd la obtencion de una secuencia Util para

producir la proteina en la levadura.

(A)T»'«TCGTGGCCCATCTTCCAACGCCTTCTGTCCAAGCTCA»’-C;—ZTGAA.TTCTCCCATGGAGGT»!TCGCT
y
|
/

V\M/\MWMNV\/W\MWWNVV\M\AMWMM !

(B) Secuencia nucleotidica del polipéptido de RmS-17 cepa “Media Joya”

ATGTACGAACAGATCTCAGCGGGGTACGCCAGAGACGACGAGACGAACGCCGATGTTCTGGACCTGC
CTTACGCCGGGCTTGACTATAGCCTGACGATCATTCTTCCTAGAGAGAGGACTGGTGTGGACGCGCTG
AGGCAGAATCTATCGTGGCCCATCTTCCAACGCCTTCTGTCCAAGCTCAACATGAATTCTCCCATGGAG
GTATCGCTGCCCAAGTTCAAGATCGAGGGCTCGTACAAACTGAAGGCGCCCCTGTCGGCGCTAGGAGC
CTCGAAGGCCTTCGACGAGCGATATGCCGACTTCTCCGGCATCAGCGGTGCCCGTGACCTTGTAATAT
ACGACGTCGTTCACAAGGCCGTAGTCGAGGTTAACGAGGAAGGCAGCGAGGCTGCCGGTGCCACTGC
AGTGATCTTCTACACGAAGAGTGCAGCT
(C) Secuencia aminoacidica del polipéptido de RmS-17 cepa “Media Joya”

MYEQISAGYARDDETNADVLDLPYAGLDYSLTIILPRERTGVDALRQNLSWPIFQRLLSKLNMNSPMEVSLPK
FKIEGSYKLKAPLSALGASKAFDERYADFSGISGARDLVIYDVVHKAVVEVNEEGSEAAGATAVIFYTKSAA

Figura 21. (A) electroferograma de la secuenciacion de pPICZaB/RmS-17, obtenida con el
oligonucledtido directo disefiado para la regién de interés de la proteina. Secuencia (B)
nucleotidica y (C) aminoacidica de la region de interés de RmS-17 inferida de los resultados de
secuenciacion. Las letras de color rojo representan las variaciones.

7.13. Digestion enzimatica del plasmido pPICZaB/RmS-17 con Pme |

Con el objetivo de incorporar por recombinacion homaologa el vector de expresion al
cromosoma de la levadura, se llevo a cabo una digestion del plasmido con la
enzima Pme | que tiene un Unico sitio de corte dentro del promotor AOX1. Una vez
realizada la digestion del plasmido pPICZaB/RmS-17 con la enzima de restriccion
Pme |, se visualizé el resultado en un gel de agarosa; en el carril 1 se cargé el

plasmido pPICZaB/RmS-17 sin digerir, en los carriles 2 y 3 se cargaron los
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plasmidos pPICZaB/RmS-17 de las dos colonias de manera independiente (Fig. 22-
A). Posteriormente, el producto de digestion fue purificado y se visualizdé en gel de
agarosa (Fig. 22-B). Se contrast6 la altura de la Unica banda obtenida de cada
colonia purificada, con el marcador de peso molecular de 1Kb y se observé una
banda de 3982 pb, el cual es equivalente al peso esperado del plasmido
pPICZaB/RmS-17 linealizado.

1Kb 1 2 3

A

5000 pb

«— 3982 pb
3000 pb

1000 pb

500 pb

Figura 22. (A) digestién del plasmido pPICZaB/RmS-17 (colonia 1y 4) con la enzima Pme |I.
(B) purificacion del plasmido pPICZaB/RmS-17 linealizado. Geles de agarosa al 0.7% con
Buffer TAE 1X; Marcador de peso molecular 1 Kb.

7.14. Transformacion de células competentes de P. pastoris X33 con el
plasmido pPICZaB/RmS-17

En la figura 23 se puede observar el control negativo de la transformacion en las
células de P. pastoris X33, las cuales se sometieron al mismo protocolo, excepto por la
adquisicion del plasmido (A); después se puede ver la transformacion de P. pastoris
X33 con el plasmido pPICZaB/RmS-17 de la colonia 1 linealizado y purificado (B); por
Ultimo, se encuentra la transformaciéon de P. pastoris X33 con el plasmido
pPICZaB/RmS-17 de la colonia cuatro linealizado y purificado (C). Como ambas
colonias presentaban crecimiento, se puede inferir que incorporaron el plasmido, ya
que de lo contrario no podrian crecer en presencia de la zeocina. Se seleccionaron
cuatro colonias de cada transformacién con el vector pPICZaB/RmS-17 para extraer el

ADN gendémico.
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Figura 23. Transformacioén de las células P. pastoris X33 en agar YPD + zeocina (200 pug/mL),
incubadas a 28 °C durante 72 horas. (A) control negativo, (B) plasmido pPICZaB/RmS-17 de la
colonia 1 (C) plasmido pPICZaB/RmS-17 de la colonia 4.

7.15. Extraccion del ADN gendmico de las transformantes de P.

pastoris X33 y amplificacién de la regidon de interés

Una vez propagadas las ocho clonas seleccionadas se extrajo el ADN gendémico y se
analizé en gel de agarosa. Posteriormente, se amplific6 la regién de interés del
plasmido pPICZaB/RmS-17 y se visualiz6 huevamente en geles de agarosa (Fig. 24).
En el carril uno se cargd ADN de P. pastoris sin transformar, en el carril dos se cargé
el vector pPICZaB con el inserto RmS-17 previamente analizado, del carril tres al seis
se cargaron las cuatro clonas seleccionadas de una colonia, y del carril siete al diez se
observan las cuatro clonas seleccionadas de otra colonia. De todas las clonas
seleccionadas se logr6 amplificar el inserto RmS-17, por lo cual todos integraron el
plasmido pPICZaB/RmS-17 aunque en distintas concentraciones.

100pb 1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10

1000 pb

500 pb <«—441 pb

400 pb

200 pb

Figura 24. amplificacién de la region de interés de RmS-17. Las lineas rojas indican las clonas
seleccionadas para las pruebas de expresion. Geles de agarosa al 0.7% con Buffer TAE 1X;
Marcador de peso molecular de 100 pb.
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7.16. Determinacién del fenotipo Mut de las células competentes de P.

pastoris X33

Al momento de realizar la integracion del plasmido al cromosoma de la levadura por
recombinacion homéloga podia ocurrir una integracion o una interrupcion de la region
promotora de AOX1. El que ocurriera un proceso u otro iba a determinar las
condiciones de expresion de la proteina de interés, por lo tanto, era importante
analizar este suceso. Como se puede observar en la figura 25, todas las colonias
fueron capaces de crecer tanto en el medio minimo MDH (A) como en el MMH (B),
después de tres dias de incubacion a 30 °C. Debido a que las células pudieron crecer
eficazmente en el medio con metanol como Unica fuente de carbono, esto indicé que
incorporaron el plasmido pPICZaB/RmS-17 por integracion de su promotor nativo
AOX1 al locus de AOX en el cromosoma 4 y que el proceso de transformacion no tuvo
efecto significativo en la viabilidad celular. EI 100% de las transformantes aqui
obtenidas fueron Mut*. Posteriormente las ocho colonias se llevaron a pruebas de

expresion teniendo en cuenta las condiciones de la induccion en una cepa Mut*.

p—

Figura 25. Transformantes pPICZaB/RmS-17 cultivados en placas con medio (A) MDH y (B)
MMH.

7.17. Prueba de expresion del plasmido pPICZaB/RmS-17 en P.
pastoris X33

La primera prueba de expresion a pequefia escala se realiz6 durante 70 horas, el
cultivo se aliment6é con metanol al 1% cada doce horas. Durante este tiempo se midio
la absorbancia para obtener la cinética de crecimiento de P. pastoris X33 (Fig. 26-A).
Como se puede observar en la figura A, durante 72 horas se incubaron seis clonas de
X33/RmS-17. De la cinética celular se puede inferir que dichas clonas pudieron usar el

metanol como Unica fuente de carbono debido a que tenian un crecimiento celular
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exponencial hasta las 35 horas, seguida por una fase desaceleradora y finalmente a

las 60 horas de induccion alcanzé la fase estacionaria. También se puede ver que las

células alcanzaron absorbancias entre 12 y 16 en el pico mas alto de la fase

exponencial. Seguidamente se analizé el medio libre de células de cada cultivo

mediante Western blot usando Anti-His para identificar la etiqueta de histidina (Fig. 26-

B), del carril tres al ocho se muestran los resultados de las seis clonas, en el carril de

la clona 4.1 se puede observar una banda de aproximadamente 40 kDa. El siguiente

paso fue seleccionar dicha clona para realizar los ensayos de expresion intracelular.
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Figura 26. (A) cinética de crecimiento de las clonas (1.1, 1.3, 1.4, 4.1, 4.2, 4.4) de P. pastoris
X33 en medio BMMY con metanol. (B) western blot obtenido del medio libre de células del
ensayo de expresién de todas las clonas de P. pastoris X33. (M) marcador de peso molecular

en kDa. La linea roja sefiala la banda observada.

7.18. Caracterizacion del crecimiento celular de X33/RmS-17

Para llevar a cabo correctamente los ensayos de expresion en P. pastoris X33/RmS-

17, primero se determind el comportamiento de las células con respecto a la colonia

X33 sin transformar. Para ello, fue muy importante conocer las fases de la curva de
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crecimiento celular en el medio de crecimiento YPD de cada levadura, para
posteriormente cambiar la fuente de carbono, ya sea por glicerol o por metanol. Como
se puede observar en la figura 27, los datos experimentales obtenidos se usaron para
construir la curva de crecimiento a lo largo del tiempo. Estos datos no se ajustaron al
modelo de crecimiento celular, sin embargo, seguian la curva de crecimiento celular

tipica.

La colonia transformada no tuvo diferencias significativas en su crecimiento en
comparacion con las células sin transformar y, por lo tanto, se observa un
comportamiento similar con el paso de las horas, lo que indicaria que la incorporacion
de ADN foraneo no alterd los parametros cinéticos de la colonia transformante ni su
capacidad de crecimiento. En la figura 27 podemos observar un comportamiento tipico
con sustrato limitado, ambas levaduras tardaron entre seis y ocho horas en salir de la
fase de latencia y a partir de las diez horas entraron en fase exponencial y se
mantuvieron asi hasta las 40 horas donde comienza la fase de desaceleracion

indicando que el cultivo empez6 a agotar los nutrientes y entr6 en fase estacionaria.

35
—8— X33

30 4 —&— X33/RmS-17
25
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Figura 27. Curva de crecimiento celular de P. pastoris X33 (azul) y X33/RmS-17(rojo) durante
su crecimiento en el medio YPD.
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7.19. Caracterizacion de la expresion intracelular de RmS-17 en P.
pastoris X33

La clona seleccionada se llevé a una segunda prueba de expresion alimentando con
metanol al 1% cada doce horas. Posteriormente se analiz6 la expresion intracelular
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida tefiida con azul de Coomassie
(Fig. 28-A), ademas de su inmunodeteccion por Western blot usando un anticuerpo
monoclonal anti-c-myc para identificar la etiqueta myc presente en el plasmido (Fig.
28-B). En ambos geles se observo primero el marcador de peso de 120 kDa, a
continuacion, en el carril de control se cargaron células P. pastoris X33 sin
transformar, en el carril 2 células X33/RmS-17 con doce horas de expresion, en el
carril 3 células X33/RmS-17 con 24 horas de expresion, en el carril cuatro células
X33/RmS-17 con 36 horas de expresion, en el carril cinco células X33/RmS-17 con 48
horas de expresion y en el carril seis células X33/RmS-17 con 60 horas de expresion.
Tanto en el Coomassie como en el Western blot se visualiz6 una banda de
aproximadamente 40 kDa la cual no se observa en las celulas P. pastoris X33 sin

transformar con el plasmido pPICZaB/RmS-17.
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Figura 28. (A) Coomassie y (B) Western blot de la expresion intracelular de RmS-17 en P.
pastoris X33 en medio BMMY con metanol (carril 1: control, carril 2: 12 horas, carril 3: 24 horas,
carril 4: 36 horas, carril 5: 48 horas, carril 6: 60 horas). (M) marcador de peso molecular en kDa.
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7.20. Caracterizacion de la expresion de X33/RmS-17 en diferentes

medios de induccién

La clona se llevo a una prueba de expresién de 96 horas en los medios BMMY (medio
minimo amortiguado con metanol, suplementado con peptona y extracto de levadura),
BMMH (medio minimo amortiguado con metanol e histidina) y MMH (medio minimo
con metanol e histidina) de manera independiente, los cultivos se alimentaron con
metanol al 2% cada 24 horas. Paulatinamente, se analizé la expresién intracelular
mediante inmunodeteccién por Western blot usando un anticuerpo monoclonal anti-c-
myc para identificar la etigueta myc presente en el pldsmido (Cuadro 3). Como se

puede observar, solo se identificé la proteina en células crecidas en medio BMMY.

Medio de Resultado (Horas de induccion)
expresion 48 horas 96 horas
BMMY
BMMH
MMH

Cuadro 3. Comparacion entre los western blot obtenidos de la expresion intracelular de RmS-
17 en P. pastoris X33 en medios BMMY, BMMH y MMH con metanol.

7.21. Expresion extracelular de X33/RmS-17 con diferentes

concentraciones de fuente de carbono

Se determind la concentracion de la proteina RmS-17 que se obtuvo usando diferentes
porcentajes de metanol, esto mediante el método Bradford. Se llevaron a cabo
pruebas de induccion independientes a la cepa X33/RmS-17 alimentando con 1%, 2%
y 3% de metanol absoluto, cada 24 horas. Una vez terminada la induccién se tomaron

muestras de medio libre de células precipitado y dializado para el andlisis extracelular,
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con el programa Sigma se visualizaron los resultados de la concentracion que se
obtuvo con diferentes porcentajes de metanol (Fig. 29).

Como se observa en la figura 29 no se encontré una diferencia significativa en inducir
con el 1y 2% de metanol, por el contrario al inducir con el 3% de metanol se
determiné una concentracion menor de proteina en el medio extracelular.
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Hg/mL

40 -+

20 A

1% 2% 3%
Porcentaje de metanol

Figura 29. Concentracion total de proteina recuperada del medio extracelular de P. pastoris
X33 en medio BMMY con diferentes concentraciones de metanol.

46



VIIl. DISCUSION

En la actualidad, los programas de control integral contra la garrapata R. microplus se
enfocan en el uso de vacunas desarrolladas como la glicoproteina Bm86 (de la Fuente
et al.,, 1999; de Vos et al.,, 2001; Canales et al., 2009; Almazan et al., 2010), sin
embargo, presenta variaciones en su eficacia por la presencia de polimorfismos en su
gen codificador (Fragoso et al., 1998; Garcia-Garcia et al., 1999; Garcia-Garcia et al.,
2000; de Vos et al., 2001; Peconick et al., 2008). Por tal razén, en el presente estudio
se obtuvo una secuencia recombinante de la Serpina RmS-17 de R. microplus cepa
Media Joya expresada en la levadura P. pastoris X33. Dicha secuencia esta
constituida por 435 pb equivalentes a 145 aminodacidos, dentro de esta secuencia se
identificé un RCL de 16 residuos, adicionalmente en el residuo 48 se observa un sitio
de N-glicosilacién, esto coincide por lo reportado por Martinez (2020). Al realizar el
alineamiento entre la secuencia recombinante y la secuencia de RmS-17 de la cepa
Porto Alegre reportada en el NCBI (Tirloni et al., 2014) se identificaron mutaciones
silenciosas a nivel de nucleétidos, con una homologia del 99.7%, por lo cual se infiere
que es una regién altamente conservada como lo menciona Rodriguez Valle (2015).
Esto sugiere que la secuencia del polipéptido de RmS-17 se encuentra conservada

entre las cepas reportadas de México y Brasil.

De igual manera, se realiz6 un alineamiento entre la secuencia obtenida y la secuencia
consenso de RmS-17 reportada por Martinez (2020), en dicha investigacion se
analizaron diferentes cepas y aislados de garrapatas R. microplus proveniente de
distintas zonas geograficas de México para obtener una secuencia consenso. A nivel
de aminoéacidos se advierte una homologia del 99.32% con un cambio en la posicion
112, en lugar de una treonina (T) se observa una valina (V), aunque dicho reemplazo
es no conservativo puede no tener efecto sobre la funcién de la proteina como lo
menciona Martinez (2010). Ademas, estudios realizados previamente han demostrado
que se necesita una diferencia mayor al 2.8% en la secuencia aminoacidica para
causar variaciones en la respuesta inmune post vacunacion (Garcia-Garcia et al.,
1999). También es importante mencionar que el cambio no se encuentra dentro del
sitio central reactivo de la proteina (RCL), asi como tampoco dentro de la region de
epitopos B, ni el residuo glicosilado, es decir, no esta dentro de ningun sitio importante
de la proteina. Por ultimo, se realizd el modelamiento tridimensional de ambas

secuencias (datos no mostrados) y al compararlos no se encontraron diferencias
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estructurales. Por todo lo anterior, se puede inferir que el reemplazo de aminoacido no

representa un cambio significativo en cuanto a la funcién descrita de la proteina.

En cuanto al desarrollo de nuevos antigenos vacunales se han utilizado distintas
herramientas, la mas implementada en este proyecto es la produccion de proteinas
recombinantes. Se seleccion6 esta estrategia porque si bien es cierto que este
requiere mas tiempo para llevar a cabo el desarrollo y produccion de una vacuna,
también presenta ventajas como la generaciéon de una respuesta inmune segura y
solida, asi como la facilidad de almacenamiento y transporte (Dingermann, 2008).
Existe una amplia variedad de sistemas de expresion para la produccién de proteinas
recombinantes los cuales se pueden clasificar en dos grandes grupos: procarionte y
eucarionte. Ambos se han utilizado ampliamente y aunque los sistemas procariontes
tienen tiempos de duplicacion menores, también tienen limitaciones como la
agregaciéon intracelular, el plegamiento incorrecto, incapacidad de realizar
modificaciones postraduccionales, pérdida de la transformante con las replicaciones,
entre otras. Por el contrario, los sistemas eucariontes pueden solucionar estos
inconvenientes ademas de tener expresidon secretora, lineas celulares estables y ser
de facil manipulacién genética (Karbalaei, Rezaee y Farsiani, 2020). Estudios previos
han comparado los sistemas procariontes como E. coli y eucariontes como P. pastoris
y se ha demostrado que estos Ultimos son mas adecuados para la produccion de
proteinas recombinantes (Watelet et al., 2002; Przylucka et al., 2017; Ejike et al.,
2021).

Este sistema de P. pastoris ha sido ampliamente utilizado para la expresion de
proteinas de distintas topologias y ha demostrado los mayores niveles de rendimiento
como lo mencionan otros autores (Kolb et al., 2000; Alkhalfioui et al., 2011). Presenta
ventajas como el plegamiento, la secrecidon de proteinas recombinantes al entorno
externo de la célula, una baja produccion de proteinas secretoras endégenas y
distintos tipos de glicosilacion (Daly y Hearn, 2005). Es importante recalcar este ltimo
aspecto debido a que mas de la mitad de las proteinas existentes estan glicosiladas y
dichos procesos de glicosilacién confieren propiedades estructurales y funcionales a
las proteinas por lo cual se hacen relevantes. Ademas, se encuentran relacionados
con el funcionamiento y la eficacia de diversos procesos bioldgicos (Jasminka y
Gordan, 2017). Brevemente, las Serpinas son una superfamilia de proteinas que se
expresan en distintos organismos incluidas las garrapatas (Ye et al., 2001), muchas de

estas se modifican postraduccionalmente mediante glicosilacién. Estas modificaciones
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desempefian un rol importante en la activacion de la accion inhibitoria, asi como en la
regulacién de la secrecién o la estabilidad del plasma, la interaccion con activadores
como los glucosaminoglicanos y el reconocimiento por anticuerpos (Gettins, 2002;
Oertwig et al.,, 2017). En el caso del polipéptido de RmS-17 se identific6 una N-
glicosilacién en el residuo 48, lo que indicaria que se afadié el carbohidrato N-
acetilglucosamina al grupo amino de la cadena lateral del aminoacido asparagina. Este
proceso de glicosilacion que realiza P. pastoris podria participar en la interaccién con
la respuesta inmune del hospedador como lo demuestra Tirloni (2016) en su
investigacion, la cual ademas corroborar que RmS-17 se secreta como una
glicoproteina, también evidencia que al usar un suero de ganado post infestacion por
garrapatas R. microplus y retarlo con una recombinante de RmS-17 de R. microplus
obtenida en P. pastoris, se observa una menor reactividad con la proteina
desglicosilada en comparacion con la glicosilada. Aunque esto no asegura que la
glicosilacién es esencial para inducir una respuesta inmune protectora, seria

conveniente realizar ensayos de inmunizacion.

En el presente estudio se obtuvo una cepa de P. pastoris X33 productora de un
polipéptido de la proteina RmS-17 de R. microplus cepa Media Joya utilizando el
vector pPICZaB. Para lograra las condiciones Optimas de dicha expresion primero fue
necesario determinar el fenotipo de la cepa utilizada. En investigaciones previas en las
que se ha empleado la cepa X33 se observa que la mayoria de las mutantes
presentan un fenotipo Mut* (Pedro et al.,, 2015) resultados que coinciden con lo
obtenido en este proyecto. Cabe mencionar que Canales en su investigacion (2008)
demostré que dicha cepa presenta niveles mas altos de expresion en comparacion con
las cepas Muts, esto se puede deber a las caracteristicas intrinsecas de la enzima
AOX1 responsable del 80% de la degradacion del metanol, el cual es el inductor de la

produccion del polipéptido recombinante.

Como lo menciona Karbalaei (2020) el sistema de expresion en P. pastoris requiere de
la optimizacion de condiciones para lograr la maxima produccién de la proteina de
interés. Estas especificaciones van a variar de acuerdo con la cepa y la proteina diana
como lo describen Fan (2012) y Xia (2012) quienes expresan proteinas con diferentes
condiciones en el mismo sistema de P. pastoris. Las condiciones éptimas de expresion
del polipéptido de RmS-17 de este estudio fueron: crecimiento de células en medio
BMMY a una D.O inicial de 1 a 600nm, alimentaciones con metanol absoluto al 1%

cada 24 horas, incubacion a una temperatura de 28 °C en agitacion constante de 240
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rpm durante 96 horas. Esto es similar a lo descrito en varios estudios reportados en la
literatura, en los cuales se expresan diversas proteinas de garrapatas en el mismo
sistema de produccion eucarionte (Casquero et al., 2011; Rodriguez-Valle et al., 2012;
Guerrero et al., 2014; Kim et al., 2015; Xu et al., 2016; Tirloni et al., 2016). Asi mismo,
se ha evidenciado que P. pastoris tiene un comportamiento tipico en el que alcanza
altos niveles de biomasa y D.O., al igual que tiempos de duplicaciéon prolongados

(Chang et al., 2006), lo cual se pudo corroborar en este estudio.

Los distintos ensayos de expresion realizados en este proyecto permiten inferir que la
célula transformada tiene la capacidad de producir el polipéptido de RmS-17 de
manera intracelular, este tipo de expresién ya se ha reportado en P. pastoris en
diferentes ocasiones (Maresova et al., 2010; Yin et al.,, 2012). En este estudio la
produccién del polipéptido recombinante inicia desde las primeras doce horas post
induccién con metanol y continua presente hasta las 96 horas de experimentacion. La
identificacion del polipéptido mediante western blot evidencia varias sefiales juntas que
corresponden especificamente a la proteina ya que posee la etiqueta c-myc y los
anticuerpos monoclonales van dirigidos hacia esa etiqueta. No obstante, se observan
bandas a distintos pesos moleculares, lo cual se puede deber a la presencia de la
proteina aun unida al factor a o a parte de él debido a que la enzima KEX2 adn no lo
reconoce para su liberacion al medio extracelular, también pueden ser formas de la
proteina listas para salir al medio extracelular, proteina en diferentes estadios de
procesamiento y distintos patrones o formas inmaduras de glicosilacion (Lombardi et
al., 2010).

A lo largo de los ensayos de induccion la identificacion de la expresion intracelular se
hizo evidente, por el contrario, la deteccién extracelular fue un tanto mas compleja. A
pesar de concentrar diez veces el volumen del medio y de realizar inducciones durante
ocho dias como lo sugiere Cerritefio-Sanchez (2016) en un estudio previo, no se ha
podido visualizar la presencia del polipéptido recombinante secretado, no obstante, la
cuantificaciébn de proteina del medio extracelular indica que es posible recuperar la
proteina que se encuentra alli. Esto corrobora lo descrito en el manual de Invitrogen en
el gue se menciona que la levadura secreta bajas cantidades de proteinas a su medio
extracelular, por lo que su visualizacion no siempre es efectiva. Esto también lo
demuestran los resultados de Yongkiettrakul en el (2009), quien obtuvo un bajo nivel
de secrecion de la neuraminidasa de influenza aviar (A/H5N1) al expresarlo en P.

pastoris.
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IX.

CONCLUSIONES

En este proyecto se logro disefar eficientemente un sistema de expresion para la
region de interés de la proteina RmS-17 utilizando el vector pPICZaB, cuyo marco
de lectura quedo en fase.

Se obtuvo una clona de P. pastoris X33 productora de la region de interés de la
proteina RmS-17 de R. microplus cepa “Media joya”, la cual tiene un fenotipo Mut*
y es capaz de crecer utilizando el metanol como fuente de carbono. Esta se
denomind X33/RmS-17.

La caracterizacion de la expresion ha permitido evidenciar que el medio BMMY es
Optimo para llevar a cabo los ensayos de expresion, asi como alimentar los cultivos

con 1% de metanol absoluto, incubando a 28 °C en agitacion constante a 240 rpm.

Se deben realizar ensayos de reconocimiento y evaluar la capacidad protectora del

polipéptido recombinante contra de garrapatas R. microplus.

Se deben buscar nuevas alternativas de control como las vacunas para reducir el
uso de sustancias quimicas que afectan el medio ambiente, contaminan los
productos que se obtienen de los animales y generan poblaciones de garrapatas

resistentes.

51



X. REFERENCIAS

Aguirre, A., Lobo, F., Casquero-Cunha, R., Garcia, M., & Andreotti, R. (2016). Design of the
ATAQ peptide and its evaluation as an immunogen to develop a Rhipicephalus vaccine.
Veterinary Parasitology.

Akhtar, M., Muhammad, F., LA, L., Hussain, I., & MI, A. (2011). Immunity against ticks-A. Pak
Vet J, 31(1), 9-16.

Alkhalfioui, F., Logez, C., Bornert, O., & Wagner, R. (2011). Expression systems: Pichia
pastoris. En W. Wiley-VCH, Production of membrane proteins—strategies for expression
and isolation. In A. S. Robinson (Ed.).

Almazan, C., Lagunes, R., Villar, M., Canales, M., Rosario-Cruz, R., Jongejan, F., & et, a.
(2010). Identification and charac-terization of Rhipicephalus (Boophilus) microplus
candidate protective antigens for the control of cattle tick infestations. Parasitology
Research, 106, 471-479.

Almazéan, C., O, M.-C., Moreno-Cid, J., Galindo, R., Canales, M., Villar, M., & de la Fuente, J.
(2012). Control of tick infestations in cattle vaccinated with bacterial membranes
containing surface-exposed tick protective antigens. Vacine.

Alonso-Diaz, M., Rodriguez-Vivas, R., Fragoso-Sanchez, H., & Rosario-Cruz, R. (2006).
Ixodicide resistance of the the Boophilus microplus tick to ixodicides. Archivos de
medicina veterinaria, 38(2), 105-113.

Barker, S., & Murrell, A. (2008). Systematics and evolution of ticks with a list of valid genus and
species names. Ticks: biology, disease and control. Cambridge: Cambridge University
Press.

Batt, C. (2014). Pichia pastoris. Encyclopedia of Food Microbiology, 3, 1686-1692.

Bentancourt, A., Patifio, F., Torres, O., & Eugenio, B. (2005). Prueba de establo para evaluar la
efectividad de la vacuna Tick-Vac MK® contra la garrapata Boophilus microplus.
Acovez, 34(3), 18-25.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of micro-gram
guantities of protein utilizing the principle of protein dye. Anal. Biochem, 72, 248-254.

Burnette, W. (1981). Western Blotting": Electrophoretic Transfer of Proteins From Sodium
Dodecyl Sulfate--Polyacrylamide Gels to Unmodified Nitrocellulose and Radiographic
Detection With Antibody and Radioiodinated Protein A. Anal Biochem, 112(2), 195-203.

Canales, M., Almazén, C., Naranjo, V., Jongejan, F., & de la Fuente, J. (2009). Vaccination with
recombinant Boophilus annulatus Bm86 ortholog protein, Ba86, protects cattle against
B. annulatus and B. microplus infestations. BMC Biotechnology 9, 29.

Canales, M., de la Lastra, J. M., Naranjo, V., Nijhof, A. M., Hope, M., Jongejan, F., & de la
Fuente, J. (2008). Expression of recombinant Rhipicephalus (Boophilus) microplus, R.
annulatus and R. decoloratus Bm86 orthologs as secreted proteins in Pichia pastoris.
BMC biotechnology, 8(14).

Casquero, R., Andreotti, R., & Pereira, F. (2011). Rhipicephalus (Boophilus) microplus:
expression and characterization of Bm86-CG in Pichia pastoris. Rev. Bras. Parasitol.
Vet., Jaboticabal, 20(2), 103-110.

Center for Food Security and Public Health (CFSPH). (2007). Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Lowa State University: College of Veterinary Medicine.

52



Cerritefio-Sanchez, J. L., Santos-Lopez, G., Rosas-Murrieta, N., Reyes-Leyva, J., Cuevas-
Romero, S., & Herrera-Camacho, I. (2016). Production of an enzymatically active and
immunogenic form of ectodomain of Porcine rubulavirus hemagglutinin-neuraminidase
in the yeast Pichia pastoris. J Biotechnol, 33-7.

Céspedes, N., Vargas, M., Sanchez, H., & Vazquez, Z. (2002). Primer caso de resistencia al
amitraz en la garrapata del ganado Boophilus microplus en México. Revista Mexicana
de Ciencias Pecuarias.

Chang, S., Shieh, C., Lee, G., Akoh, C., & Shaw, J. (2006). Optimized growth kinetics of Pichia
pastoris and recombinant Candida rugosa LIP1 production by RSM. J Mol Microbiol
Biotechnol, 11(1-2), 28-40.

Cohen, S., Chnag, A., & Hsu, L. (1972). Nonchromosomal Antibiotic Resistance in Bacteria:
Genetic Transformation of Escherichia coli by R-Factor DNA. Proc Natl Acad Sci U S A,
69(8), 2110-2114.

Cortés-Vecino, J. (2011). Garrapatas: estado actual y perspectivas. Biomédica.

Coutinho, M., Bizzarro, B., Tirloni, L., Berger, M., Freire, O., Sa-Nunes, A., & Silva, V. I. (2020).
Rhipicephalus microplus serpins interfere with host immune responses by specifically
modulating mast cells and lymphocytes. Garrapatas Disne.

Cregg, J., & David, H. (1998). Protocolos de Pichia. Métodos en Biologia Molecular.

Cregg, J., Vedvick, T., & Raschke, W. (1993). Recent advances in the expression of foreign
genes in Pichia Pastoris. BioTechnology, 11, 905-910.

Criado, M., Sanchez, S., & Ferreiros, C. (2008). Vacunologia clasica y nuevas tecnologias en el
disefio de vacunas. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica .

Cunha, R., Pérez de Leodn, A, Leite, F., Pinto, L., Santos-Janior, A., & Andreotti, R. (2012).
Bovine immunoprotection against Rhipicephalus (Boophilus) microplus with
recombinant Bm86-Campo Grande antigen. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinéria. Obtenido de Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria.

Da Cruz, D. (2016). Efeito de serpinas de Rhipicephalus microplus na liberacdo de peréxido de
hidrogénio de macrofagos. Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Dai, J., Wang, P., Adusumilli, S., Booth, C., Narasimhan, S., Anguita, J., & Fikrig, E. (2009).
Antibodies against a tick protein, Salp15, protect mice from the Lyme disease agent.
Cell Host & Microbe, 6, 482-492.

Daly, R., & Hearn, M. (2005). Expression of heterologous proteins in Pichia pastoris: a useful
experimental tool in protein engineering and production. Journal Of Molecular
Recognition, 18, 119-138.

de la Fuente, J., & Kocan, K. (2003). Advances in the identification and characterization of
protective antigens forrecombinant vaccines against tick infestations. Vaccine, 583-593.

de la Fuente, J., & Kocan, K. (2006). Strategies for development of vaccines for control of ixodid
tick species. Parasite Immunology, 275-283.

de la Fuente, J., Almazan, C., Canales, M., Pérez de la Lastra, J., Kocan, K., & Willadsen, P.
(2007). A ten-year review ofcommercial vaccine performance for control of tick
infestations on cattle. Animal Health Research Reviews, 8, 23-28.

53



de la Fuente, J., Rodriguez, M., & Garcia-Garcia, J. (2000). Immunological control of ticks
through vaccination with Boophilus microplus gut antigens. Annals of the New York
Academy of Sciences, 916, 617-621.

de la Fuente, J., Rodriguez, M., Montero, C., Redondo, M., Garcia-Garcia, J., Méndez, L., . ..
R, L. (1999). Vaccination against ticks (Boophilus spp.): the experience with the Bm86-
based vaccine Gavac. Genetic Analysis Biomolecular Engineering, 15, 143-148.

de Schutter, K., Lin, Y.-C., Tiels, P., Van Hecke, A., Glinka, S., Weber-Lehmann, J., . . .
Callewaert, N. (2009). Genome sequence of the recombinant protein production host
Pichia pastoris. Nature Biotechnology, 27(6).

de Vos, S., Zeinstra, L., Taoufik, O., Willadsen, P., & Jongejan, F. (2001). Evidence for the utility
of the Bm86 antigen from Boophilus microplus in vaccination against other tick species.
Experimental Applied Acarology, 25, 245-261.

Dingermann, T. (2008). Recombinant therapeutic proteins: Production platforms and
challenges. Biotechnology Journal, 90-97.

Dominguez, D., Torrres, F., & Rosario, R. (Junio de 2016). Evaluacion econémica del control de
garrapatas Rhipicephalus microplus en México. Revista Iberoamericana de las Ciencias
Biolégicas y Agropecuarias, 5(9).

Dominguez-Garcia, D., Rosario-Cruz, R., Almazan-Garcia, C., Saltijeral, J., & de la Fuente, J.
(2010). Boophilus microplus: aspectos biologicos y moleculares de la resistencia a los
ixodicidas y su impacto en la salud animal. Tropical and Subtropical Agroecosystems.

Eichler, J. (Abril de 2019). Protein glycosylation. Current Biology, 29(7). Obtenido de
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30939300/

Ejike, U., Chan, C., Lim, C., & Lim, R. (2021). Functional evaluation of a recombinant fungal
immunomodulatory protein from L. rhinocerus produced in P. pastoris and E. coli host
expression systems. Appl Microbiol Biotechnol, 105(7), 2799-2813.

Enviromental Science. (2018). Control profesional de plagas. Garrapatas. Obtenido de
https://www.environmentalscience.bayer.es/Pest-Management/O-que controlar/Ticks

Estrada-Pefia, A. (2015). Orden Ixodida: Las garrapatas. Revista IDE@ - SEA(13), 1-15.

Estrada-Pefia, Z., & Fragoso, S. (2006). The distribution and ecological preferences of
Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) in Mexico. Exp. Appl. Acarol.

Faccioli, V. (2011). Garrapatas (acari: ixodidae y argasidae) de la coleccion de invertebrados
del Museo Provincial De Ciencias Naturales Florentino Ameghino. Santa Fe, Argentina.

Fan, G., Katrolia, P., Jia, H., Yang, S., Yan, Q., & Jiang, Z. (2012). High-level expression of a
xylanase gene from the thermophilic fungus Paecilomyces thermophila in Pichia
pastoris. Biotechnol Lett, 34(11), 2043-8.

Fernandez-Salas, A., Rodriguez-Vivas, R., & Alonso-Diaz, M. (2012). First report of a
Rhipicephalus microplus tick population multi-resistant to acaricides and ivermectin in
the Mexican tropics. Veterinary Parasitology, 338-342, 338-342.

FIRCO. (2017). La ganaderia en México. https://www.gob.mx/firco/articulos/laganaderia-en-
mexico?idiom=es .

Fragoso, H., Hoshman-Rad, P. O., Rodriguez, M., Redondo, M., Herrera, L., & de la Fuente, J.
(1998). Protection against Boophilus annulatus infestations in cattle vaccinated with the
B. microplus Bm86-containing vaccine Gavac. Vaccine, 16, 1990-1992.

54



Freeman, J., Davey, R., Kappmeyer, L., Kammlah, D., & Olafson, P. U. (2010). Bm86 midgut
protein sequence variation in South Texas cattle fever ticks. Parasit Vectors.

Garcia-Garcia, J., Gonzélez, |., Gonzélez, D., Valdés, M., Méndez, L., Lamberti, J., . . . Dee la
Fuente, J. (1999). Sequence variations in the Boophilus microplus Bm86 locus and
implications for immunoprotection in cattle vaccinated with this antigen. Experimental
and Applied Acarology, 23, 883-895.

Garcia-Garcia, J., Montero, C., Redondo, M., Vargas, M., Canales, M., Boue, O., . . . et, a.
(2000). Control of ticks resistant to immunization with Bm86 in cattle vaccinated with the
recombinant antigen Bm95 isolated from the cattle tick, Boophilus microplus. Vaccine,
18(21), 2275-2287.

Garcia-Garcia, J., Soto, A., Nigro, F., Mazza, M., Joglar, M., Hechevarria, M., . . . Fuente, J. d.
(1998). Adjuvant and immunostimulating properties of the recombinant Bm86 protein
expressed in Pichia pastoris. Vaccine, 16(9), 1053-5.

Gettins. (2002). Serpin structure, mechanism and function. Chem Rev, 102, 4751-4804.

Gietz, D., & Schiestl, R. (2007). Quick and easy yeast transformation using theLiAc/SS carrier
DNA/PEG method. Nature Protocols, 2(1).

Gonzalez-Romo, F., & Picazo, J. (2015). El desarrollo de nuevas vacunas. Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica, 33(8), 557-568.

Gonzélez-Saenz, J. (2007). Importancia de las garrapatas Boophilus en la exportacion de
ganado. Simposium Internacional: Garrapatas, Babesiosis y Anaplasmosis.

Guerrero, F., Andreotti, R., Bendele, K., Cunha, R., Miller, R., Yeater, K., & Pérez de Ledn, A.
(2014). Rhipicephalus (Boophilus) microplus aquaporin as an effective vaccine antigen
to protect against cattle tick infestations. Parasit Vectors, 7.

Guglielmone, A., Robbins, R., Apanaskevich, D., Petney, T., Estrada-Pefa, A., Horak, I., &
Barker, S. (2010). The Argasidae, Ixodidae and Nuttalliellidae (Acari: Ixodida) of the
world: a list of valid species names. Zootaxa.

Hoffman, C., & Winston, F. (1987). A ten-minute DNA preparation from yeast efficiently releases
autonomous plasmids for transformation of Escherichia coli. Gene, 57, 267-272.

Hovious, J. (2009). Tick saliva assists the causative agent of Lyme disease in evading host
skin’s innate immuneresponse. Journal of Investigative Dermatology, 129, 2337-2339.

Huntington, J. (2011). Serpin structure, function and dysfunction. Journal of thrombosis and
haemostasis.

Imamura, S., Namangala, B., Tajima, T., Enala, T., Yasuda, J., Ohashi, K., & Onuma, M.
(2006). Two serine protease inhibitors (serpins) that induce a bovine protective immune
response against Rhipicephalus appendiculatus ticks. Vaccine.

Imamura, S., Silva Vaz Junior, I., Ohashi, K., & Onuma, M. (2005). A serine protease inhibitor
(serpin) from Haemaphysalis longicornis as an anti-tick vaccine. Vaccine , 1301-11.

Inan, M., & Meagher, M. (2001). Non-repressing carbon sources for alcohol oxidase (AOX1)
promoter of Pichia pastoris. J. Biosci. Bioengng, 92, 585-589.

Invitrogen . (2010). Protocolo para expresion de proteinas recombinantes usando pPICZ y
pPICZa en Pichia pastoris.

Jasminka, K., & Gordan, L. (2017). Ubiquitous Importance of Protein Glycosylation. Methods
Mol Biol, 1503:1-12.

55



Karbalaei, M., Rezaee, S. A., & Farsiani, H. (2020). Pichia pastoris: A highly successful
expression system for optimal synthesis of heterologous proteins. Journal of Cellular
Physiology, 1-15.

Kim, T., Tirloni, L., Radulovic, Z., Lewis, L., Bakshi, M., Hill, C., . . . Mulenga, A. (2015).
Conserved Amblyomma americanum tick Serpin19, an inhibitor of blood clotting factors
Xa and Xla, trypsin and plasmin, has anti-haemostatic functions. International journal
for parasitology, 45(9-10), 613-627.

Kolb, V., Makeyev, E., & Spirin, A. (2000). Co-translational folding of an eukaryotic multidomain
protein in a prokaryotic translation system. J. Biol. Chern, 16597-16601.

Labuda, M., Trimnell, A., Lickova, M., Kazimirova, M., Davies, G., Lissina, O., . . . Nuttall, P.
(2006). An antivector vaccine protects against a lethal vector-borne pathogen. PLoS
Pathog, 2(4), 27.

Laemmli, U. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. (227, Ed.) Nature, 680-685.

Lagunes-Quintanilla, R., & Bautista-Garfias, C. (2020). El control inmunoldgico: Una alternativa
contra garrapatas del ganado bovino. Ecosistemas y Recursos Agropecuarios, 7(1),
e2263.

Law, R., Zhang, Q., McGowan, S., Buckle, A., Silverman, G., & Wong, W. (2006). An overview
of the serpin superfamily. BioMed Central.

Ledén-Clavijo, M., & Hernandez - Rojas, E. (2012). Descripcion de la proteina Bm86,
polimorfismo y su papel como inmundgeno en el ganado bovino infestado por
garrapatas. NOVA .

Lew-Tabor, A., Bruyeres, A., Zhang, B., & Valle, M. (2014). Rhipicephalus (Boophilus) microplus
tick in vitro feedingmethods for functional (dsRNA) and vaccine candidate (antibody)
screening. Ticks Tick Borne Diseases, 5, 500-510.

Lis, H., & Sharon, N. (1993). Protein glycosylation—structural and functional aspects. Eur. J.
Biochem, 218, 1-27.

Lombardi, A., Bursomanno, S. L., Traini, R., Colombatti, M., Ippoliti, R., Flavell, D., . . . Fabbrini,
M. (2010). ichia pastoris as a host for secretion of toxic saporin chimeras. FASEB J,
24(1), 253-65.

Love, C., Shah, K., Whittaker, C., Wu, J., Barlett, C., Ma, D., . . . Love, C. (2016). Comparative
genomics and transcriptomics of Pichia pastoris. BMC Genomics, 17-550.

Manzano-Roman, R., Diaz-Martin, V., & Pérez-Sanchez, R. (2012). Garrapatas: caracteristicas
anatomicas, epidemiolégicas y ciclo vital. Detalles de la influencia de las garrapatas
sobre la Produccion y sanidad animal. PV Albéitar. Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Salamanca (IRNASA).

Maresova, H., Markova, Z., Valesova, R., Sklenar, J., & Kyslik, P. (2010). Heterologous
expression of leader-less pga gene in Pichia pastoris: intracellular production of
prokaryotic enzyme. BMC Biotechnol, 10(7).

Martinez-Frias, M. (2010). Structure and function of the DNA and genes. Types of alterations of
the gene function through mutation. SEMERGEN , 36(5), 273-277.

Martinez-Masa, N., Hernandez-Ortiz, R., ValdezEspinoza, U., Castro-Saines, E., Aguilar-Diaz,
H., & Lagunes-Quintanilla, R. (2020). Andlisis molecular de un polipéptido de la
proteina RmS-17 para el desarrollo de un antigeno vacunal contra garrapatas

56



Rhipicephalus microplus en México. Ecosistemas y Recursos Agropecuarios, 7(3),
e2537.

Meekins, D., Kanost, M., & Michel, K. (Academic Press de 2017). Serpins in arthropod biology.
In Seminars in cell & developmental biology, 62, 105-119.

Montesino, R., Garcia, R., Quintero, O., & Cremata, J. (1998). Variation in N-Linked
Oligosaccharide Structureson Heterologous Proteins Secreted by the Methylotrophic
Yeast Pichia pastoris. Protein expression and purification, 14, 197-207.

Mulenga, A., Khumthong, A., & Blandon, M. (2007). Molecular and expression analysis of a
family of the Amblyomma americanum tick Lospins. The Journal of Experimental
Biology, 210, 3188-3198.

Narasimhan, S., Sukumaran, B., Bozdogan, U., Thomas, V., Liang, X., De Ponte, K., . . . Fikrig,
E. (2007). A tick antioxidant facilitates the Lyme disease agent’'s successful migration
from the mammalian host to the arthropod vector. Cell Host & Microbe, 12, 7-18.

Oertwig, K., Ulbrichta, D., Hankeb, S., Pippelb, J., Bellmann-Sickerta, K., Strater, N., & T.
Heikera, J. (2017). Glycosylation of human vaspin (SERPINA12) and its impact on
serpin activity, heparin binding and thermal stability. BBA - Proteins and Proteomics,
1865, 1188-1194.

Olds, C., Mwaura, S., Odongo, D., Scoles, G., Bishop, R., & Daubenberger, C. (2016). Induction
of humoral immuneresponse to multiple recombinant Rhipicephalus appendiculatus
antigens and their effect on tick feedingsuccess and pathogen transmission. Parasites
& Vectors, 9(484), Doi: 10.1186/s13071-016-1774-0.

Peconick, A., Sossai, S., Girao, F., Rodriguez, M., Souza e Silva, C., Guzman, Q., Patarroyo, J.
(2008). Synthetic vaccine (SBm7462) against the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus: Preservation of immunogenic determinants in different strains from South
America. Experimental Parasitology, 119:37-43.

Pedro, A., Oppolzer, D., Bonifacio, M., Maia, C., Queiroz, J., & Passarinha, L. (2015).
Evaluation of MutS and Mut+ Pichia pastoris Strains for Membrane-Bound Catechol-O-
Methyltransferase Biosynthesis. Appl Biochem Biotechnol, 175, 3840-3855.

Pegram, R., Tatchell, R., de Castro, J., Chizyuka, H., Creek, M., McCosker, P., & et, a. (1993).
Tick control: new concepts. World Animal Rev, 2(11), 74-75.

Perez-Cogollo, L., Rodriguez-Vivas, R., Ramirez-Cruz, G., & Miller, R. (2010). First report of the
cattle tick Rhipicephalus microplus resistant to ivermectin in Mexico. Veterinary
Parasitology, 168(1), 165-169.

Polanco-Echeverry, D., & Rios-Osorio, L. (2016). Aspectos biologicos y ecoldgicos de las
garrapatas duras. Corpoica Cienc Tecnol Agropecuaria.

Prevot, P., Couvreur, B., Denis, V., Brossard, M., Vanhamme, L., & Godfroid, E. (2007).
Protective immunity against Ixodes ricinus induced by a salivary serpin. Vaccine, 3284-
92.

Przylucka, A., Akcapinar, G., Bonazza, K., Mello-de-Sousa, T., Mach-Aigner, A., Lobanov, V., . .
. Druzhinina, 1. (2017). Comparative physiochemical analysis of hydrophobins produced
in Escherichia coli and Pichia pastoris. Colloids Surf B Biointerfaces, 159, 913-923.

Rajput, Z., Hu, S., Chen, W., Arijo, A., & Xiao, C. (2006). Importance of ticks and their chemical
and immunological control in livestock. J Zhejiang Univ Science B.

57



Robbertse, L., Baron, S., Van-Der, M.-N., Madder, M., Stoltsz, W., & Maritz-Olivier, C. (2016).
Genetic diversity, aca-ricide resistance status and evolutionary potential of a
Rhipicephalus microplus population from a disease-controlled cattle farming area in
South Africa. Ticks and Tick Borne Diseases, 7, 595-603.

Rodriguez, M., Rubiera, R., Penichet, M., Montesinos, R., Cremata, J., Falcén, V., . . . Valdés,
M. (1994). High level expression of the B. microplus Bm86 antigen in the yeast Pichia
pastoris forming highly immunogenic particles for cattle. J Biotechnol, 33(2), 135-146.

Rodriguez-Valle, M., Vance, M., Moolhuijzen, P., Tao, X., & Lew-Tabor, A. (2012). Differential
recognition by tick-resistant cattle of the recombinantly expressed Rhipicephalus
microplus serine protease inhibitor-3 (RMS-3). Ticks Tick Borne Dis, 3(3), 159-69.

Rodriguez-Valle, M., Xu, T., Kurscheid, S., & Lew-Tabor, A. (2015). Rhipicephalus microplus
serine protease inhibitor family: annotation, expression and functional characterisation
assessment. Parasit Vectors;, 8, 7.

Rodriguez-Vivas, R., Grishi, L., Pérez de ledn, A., Silva, H., Torres-Acosta, J., Sdnchez, H., . . .
Garcia, D. (2017). Potential economic impact assessment for cattle parasites in Mexico.
Review. Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias, 8(1), 61-74.

Rodriguez-Vivas, R., Rivas, A., Chowell, G., Fragoso, S., Rosario, C., Garcia, Z., . . . Schwager,
S. (2007). Spatial distribution of acaricide profiles Boophilus microplus (strains
susceptible or resistant to acaricides) in south eastern Mexico. Veterinary Parasitology,
146, 158-169.

Rodriguez-Vivas, R., Rodriguez-Arevalo, F., Alonso-Diaz, M., Fragoso-Sanchez, H.,
Santamaria, V., & Rosario-Cruz, R. (2006). Amitraz resistance in Boophilus microplus
ticks in cattle farms from the state of Yucatan, Mexico: Potential risk factors. Preventive
Veterinary Medicine, 75, 280-286.

Rodriguez-Vivas, R., Rosado-Aguilar, J., Ojeda-Chi, M., Pérez-Cogollo, L., Trinidad-Martinez, 1.,
& Bolio-Gonzalez, M. (2014). Integrated control of ticks in bovine livestock. Ecosistemas
y recursos agropecuarios, 1(3).

Rosario, R., Dominguez, D., Rojas, E., Ortiz, M., & Martinez, F. (2009). Estrategia para el
control de la garrapata Boophilus microplus y la mitigacién de la resistencia a los
pesticidas. Jiutepec, Meéxico: CENID-PAVET, INIFAP. Simposium de Salud vy
Produccion de Bovinos de Carne en la Zona Norte-Centro de México.

Rosario-Cruz, R., Guerrero, F., Miller, R., Rodriguez-Vivas, R., Dominguez-Garcia, D., Cornel,
A., ... George, J. (2005). Roles Played by Esterase Activity and by a Sodium Channel
Mutation Involved in Pyrethroid Resistance in Populations of Boophilus microplus
(Acari: Ixodidae) Collected from Yucatan, Mexico. Journal of Medical Entomology,
42(6), 1020-1025.

Sambrook, J., Fritsch, E., & Maniatis, T. (2001). Molecular cloning: a laboratory manual. Tercera
edicion: Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.

Schuijt, T., Coumou, J., Narasimhan, S., Dai, J., DePonte, K., Wouters, D., . . . Fikrig, E. (2011).
A tick mannose-binding lectin inhibitor interferes with the vertebrate complement
cascade to enhance transmission of the Lyme disease agent. Cell Host & Microbe, 136-
46.

Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). (2018). Bovino carne y leche
Poblacion ganadera 2009 - 2018 Cabezas.
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/516353/Inventario_2018 Bovinos.pdf.

58



Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria - SENASICA. (12 de
Noviembre de 2021). Situacion actual Campafia Nacional para el control de la
garrapata Boophilus spp. Gobierno de México.

Simo, L., Kazimirova, M., Richardson, J., & Bonnet, S. (2017). The essential role of tick salivary
glands and saliva in tick feeding and pathogen transmission. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology, 281.

Skaggs, R., Acufia, R., Torell, L., & Southard, L. (2004). Exportaciones de Ganado en pie de
México hacia los Estados Unidos: ¢De dénde viene el ganado y hacia donde va? .
Revista Mexicana de agronegocios.

Sonenshine, D., & Roe, R. (2013). The Biology of Ticks. Oxford University Press.

Stein, P., Leslie, A., Finch, J., Turnell, W., McLaughlin, P., & Carrell, R. (1990). Crystal structure
of ovalbumin as a model for the reactive centre of serpins. Nature.

Suérez-Pedroso, M., Méndez-Mellor, L., Valdéz, M., de Moura-Souza, R., ReisCamargo, A., &
Vargas, N. (2007). Control de las infestaciones de la garrapata Boophilus microplus en
la ganaderia cubana y en regiones de latino américa con la aplicacién del inmunégeno
Gavac dentro de un programa de lucha integral. América Latina: CORPOICA-FAO.

Sugino, M., Imamura, S., Mulenga, A., Nakajima, M., Akiko, T., Ohashi, K., & Onuma, M.
(2003). A serine proteinase inhibitor (serpin) from ixodidtick Haemaphysalis longicornis;
cloning and preliminary assessment of its suitability as a candidate for a tick vaccine.
Vaccine, 2844-51.

Temeyer, K., Chen, A., Davey, R., Guerrero, F., Howell, J., Kammlah, D., . . . Welch, J. (2012).
Nuevos enfoques para el control de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Revista
Mexicana de Ciencias Pecuarias.

Tirloni, L. (2015). Saliva de carrapatos: estudo protedbmico e caracterizacdode proteinas
salivares na relacdo parasito-hospedeiro. Centro de biotecnologia do estado do rio
grande do sul.

Tirloni, L., Kim, T., Coutinho, M., Ali, A., Seixas, A., Termignoni, C., . . . da Silva Vaz, I. (2016).
The putative role of Rhipicephalus microplus salivary serpins in the tick-host
relationship. Insect Biochemistry and Molecular Biology.

Tirloni, L., Seixas, A., Mulenga, A., Da-Silva, V., & Termignoni, C. (2014). A family of serine
protease inhibitors (serpins) in the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Exp
Parasitol, 137, 25-34.

Vogl, T., Hartner, F., & Glieder, A. (2013). New opportunities by synthetic biology for
biopharmaceutical production in Pichia pastoris. Current Opinion in Biotechnology, 24,
1-8.

Watelet, B., Quibriac, M., Rolland, D., Gervasi, G., Gauthier, M., Jolivet, M., & Letourneur, O.
(2002). Erratum to "characterization and diagnostic potential of hepatitis B virus
nucleocapsid expressed in E. coli and P. pastoris". J Virol Methods, 102(1), 175-90.

Whisstock, J., & Bottomley, S. (2006). Molecular gymnastics: serpin structure, folding and
misfolding. Current Opinion in Structural Biology.

Whisstock, J., Silverman, G., Bird, P., Bottomley, S., Kaiserman, D., Luke, C., & al, e. (2010).
Serpins Flex Their Muscle Il. structural insights into target peptidase recognition,
polymerization, and transport functions. Biol Chem (American Society for Biochemistry
and Molecular Biology).

59



Willadsen, P. (2006). Tick control: Thoughts on a research agenda. Veterinary Parasitology,
138, 161-168.

Willadsen, P., Mckenna, R., & Riding, G. (1988). Isolation from the cattle tick Boophilus
microplus, of antigenic ma-terial capable of eliciting a protective immunological
response in the bovine host. International Journal for Parasitology, 18, 183-189.

Xia, W., Fu, W., Cai, L., Cai, X., Wang, Y., Zou, M., & Xu, D. (2012). Expression, purification
and characterization of recombinant human angiogenin in Pichia pastoris. Biosci
Biotechnol Biochem, 76(7), 1384-8.

Xu, T., Lew-Tabor, A., & Rodriguez-Valle, M. (2016). Effective inhibition of thrombin by
Rhipicephalus microplus serpin-15 (RmS-15) obtained in the yeast Pichia pastoris.
Ticks Tick Borne Dis, 7(1), 180-187.

Ye, S., Cech, A., Belmares, R., Bergstrom, R., Tong, T., Corey, D., . . . Goldsmith, H. (2001).
The structure of a Michaelis serpin—protease complex. Nature Structural Biology, 8:979-
983.

Yin, H., Liu, Z., Zhang, A., Zhang, T., Luo, J., Shen, J., . . . Zhang, Z. (2012). Intracellular
expression and purification of the Canstatin-N protein in Pichia pastoris. Gene, 504(1),
122-6.

Yongkiettrakul, S., Boonyapakron, K., Jongkaewwattana, A., Wanitchang, A., Leartsakulpanich,
U., Chitnumsub, P., . . . Yuthavong, Y. (2009). Avian influenza A/H5N1 neuraminidase
expressed in yeast with a functional head domain. Virol Methods, 156(1-2), 44-51.

60



XI.

ANEXOS
11.1. Anexol
| AGRICULTURA inyap
EL CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION DISCIPLINARIA EN
SALUD ANIMAL E INOCUIDAD
Otorga la presente
CONSTANCIA
A: BACT. DANIELA LARA GUTIERREZ
Por impartirla conferencia “Expresion de proteinas en el vector de Pichia Pastoris”
en el Curso Tedrico-Virtual Estrategias para el disefio y produccion de Proteinas
Recombinantes de agentes virales de interés pecuario
3 al 5 de agosto de 2021.
_7““Dracién de 10 horas.
Sede CENID-SAI; Palo Alto, Cuajimalpa, CDMX,
MC. E;T;ﬁ:g Herrera Eo;;z Dra. Julieta Sandra Cuevas Romero
Director del CENID-SAI Presidente Comité Organizador
11.2. Anexo 2

. EDUCACION e

F§  ASCRETAATA b souCAchom rdmslca

EL TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
EN CELAYA, A TRAVES DEL DEPARTAMENTO DE
INGENIERIA BIOQUIMICA

OTORCA EL PRESENTE

RECONOCIMIENTO

A

Bac. Daniela Lara Gutiérrez

Por su destacada exposicion del trabajo de investigacion:

Expresion de proteinas en Pichia pastoris.

Que se llevd a cabo en el Simpesium XXV Jornado de ingenieria Bioguimica®,
celebrado del 18 al 22 de octubre de 2021

Celaya, Gto, 22 de octubre de 2021

DR. JOSE ENRIQUE BOTELLD ALVARET IBG. TERESA Hﬁnﬁ:
COORDINADOR GENERAL DEL EVENTO JEFA DEL DEPARTAMENTO
i\ []
g T IS
Y Er
T
e I

61



11.3. Anexo 3

Instituto de Ciencia, Tals| Secretariade “5] Comision Estatal [Ri=| Gobiemo
Tecnologia e Innovacion Igualdad Sustantiva ¥ || para el Desacrolio ﬂ de Michoacan
- y Desarrollo de las J|| delos Pueblos Indigenas o) .
Mujeres Michoacanas L

@.::,:-;z., @conaor 1 REOmACEOHT @ P |

El Gobierno del Estado de Michoacan, a través del Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,

en colaboracion con el Tecnolégico Nacional de México, campus Instituto Tecnolégico de
Morelia y el respaldo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia otorgan la presente:

CONSTANCIA

DANIELA LARA GUTIERREZ ; RODOLFO ESTEBAN LAGUNES QUINTANILLA; JOSE LUIS CERRITENO
SANCHEZ; JULIETA SANDRA CUEVAS ROMERO; MIGUEL ANGEL ALONSO DIiAZ

POR LA EXPOSICION DE SU PONENCIA SINTESIS DE UN POLIPEPTIDO RECOMBINANTE DE RMS-17 DE RHIPICEPHALUS
MICROPLUS EN EL SISTEMA DE EXPRESION PICHIA PASTORIS EN EL EJE 1. INVESTIGACION BASICA DE LA MESA 3:
CIENCIAS AGRICOLAS Y BIOTECNOLOGIA

En el marco de las actividades académicas del

B I yel Encuentro
CIENCIA de Jovenes
£ INNOVACEN = cetEaaco de Mchoscin

Morelia, Michoacan, a 22 de Octubre de 2021

Dr. jo:é Luls Gil Vazquez
rect: 5 M de México,
de Moredia

D

11.4. Anexo 4

FIVJREUNIONES
riicientificas

amcrs s co s s e
Ern e s

REUNIONES NACIONALES DE
NVESTIGACION E INNOVACION PECUARIA,
AGRICOLA, FORESTAL Y ACUICOLA

PESQUERA

Ciencia para vivir

OTORGA LA PRESENTE

CONSTANCIA

Daniela Lara Gutiérrez, Rodolfo Esteban Lagunes Quintanilla, José Luis Cerritefio
Sanchez, Julieta Sandra Cuevas Romero, Miguel Angel Alonso Diaz

Por su participacion con el trabajo denominado:

CONSTRUCCION DE UN SISTEMA DE EXPRESION PARA LA PROTEINA RmS-17 DE
Rhipicephalus microplus EN Pichia pastoris

DR. LUWL RPDRIGUEZ DEL BOSQUE
Vicepreside del Comité Organizador Nacional

CIUDAD DE MEXICO 10, 11 Y 12 DE NOVIEMBRE DE 2021

LVi REUNION XI REUNION XI REUNION VIIREUNION
). NACIONAL DE ) 6| NACIONAL DE NACIONAL DE o\ NACIONAL DR

INVESTIGACION %6 | INVESTIGACION ! INVESTIGACION s INVESTIGACION

PECUARIA 5 ) FORESTAL U AGRICOLA ACUICOLAY

PESQUERA

62



11.5. Anexo 5

Feamvz PAGYET
La Asociacién Panamericana de Ciencias Veterinarias y la Federacién de
Colegios y Asociaciones de Médicos Veterinarios Zootecnistas de México A.C.

otorgan el presente

unerndo

DANIELA LARA GUTIERREZ

Por su participacion como PONENTE durante el XXVI Congreso Panamericano de Ciencias Veterinarias con
el tema: PICHIA PASTORIS COMO SISTEMA DE EXPRESION DE UN POLIPEPTIDO GLICOSILADO Y
ANTIGENCIO DERIVADO DE LA PROTEINA RMS-17 DE RHIPICEPHALUS MICROPLUS. presentado en
MODALIDAD ORAL.

ANNETy ;)

CONGAESO PARAMFBICANG D
CIENCIAS VETERINARIAS

63



	Portada
	Resumen
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Justificación
	IV. Objetivo General   V. Objetivos Particulares
	VI. Materiales y Métodos
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Referencias

