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RESUMEN

Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), denominados Antigeno
Leucocitario Bovino (BoLA) en bovinos, especialmente los de clase Il, desempefian un papel
crucial en la presentacién de péptidos procesados a los linfocitos T CD4+. El alto polimorfismo
de estos genes permite una amplia variedad de respuestas inmunes debido a su capacidad para
reconocer diversos péptidos. Dentro de estos genes, el exdn 2 del gen BoLA-DRB3 presenta
mayor nivel de polimorfismo, lo cual es crucial para la diversidad en la presentacion de
antigenos. El objetivo de este estudio fue identificar los alelos del gen BoLA-DRB3.2, reportados
como resistentes a Rhipicephalus microplus, en 118 bovinos de la cuenca del Papaloapan. Este
estudio reporta la diversidad genética del BoLA-DRB3.2 en bovinos de doble proposito, cruza
entre razas europeas e indicas, en dicha regién. La identificacién molecular de los alelos se
realiz6 mediante la técnica de PCR-RFLP, amplificando el exén 2 del gen BoLA-DRB3 y su
posterior digestion con las enzimas de restriccion Rsal, BstYl y Haelll. Los resultados
mostraron una heterocigosidad observada (Ho) de 0.6610 y una heterocigosidad esperada (He)
de 0.9267, con un indice de contenido de polimérfica (PIC) de 0.9181. Se identificaron 41
genotipos diferentes, con 77 individuos heterocigotos y 41 homocigotos, y 27 variantes alélicas
de BoLA-DRB3.2 con frecuencias que varian de 0.0085 a 0.178. De los alelos reportados como
resistentes aR. microplus, se identificaron las variantes *16, *20, *23 y *24, con frecuencias de
0.0339, 0.0339, 0.0169 y 0.0085, respectivamente. Los alelos méas frecuentes fueron *28, *43 y
*17, con frecuencias de 0.178, 0.1017 y 0.0932, respectivamente. El alelo *28 estuvo presente
en 8 de los 9 ranchos, excepto en el rancho de Rio Manso, San Juan Lalana, donde se presentaron

alelos Unicos (*15, *33, *54 y *Ns 5).

Palabras clave: Antigeno Leucocitario Bovino (BoLA), polimorfismo, alelo, PCR, RFLP

Xi



ABSTRACT

The Major Histocompatibility Complex (MHC) genes, known as Bovine Leukocyte Antigen
(BoLA) in cattle, especially class Il genes, play a crucial role in presenting processed peptides
to CD4+ T lymphocytes. The high polymorphism of these genes allows for a wide range of
immune responses due to their ability to recognize diverse peptides. Among these genes, exon
2 of the BoLA-DRB3 gene exhibits the highest level of polymorphism, which is crucial for
antigen presentation diversity.This study aimed to identify the alleles ofthe BoLA-DRB3.2 gene,
reported as resistant to Rhipicephalus microplus, in 118 cattle from the Papaloapan basin. This
study reports the genetic diversity of BOLA-DRB3.2 in dual-purpose cattle, crosses between
European and Indian breeds, in this region. The molecular identification of the alleles was
performed using the PCR-RFLP technique, amplifying exon 2 of the BoLA-DRB3 gene and
subsequently digesting with the restriction enzymes Rsal, BstY|, and Haelll. The results showed
an observed heterozygosity (Ho) of 0.6610 and an expected heterozygosity (He) of 0.9267, with
a polymorphic information content (PIC) index of 0.9181. A total of41 different genotypes were
identified, with 77 heterozygous and 41 homozygous individuals, and 27 BoLA-DRB3.2 allelic
variants with frequencies ranging from 0.0085 to 0.178. Among the alleles reported as resistant
to R microplus, variants *16, *20, *23, and *24 were identified, with frequencies of 0.0339,
0.0339, 0.0169, and 0.0085, respectively. The most frequent alleles were *28, *43, and *17,
with frequencies of 0.178, 0.1017, and 0.0932, respectively. The *28 allele was present in 8 of
the 9 ranches, except in the Rio Manso ranch, San Juan Lalana, where unique alleles (*15, *33,

*54, and *Ns 5) were found.

Keywords: Bovine Leukocyte Antigen (BoLA), polymorphism, allele, PCR, RFLP
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1. INTRODUCCION

En los sistemas de produccion bovinos en los trépicos y subtropicos del mundo el ganado de
doble proposito es el de mayor explotacion el cual se obtiene mediante el cruzamiento de razas
Bos indicus y Bos taurus con el fin de aumentar los beneficios econdmicos (Cuevas-Reyes et
al., 2013). Este ganado, se ve afectado por diversos patdgenos como virus, bacterias, hongos y
parasitos, siendo la garrapata Rhipicephalus microplus (R. microplus), uno de los principales
problemas de salud publica, por las enfermedades que transmite (FAO, 2003; Alvarez et al.,
2003).

R. microplus es responsable de miles de dolares en pérdidas econdémicas como corporales
directas debido a: la disminucion de la ganancia de peso corporal, la anemia por riego sanguineo,
la desvalorizacion de la piel por dafio, miosis y la disminucion de la produccion de leche
(Jonsson, 2006); y otros factores asociados a la transmision de enfermedades, ya que R.
microplus es el principal vector de Babesia bovis y Babesia bigemina (Jongejan y Uilenberg,
2004).

El uso irresponsable de ixodicidas en el control de R. microplus, ha llevado a la aparicion de
poblaciones de garrapatas resistentes aumentando los costos con tratamientos ineficaces y
agregando la demanda del mercado por métodos de control en garrapatas con mejores efectos
sin ser tan agresivo y sin efectos de residualidad en los productos, como es la convergencia de
la resistencia del huésped con bovinos mas resistentes, la vacunacion y uso de bafios estratégicos
(Villanueva, 2011).

En los estudios de diversidad genética bovina, destacan la deteccion de genes de resistencia,
como es el caso de los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) que en
bovinos se conoce como Antigeno Leucocitario Bovino (BoLA) (Martinez et al., 2005; Castro

et al., 2006; Hernandez, 2014). Los genes BoLA contienen variantes alélicas de resistencia a la
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garrapata que son importantes para los criadores de animales y los genetistas porque juegan un
papel clave en la respuesta inmune y estan asociados con la resistencia y la susceptibilidad a
diversas enfermedades (Villanueva, 2011). EI CMH es poligénico y cada gen tiene muchos
alelos, por lo que también es polimorfico, dichos polimorfismos tienen un profundo efecto sobre
el reconocimiento de antigenos por parte de las células T, y la combinacion de poligenicidad y
polimorfismo amplia en gran medida la gama de péptidos los macréfagos, células B y otras
células del sistema inmune especificas de la clase 1l del CMH presentan a las células T (Brown
etal., 1995). EI CMH de los mamiferos generalmente se divide en tres regiones denominadas:
CMH clase I, clase Il'y clase Ill, que codifican proteinas con diferentes funciones y distribucion
tisular (Takeshimay Aida, 2006). La clase Il se subdivide en regiones llay Ilb, donde los genes
y productos de la region clase Ila son los mas estudiados por ser los de mayor grado de
polimorfismo. Se han identificado catorce genes en esta region: DRA, DRB (DRB1, DRB2,
DRB3), DQA (DQA1, DQA2, DQA3, DQA4, DQA5) y DQB (DQB1, DQB2, DQB3, DQB4,
DQB5), de los cuales el gen DRB3 es el gen mas estudiado con una longitud total de 11.4
Kilopares de bases (Kpb), 5 intrones y 6 exones, de los cuales el exdn 2 es el méas polimorfico
(BoLA-DRB3.2), ya que tiene aproximadamente 270 pares de bases (pb) (Russell et al., 2004)
Los genes de clase Ila son altamente polimorficos y este polimorfismo se debe a una gran
cantidad de aminoacidos entre los alelos en cada locus (Yakubu et al., 2013),. Diversos autores
han asociado polimorfismos del gen BoLA con resistencia a enfermedades como brucelosis
(Martinez et al., 2005), mastitis (Zambrano et al., 2009), leucemia bovina enzoo6tica (Panei et
al., 2009), e infestacion por garrapatas y hemoparéasitos (Martinez et al., 2006; Hernandez et al.,
2013; Villanueva, 2011).

Inicialmente, la distribucidn genética de BoLA se investigo utilizando métodos seroldgicos para

determinar la contribucion de los genes BoLA a diversas enfermedades, mas delante se
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desarrollaron herramientas moleculares como la Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR), con
diferentes técnicas para la deteccion de polimorfismos como la técnica de Polimorfismos de
Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP), usadas por diversos autores (Baltian et al.,
2016; Hernandez, 2014; Martinez et al., 2006).

La técnica de identificacion por medio de PCR-RFLP incluye 3 enzimas de restriccion
informativa, que tienen sitios de reconocimiento Gnicos presentes en algunos alelos, pero no en
otros, por lo que los productos de corte de enzimas (bandas RFLP) los patrones de fragmentos
o perfiles de corte pueden identificarse mediante electroforesis (Van Ejijk etal., 2009; Alkafajy
et al., 2020;). La técnica de PCR-RFLP ha demostré ser un método rapido y sensible para la
deteccion de polimorfismos en un dominio funcional relevante del gen BoLA-DRB3 como los
del exon dos y deberia ser util para estudiar la evolucion del polimorfismo DRB en ganado
bovino y otros béovidos (Van Ejijk et al., 2009). La técnica PCR-RFLP posee ventajas incluso
sobre la estrategia secuenciacion simple de polimorfismo (SSCP) para establecer de forma
rapida, reproducible y confiable, incluso en el diagnodstico de enfermedades e individuos
molecularmente ya caracterizadas (Esperon et al., 2013).

A pesar de las diferentes técnicas para el analisis del BoLA, aun es escasa la informacién sobre
la identificacion de los alelos del gen BoLA-DRB3.2 involucrados en la resistencia y
susceptibilidad hacia R. microplus en bovinos cruza de Bos taurus por Bos indicus explotados
en zonas tropicales como lo es la cuenca del Papaloapan. Por lo tanto, el objetivo del trabajo
consistio en identificar los polimorfismos del gen BoLA-DRB3.2 presentes en ganado doble
proposito de la cuenca del Papaloapan mediante PCR-RFLP establecer cuales de los alelos
encontrados se encuentran reportados con su asociacion a resistencia y/o susceptibilidad a para

R. microplus.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
Identificar mediante PCR-RFLP, los alelos del gen BoLA-DRB3.2 del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Clase Il asociados a la resistencia y susceptibilidad a R. microplus en el
ganado bovino doble proposito en algunos municipios de la cuenca del Papaloapan.
2.2 Objetivos especificos
m Determinar frecuencias alélicas, genotipicas de la poblacional.
m Estimar la diversidad genética del gen BoLA DRB3.2 en la cuenca del Papaloapan
mediante la heterocigosidad observada y esperada.

m  Secuenciar muestras representativas con base a los resultados obtenidos.



3. HIPOTESIS
La técnica molecular PCR-RFLP permitirad identificar los alelos de resistencia a la garrapata

Rhipicephalus microplus en los bovinos de la region de la cuenca del Papaloapan.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Sistemas de ganado doble propdésito

Los sistemas de produccion doble propdsito tienen a fin la produccién de leche y animales para
la carne ya sea venta de becerros en pie o animales de desecho, presentan modalidades que
dependen de 4 factores: el objetivo del productor, las condiciones agroecoldgicas, nivel de
tecnificacion y el tipo de ganado utilizado (Urdaneta et al., 2008). El sistema de produccién
doble propdsito es el que mayor predomina en las zonas de tropicos y subtropicos en México,
cuenta con 2.4 millones bovinos representando casi el 60 % a la produccién de leche en esta
regién, el doble propdsito aporta alrededor del 19.5 % de la leche y el 40 % de la carne nivel
nacional (Roméan-Ponce et al., 2013). Estos sistemas promedian una produccion diaria por vaca
de 3 a9 litros periodos de lactacion que rondan los 120 a 180 dias con partos cada 18 a 24 meses
(Koppel et al., 2002; Fadul-Pacheco et al., 2013; Salas-Reyes et al., 2015). Calderén y
colaboradores en 2019 reportan que en el trépico mexicano se produce del 40 % al 50 % de la
carne y entre el 18 % y 19.5 % de leche en el pais. Por su parte Oaxaca produce 145, 213 L de
leche y 78, 331 toneladas de carne de ganado bovino de doble propdsito, en los que 24, 503 L
(16.8 %) de leche y 19,714 toneladas (25.2 %) de carne se producen por los bovinos doble
propdsito de la region del Papaloapan (Cortés-Lopez et al., 2014).

En areas tropicales, ganado de doble propdsito es un término comuUnmente utilizado para
describir el cruce de cebu, ganado criollo y europeo en México, doble proposito, este ganado se
ha utilizado tanto para produccién de carne como para leche (Koppel et al., 2002). En la region
del Papaloapan, el mestizaje de ganado cebd, se ha realizado indiscriminadamente por falta de
orientacion profesional. Ocasionalmente, se han utilizados toros genéeticamente superiores, sin

embargo, la mayoria del tiempo se seleccionan sélo individuos con un fenotipo deseable para el



productor (Cortés-Lépez et al., 2012). El ganado de doble propdésito es grupo bien adaptado a
las duras condiciones ambientales como alta temperatura y humedad, baja calidad de pastos, y
alta incidencia de parasitos que cominmente se encuentran en zonas tropicales y subtropicales,
sin embargo, los genotipos de doble propoésito tienen ventajas con respecto a grupos genéticos
especializados, principalmente en los sistemas de produccion de bajos insumos o tecnificados
(Ortega'y Ward, 2005).

4.2 Garrapata Rhipicephalus microplus.

R. microplus es considerada la garrapata méas importante del ganado bovino a nivel mundial. Es
una garrapata dura que se puede encontrar en diversos huéspedes, entre ellos bovinos, caballos,
asnos, cabras, ovejas, ciervos, cerdos, perros y algunos animales silvestres (Rodriguez-Vivas,
2012). Una alta carga de garrapatas en los animales puede disminuir la produccion y dafiar los
cueros. R. microplus también puede transmitir la babesiosis causada por Babesia bigemina y
Babesia bovis y la anaplasmosis causada por Anaplasma marginale (FAO, 2007).

421 Ciclo biologico de Rhipicephalus microplus. El ciclo de vida de la garrapata
comun del ganado se completa en un solo huésped, ya que en las tres etapas del parasito (larvas,
ninfas y machos y hembras adultos) se alimentan, mudan y aparean, mientras permanecen en el
mismo individuo (Figura 1). El ciclo de R. microplus se divide en dos etapas: una etapa
parasitaria en la que se desarrollan garrapatas en el ganado y una etapa no parasitaria o de vida
libre (Nava et al., 2011). Por otro lado, la fase no parasitaria se divide en periodos separados: el
predesove en una hembra ingurgitada (teleogine) corresponde al periodo que va desde su
separacion del animal hasta el momento en que pone sus primeros huevos y dura de 2 a 6 dias
(Navaetal., 2013). Luego, el periodo desde la puesta del primer huevo hasta la puesta del ultimo

huevo se denomina periodo de desove, y generalmente el niUmero de huevos puestos es entre



2000 y 3000. Finalmente, el periodo desde la puesta de los huevos hasta el nacimiento de la
larva se denomina eclosion y su duracion varia de 20 a 45 dias, dependiendo principalmente de
la temperatura y la humedad ambiental (Canevari et al., 2017). La etapa parasitaria comienza
cuando las larvas que se encuentran en la vegetacion se acercan al ganado y, a diferencia de la
etapa no parasitaria, casi no se ven afectadas por las condiciones ambientales. Una vez en la
vaca, las larvas se alimentan (3 a 5 dias) y mudan a ninfas. Contintan alimentandose, y alrededor
del dia 9 al 12 se llenan y mudan a adultos (machos y hembras) en el huésped. Después del
apareamiento, la hembra continda ingurgitdndose y eventualmente cae al suelo para poner sus

huevos. La duracion de la fase parasitaria se completa en 23 dias (Nava et al., 2011).

hospedador Hembra en oviposicién

Figura 1. Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus. Fuente: (Walker, 2011).

4.2.2 Importancia econdmica y zoosanitaria de Rhipicephalus microplus. La
importancia del control de este ectoparasito se debe principalmente a que las infestaciones de
R. microplus ocasionan importantes pérdidas econémicas y dafios a la salud publica. Es un

vector de diversos agentes patégenos, puede provocar la muerte por anemia severa, otros dafios



como pardlisis por inoculacién de toxinas, y varias enfermedades mortales (Eremeeva et al.,
2011). En promedio, cada garrapata hembra bien alimentada en bovinos Bos taurus perdi¢ 1.37
+ 0.25 gramos de peso, un valor comparable en cruces bovinos entre Bos taurus y Bos indicus
fue de 1.18 £ 0.21 gramos por garrapata ingurgitada, que no fue estadisticamente diferente del
valor anterior, por lo que este umbral de pérdida de peso podria considerarse
independientemente del genotipo del animal (Jonsson, 2006), mientras Salazar et al. (2015),
sefialan un 40 % en pérdidas directas por la disminucion de la produccion lactea debido a que
cada garrapata ingurgitada lleva a una disminucion de 8.9 mL en produccidn diaria de leche y a
un gramo de peso vivo diario. Por otro lado, Garcia, (2014), menciona que infestaciones
mayores de 50 garrapatas repletas de sangre, produce mermas en el aumento de peso de 500
gramos por garrapata al afio y la reduccion anual en leche puede ser de 200 litros afio. Mientras
que la anemia es una consecuencia inevitable de una gran infestacion de garrapatas, por lo que
la muerte y la mala salud del animal son comunes. Ademas, la disminucion de la ganancia de
peso corporal estd asociada con el efecto de la reduccion del consumo de alimentos (Seebeck,
1971), la digestion y el metabolismo normales en animales (componente hepatotdxico de R.
microplus). Del mismo modo, una gran infestacion puede causar lesiones en la piel que atraen
Cochliomyia hominivorax (gusano barrenador), aumentando asi el riesgo de desarrollar miosis
(Reck et al., 2014).

4.3 Complejo mayor de histocompatibilidad bovino (Bovine Linphocyte Antigen).

La resistencia genética es un rasgo multigénico, es decir, determinado por muchos genes, entre
los cuales se encuentran los que codifican las moléculas que forman parte del sistema inmune,
la diversidad de las proteinas codificadas en el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)

se debe al polimorfismo de los genes que se encuentran en este complejo. Esta diversidad



genética seria la responsable de la variacion genotipica en la resistencia osusceptibilidad a
enfermedades (Diaz et al., 2005).

El (CMH) del bovino es conocido como Antigenos Leucocitico Bovino (BoLA) y se localiza en
el cromosoma 23, su descubrimiento es atribuido a Amorena et al. (1978) y a Spooner et al.
(1978).

El complejo BoLA como en el caso de los humanos, consiste en tres clases de genes, donde la
clase Il se encuentra ubicada centromericamente hacia la clase Ill, y la clase | se ubica hacia el
telomero (Sharifetal., 1998).

Los genes BoLA clase | codifican proteinas implicadas en el reconocimiento, por parte de las
células T, citotoxicos de las células huésped que han sido infectadas y en la presentacion de
péptidos a las células citotoxicos t cd8+ (Takeshima et al., 2006; Tamarin, 1996).

La region clase Il esta subdividida en las clases lla, y Ilb, que se encuentran separados por una
distancia de 17 centimorgans (Andresson et al., 1988).

La region Ila contiene los genes DRy DQ, y es la regién mas estudiada por contener el elemento
de restriccion DRB3 por su asociacion a resistencia y susceptibilidad a enfermedades y mostrar
el mas alto nivel de polimorfismo comparado con otras especies de vertebrados (Takeshima et
al., 2002). Los genes clase Il codifican proteinas de complemento, implicadas en la destruccion
de células extrafias (Tamarin, 1996)

4.3.1 Estructura del complejo mayor de histocompatibilidad bovino (Bovine
Linphocyte Antigen - BoLA). En el ganado bovino, la region clase I, contiene por lo menos 10
genes (Bensaid et al., 1991). EL analisis de estas secuencias, han mostrado que al menos 4
genes clase | que pueden ser transcritos y 6 son considerados como genes no clasicos. (Ellis et
al., 1999). Dentro de la clase I, se encuentra el gen HFE, que codifica para una proteina asociada

con la microglobulina beta 2, predominantemente expresada en el tracto digestivo y envuelto en
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el metabolismo de hierro, sin embargo, no aparenta tener un rol inmunologico (Al-Murrani et
al, 2009).

Los genes clase Il estan localizados en dos diferentes regiones del cromosoma 23 del bovino,
una llamada clase llay la otra clase llb. La clase lla contiene los genes DR y DQ vy la clase Ilb
los genes DYA, DYB, DMA, DMB, DOB, DOA, TAP1, TAP2, LAPM2 y LMP7 (Takeshima et
al., 2006). Estos genes producen proteinas implicadas en la comunicacion intercelular entre las
células By T, procesos antigenos extracelulares con células T CD4+ y otras funciones inmunes.
Los genes de la region clase lla son los méas estudiados porque presentan altos niveles de
polimorfismo y porque tiene funcion inmunologica. Catorce genes han sido identificados en esta
region: DRA, DRB (DRB1, DRB2, DRB3), DQA (DQA1, DQA2, DQA3, DQA4, DQA5) yDQB
(DQB1, DQB2, DQB3, DQB4, DQB5) (Takeshima et al., 2006).

En bovinos, solo un alelo del BoLA-DRA ha sido identificado basado en datos de secuencia. Por
el contrario, los genes que codifican para la cadena beta de la molécula DR son altamente
polimérficos. El polimorfismo esta centrado principalmente en el segundo exon, éste tiene un
gen altamente polimorfico, el DRB, que ha sido estudiado ampliamente en bovinos (Russell et
al., 1994), ovejas (Schwaiger et al., 1994), cabras (Amills et al., 1995), ciervos (Swarbrick et
al., 1997) y otras especies de rumiantes salvajes.

El gen BoLA-DRB1 es un pseudogen que presenta multiples codones de paro y el gen BoLA-
DRB2 es mal expresado (Rusell etal., 1994) pero exhibe algo de polimorfismo (Muggli-Cockett
et al., 1991). ElI gen BoLA-DRB3 es altamente polimorfico puesto que se han reportado 130
alelos y codifica elementos funcionales de restriccion (proceso mediante el cual un linfocito
puede reconocer un antigeno como propio o extrafio) (Davies et al., 1997).

Algunos individuos pueden llevar una sola copia de DQA y DQB, mientras otros tienen

haplotipos duplicados. La comparacion de secuencias, por Southern Blot y analisis filogenéticos
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indican la presencia de cinco genes DQA, de los cuales DQA4 y DQA5 son menos polimorficos
que los DQAL, DQA2 y DQAS3, con aproximadamente 31 alelos para DQAL, 13 alelos para
DQA2 y dos alelos para DQA3. Los genes DQB1, DQB2, DQB3, DQB4, DQB5 son altamente
polimorficos y presentan aproximadamente 52 alelos cada uno (Takeshima et al., 2006).

En los genes clase Ilb, estan los genes DY que solo se encuentran en rumiantes, los cuales
exhiben altos niveles de polimorfismo y son transcritos en las células dendriticas. Los analisis
de expresion demostraron la capacidad de los genes DY para traducir diferentes cadenas
polipeptidicas a 'y P del BoLA clase 11 (Ballingall et al., 2004).

Los genes LMP2 y LMP7 codifican subunidades de la proteasoma, y los genes TAP1 y TAP2
codifican moléculas de envolturay péptidos de transporte desde el citosol al lumen del reticulo
endoplasmico (Takeshima et al., 2006).

En comparacion con otras partes del BoLA, la region Il es la clase que tiene la mayor densidad
de genes, con el menor niumero de pseudogenes; sin embargo, algunos de los genes localizados
en esta area no estan involucrados con el sistema inmune. Esta zona codifica para otros
componentes inmunes, componentes del sistema del complemento, tales como: C2, C4 y el
factor B (Bf), proteina HSP70, una hidoxylasa 21, el factor alfa, que participa en la necrosis de
tumores y moléculas relacionadas con la inflamacion (citoquinas: tales como TNF-a, LTA,
LTB) o proteinas de choque térmico. Las moléculas de clase Il no comparten las mismas
funciones de la clase 1y Il, pero se encuentra entre ellas (Amills et al., 1995). Hasta el ahora se
han reportado 137 alelos BoLA-DRB3.2, que se encuentran registrados en la base de datos del

EMBL-EBI IPD-MHC.
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Figura 2. Estructura del complejo mayor de histocompatibilidad bovino (BoLA). Fuente:
(Takeshima et al., 2006)

4.4 Resistencia en el ganado bovino

Los bovinos muestran una respuesta considerable a una variedad de enfermedades, y gran parte
de la variabilidad es genética, lo que implica la viabilidad de la seleccion. Una vez infectados,
los anfitriones pueden, en principio, protegerse de dafios adicionales de dos maneras: pueden
atacar al portador directamente, reduciendo asi la carga (resistencia), o pueden limitar el dafio
que puede causar una carga determinada (tolerancia). En este sentido, la resistencia protege al
huésped a expensas del portador, mientras que la tolerancia evita que el huésped sufra dafios sin
ningun efecto negativo directo sobre el huésped (Raberg et al., 2009).

Asimismo, algunos vacunos presentan una rusticidad que les permite ser mas resistentes a la
garrapata algunos actian como barreras fisicas en el hospedero que afectan la resistencia a
Rhipicephalus microplus, tales como: densidad del recubrimiento, espesor y pigmentacion de la
piel, vibracion de la piel y/o capacidad de acicalamiento, papilas de la lenguay el olor asociado
a componentes organicos volatiles (Bennet, 1969; De Castro et al., 1985; Spickett et al., 1989;
Osterkamp et al., 1999; Verissimo et al., 2002, 2015; Martinez et al., 2006; Gasparin et al.,
2007). Esto es muy utilizado en las unidades de produccién actual, aunque se sabe que el grado
de resistencia varia mucho entre razas bovinas. Un ejemplo muy claro es el cruce entre razas

Bos indicus (B. indicus) y Bos taurus (B. taurus) donde se obtienen animales hibridos F1 que
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poseen una resistencia a la garrapata superior a la Bos taurus, pero inferior a la Bos indicus
(Sutherst et al., 1983).

Sin embargo, la mejora para la resistencia a las garrapatas en el ganado a través del cruce
genético Bos taurus por Bos indicus tiene sus inconvenientes, ya que la adquisicion de la
resistencia no siempre se correlaciona con otras caracteristicas deseables condicionando la
produccion de los animales. En este sentido, el nivel de infeccion en estos hatos sera
directamente proporcional a la composicion genética de los animales. Ante esto, muchos
productores optan por criar razas que se consideran mas resistentes o por aumentar el porcentaje
de genes cebu en el hato. Si bien se minimiza el impacto de los altos niveles de infeccion, esta
practica finalmente se opone a una alternativa para aumentar la productividad de muchos
sistemas de crianza de ganado de carne y hacer mas competitivo el sector, aumentando la
participacion de los animales B. taurus en los rebafios como una forma de mejorar calidad de la
carne o leche (Biegelmeyer et al., 2012). Ademas, la resistencia por esta via muchas veces no
es suficiente para controlar la infestacion de parasitos y asi evitar los graves problemas que
ocasionan al ganado (Wharton 1976; Sutherst et al., 1983).

4.5 Relacion del complejo mayor de histocompatibilidad (BoLA) con la garrapata

La infestacion por garrapata se caracteriza porque las células de la epidermis y la dermis
reconocen inmunogenos salivales que se concentran en el sitio de la picadura. El tipo de
inmunogeno introducido por el huésped varia durante el ciclo de vida de la garrapata. Las células
de Langerhans y los macrofagos pueden procesar proteinas y otras moléculas inmunogénicas
que se encuentran en la saliva de la garrapata en la epidermis y la dermis del animal (Bautista-
Garfias, 2016). En los ganglios linfaticos, las moléculas salivales son procesadas por
macrofagos o células dendriticas y finalmente se presentan a las células T especificas del

antigeno en el contexto de los ganglios linfaticos secundarios. Del mismo modo, los linfocitos
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T auxiliares detectan los inmundgenos de la garrapata junto con los antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (CMH) en la superficie de las celulas presentadoras de
antigenos, macrofagos, células dendriticas y células B. Los linfocitos Thl y Th2 son los
proveedores de sefiales inmunorreguladoras que permiten la generacion de una respuesta
mediada por celulas y anticuerpos (Figura 3) (Bautista, 2010). Ademas, los linfocitos Thl son
células involucradas en reacciones de hipersensibilidad retardada, incluida la reaccién de
hipersensibilidad cutdnea asociada con la infiltracion de basofilos inducida por garrapatas
(Figura 3) (Quintanilla y Garfias, 2019). Los inmunogenos, como las células presentadoras de
antigenos, los linfocitos T y las citoquinas promueven la activacion y diferenciacion de los
linfocitos B, que producen anticuerpos homocitotropicos circulantes y otros que responden
contra las garrapatas (Francischetti et al., 2009; Sajid et al., 2021). Algunos estudios muestran
que esta inmunidad se debilita durante el embarazo, la lactancia y las bajas temperaturas

(Jonsson, 2006).

Figura 3. Interfase garrapata - respuesta inmunitaria del 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. IL-6, interleucina 6; IL-12, interleucina 12; IFN,
interferon; TNF, factor de necrosis tumoral. Fuente: (Quintanillay Garfias, 2019).
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4.6 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica una
secuencia de ADN especifica millones de veces durante multiples ciclos repetitivos en los que
la secuencia objetivo se replica verdaderamente (Asuar, 2007). Por lo tanto, esta reaccion utiliza
la actividad de la ADN polimerasa, que tiene la capacidad de sintetizar ADN de forma natural
en las células. En la reaccion, si se utiliza ADN gendémico como sustrato, se suele denominar
PCR, pero si se utiliza ADN complementario (ADNCc) procedente de ARNm (acido ribonucleico
mensajero), se denomina RT-PCR por sus siglas en inglés. Esta conversion se produce mediante
una reaccion denominada transcripcion inversa y estd controlada por la enzima transcriptasa
inversa, que convierte el ARNm en moléculas de ADNc. Este método se replica a partir de
retrovirus, que utilizan la enzima transcriptasa inversa para convertir sus genomas de ARN en
ADN y replicarse en millones de particulas virales. EI ADNc se utiliza para analizar la expresion

del ARNm del gen de interés (Tamay y Velasquillo, 2013).
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25=32 copias
Figura 4. Principio de la reaccion en cadena de la polimerasa. Adaptado de Avila et al. (2018).
4.7 Mezcla de reaccion
4.7.1 Desoxirribonucledsidos trifosfato (ANTPs). Correspondientes a las cuatro bases
nitrogenadas (timina, adenina, guaninay citosina), son las piezas que la Taqg polimerasa utiliza
para construir las cadenas de ADN que se sintetizan en cada ciclo de PCR. Su concentracion

influye directamente en la especificidad de la reaccion, si estos se encuentran en cantidades altas
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disminuye la actividad de la polimerasa e incluso puede ser inhibida y en concentraciones no
equimolares la fidelidad disminuye por ello, normalmente su concentracion varia entre 0.2y 1
mM (Rodriguez y Barrera, 2004).

4.7.2 lones divalentes y monovalentes. Los iones divalentes son cofactores que estan
relacionados con el rendimiento y especificidad de la enzima, el mas comun es el magnesio
(Mg2+), afiadido a la mezcla de reaccion como cloruro de magnesio (MgCl2) con una
concentracion que va de 0.5 - 2.5 mM El potasio (K) es el ion monovalente méas utilizado, en
forma de cloruro de potasio (KCI) en una solucién tampon (Sint y Traugott, 2012).

4.7.3 Solucion tampon (buffer). Es la solucion amortiguadora que mantiene el pH ideal
para que la polimerasa lleve a cabo la sintesis de cadenas de ADN correctamente. Sus
componentes comunes son Tris-HCI (pH 8.4), cloruro de potasio (KCI) y cloruro de magnesio
(MgCl2). También se incluyen adyuvantes como el dimetilsulféxido (DMSO) que evita la
formacion de estructuras secundarias de ADN, detergentes como Tween 20 o Triton X-100 que
proveen estabilidad a la enzima y otros componentes como polietilenglicol (PEG), glicerol,
formamida y seroalbumina (Rodriguez y Barrera, 2004).

4.7.4 Oligonucledtidos. Son secuencias cortas de nucleétidos que delimitan la region
que se desea amplificar. Se requieren dos fragmentos denominados forward y reverse, ambos
son complementarios al templado (ADN molde) con el fin de que la polimerasa reconozca y
extienda la zona flanqueada (Rodriguez y Barrera, 2004). Son el componente que determina el
éxito o fracaso de la reaccion de PCR por ello, se deben cumplir ciertas caracteristicas en su
disefio para garantizar su funcionamiento. Su tamafio oscila entre 18y 25 pb y el contenido de
G-C no debe rebasar el 55 % para evitar la formacion de dimeros. Ambos cebadores deben tener
temperaturas de fusion similares (Tm) entre 50 y 70 °C con distancias no mayores a 5 °C entre

ellos. La concentracion mas utilizada esta en el intervalo de 0.1 a 1.0 mM (Chay Thilly, 1993).
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4.7.5 ADN molde. Es el elemento principal para llevar a cabo la PCR. También llamado
templado, es la cadena de ADN que se separan en la desnaturalizacion e incluye la secuencia
blanca. Su concentracién minima es de 20 ng cuando es de células eucariotas. Aunque también
se puede realizar la reaccion a partir de ARN que previamente se transform6 en ADNc por
transcripcion reversa. Se recomienda que el ADN esté purificado o libre de inhibidores
enzimaticos sobre todo cuando se trabaja con ADN extraido de sangre o heces (Tamay Yy
Velasquillo, 2013).

4.7.6 Agua. Es el disolvente en la reaccion, se requiere que sea desionizada y libre de
nucleasas (enzimas que degradan el ADN) o milli-Q grado molecular. Otra opcién es utilizar
agua utilizada para soluciones inyectables (Rodriguez y Barrera, 2004).

4.8 Variantes de PCR punto final.

48.1 PCR anidada. La técnica de PCR anidada se desarrolld6 para aumentar la
sensibilidad y especificidad de la PCR convencional. Consta de dos rondas de amplificacion
que utilizan dos juegos de iniciadores distintos. En la primera ronda se realizan de 15 a 30 ciclos
con un juego de iniciadores. Los productos de esta primera amplificacion se utilizan luego en
una segunda ronda con un juego de iniciadores interno, lo que incrementa la sensibilidad al
alinear las secuencias de forma mas especifica (Dynon et al., 2001; Perera y Acevedo,2018).

El uso de PCR anidada permite resolver problemas de deteccion cuando hay un bajo numero
de copias de la secuencia objetivo en la muestra clinica en comparacion con la gran cantidad de
sefiales de fondo interferentes como el DNA, inhibidores o la DNA polimerasa del tejido del
hospedero (OIE, 2008). Tipicamente se comienza con 30-35 ciclos en la primera ronda, se toma
una pequefia alicuota de esos productos y se realiza la segunda ronda con reactivos frescos e
iniciadores internos. Esto ha demostrado ser mas exitoso que diluir y reamplificar con los

mismos iniciadores. La posicion de los iniciadores internos es clave para determinar la
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sensibilidad y especificidad del ensayo, permitiendo la diferenciacion y seleccion especifica de
especies, biovariedades y serotipos. Por ello, la PCR anidada provee informacion valiosa para
epidemiologia y taxonomia. Otra ventaja es que al reamplificar con un juego de iniciadores
diferentes en la segunda ronda, se reducen los productos inespecificos generados en la primera
(Martin et al., 2015).

4.8.2 PCR semi anidada. Es una variante de la PCR-anidada, pero no se utilizan cuatro
oligonucleotidos sino tres, pues uno de ellos se utiliza en ambas reacciones. El directo o reverso
se utilizan nuevamente junto con un nuevo oligonucleotido, ya que en el fragmento que se
amplifico en la primera reaccion contiene la zona complementaria que sirve para amplificar la
region de interés en la segunda PCR. En la PCR semi anidada se corre el riesgo de tener mayor
contaminacién al diluir los productos iniciales, sin embargo, ofrece alta sensibilidad (Van Ejijk
etal., 1992; Zhang et al., 2010).

4.9 Enzimas de restriccion

También conocidas como endonucleasas de restriccion son proteinas que cortan el ADN en
bacterias (y son extraidas de estas para su utilizacion). Dado que cortan en el interior de la
molécula, se les denomina a menudo endonucleasas (Farfan, 2015). Para secuenciar el ADN,
primero hay que dividirlo en fragmentos méas pequefios. Muchas enzimas que descomponen el
ADN (como las presentes en el liquido pancreatico) pueden hacer esto, pero la mayoria no son
adecuadas para el trabajo secuencial, ya que cortan cada molécula de forma aleatoria. Esto
conlleva a una mezcla variada de fragmentos de distintos tamafios. Lo que se requiere es una
manera de dividir la molécula de ADN en pocos lugares especificos para generar un conjunto
reducido de fragmentos uniformes. Las herramientas para esto son las endonucleasas de
restriccion. Cuanto menos comun sea el lugar que reconocen, menor serd el niumero de

fragmentos generados por una endonucleasa de restriccion especifica (Kimball, 2023).
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4.9.1 Fragmentos de restriccidn de longitud polimérfica (RFLP). Creada en 1980, la
técnica de RFLP emplea enzimas de restriccion para cortar secuencias de ADN en sitios
especificos, generando conjuntos de fragmentos de diferentes tamafios (Uddin y Cheng, 2015).
La RFLP tradicional se basa en una técnica de hibridacion de &cidos nucleicos llamada
transferencia Southern. Los procedimientos implican la digestion del ADN las enzimas de
restriccion cortan la doble hélice de ADN donde haya una secuencia de bases especifica para
una enzima, creando asi una mezcla de fragmentos discretos que se separan en geles de agarosa
mediante electroforesis (Angarita-Merchan y Diaz-Torres, 2017).

4.9.2 PCR- RFLP. Esta implica la digestion de productos de PCR mediante enzimas de
restriccion, generando fragmentos de ADN de diferentes tamafios, los amplicones digeridos
generalmente son resueltos por electroforesis (Liu et al., 2016).

El analisis de la variacion del RFLP en los genomas fue una herramienta crucial en el mapeo
del genoma humano y en el anélisis de enfermedades genéticas (Vignal et al., 2002). Para
determinar la ubicacion cromosdmica de un gen de una enfermedad particular, las muestras de
ADN se analizan para detectar alelos RFLP que muestren un patrén de herencia similar al de la
enfermedad (Cortés-Ldpez et al., 2020). Una vez localizado el gen de la enfermedad, el analisis
RFLP de otras familias revelaria quiénes estaban en riesgo de padecer la enfermedad o quienes
eran probablemente portadores de los genes mutantes (Sharma et al., 2016). Esta técnica fue el
primer marcador molecular utilizado para detectar variabilidad genética en los organismos.
Ademas, se uso para realizar el primer esfuerzo a gran escala en el mapeo del genoma humano
(Vignal et al., 2002). Los marcadores RFLP son altamente reproducibles (Mburu y Hanotte,
2005). No obstante, una de las limitaciones de los marcadores RFLP es que consumen mucho

tiempo y las enzimas de restriccion tienden a ser costosas.
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4.10 Estimadores clasicos de diversidad genética a partir de datos moleculares.

La cuantificacion de la variacion genética en poblaciones es muy importante para comprender
los efectos del apareamiento y la seleccion, pero lo mas importante es conservacion de recursos
genéticos (Woolliams y Toro, 2007). Dados los avances en el analisis genético poblacional
computacional, diversas estrategias de métodos para analizar la diversidad molecular a en la
determinacién genética estimadores como las frecuencias alélicas, heterocigosidad esperada
(He), heterocigosidad observada (Ho), desequilibrio de Hardy - Weinberg y el coeficiente de
endogamia (Fis) siguen siendo norma de oro en el andlisis de los recursos genéticos ganaderos
(Martinez-Velazquez et al., 2021).

4.10.1 Frecuencias alélicas. La definicion de frecuencias alélicas se refiere a la
proporcién relativa de diferentes variantes alélicas de un gen en una poblacién. Cada gen tiene
multiples formas alternativas llamadas alelos, y las frecuencias alélicas indican la prevalencia
de cada alelo en la poblacion (Lewontin, 1974). Por su parte Chon et al. (2021), las define como
la proporcion que se observa de un alelo especifico respecto al conjunto de alelos que un gen
puede tener en una poblacion.

Las frecuencias alélicas son importantes debido a su relacién con la diversidad genética de una
poblacion. Cuanto mayor sea la diversidad alélica, mayor sera la capacidad de adaptacién de la
poblacién a cambios ambientales y enfermedades (Hartl y Clark, 2007). Por el lado contrario la
deriva genética por un proceso aleatorio que puede causar cambios significativos en las
poblaciones pequefias pudiendo llevar a una pérdida de diversidad genética y a la fijacién de
alelos, lo que puede afectar la capacidad de la poblacion para adaptarse a futuros cambios
ambientales (Frankham et al., 2014). Las frecuencias alélicas también pueden influir en la

expresion de rasgos fenotipicos y en la susceptibilidad a enfermedades.
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En el caso de la identificacion de polimorfismos en ganado de doble proposito, las frecuencias
alélicas son relevantes porque permiten evaluar la variabilidad genética de la poblacion. Los
polimorfismos genéticos son variaciones en la secuencia de ADN que pueden estar asociadas
con caracteristicas deseables, como mayor produccion de leche o carne. Al conocer las
frecuencias alélicas de los polimorfismos en la poblacion de ganado de doble propdsito, los
criadores pueden seleccionar animales con alelos favorables para mejorar la produccién y la
calidad de la carne y la leche (Da Fonseca et al., 2019).

4.10.2 Heterogocidad observada y esperada. Otro parametro comun en la mayoria de
los analisis moleculares de la genética animal son la heterocigosidad, también conocida como
diversidad genética. Shete y Elston, (2000), definieron la heterocigosidad como la probabilidad
de que un individuo elegido aleatoriamente de la poblacion es heterocigoto en un locus. Las
medidas de heterocigosidad varian entre 0 y 1. Si bien los valores altos de heterocigosidad
sugiere una alta variacion genética, los valores bajos indican una baja variacion genética (Mpofu
etal., 2011). Segun se informa, la diferencia en la heterocigosidad observada y esperada indica
un apareamiento no aleatorio (Mburu y Hanotte, 2005) y la seleccion de loci de alta
heterocigosidad (cerca de 0.50) proporciona el mayor poder para el analisis de parentesco

(Morin et al., 2004). La heterocigosidad se puede calcular mediante la siguiente formula:

h =i - Xf=1Pi2

Donde Pi es la frecuencia de la ith del alelo k

El nivel observado de heterocigosidad generalmente se compara con el nivel esperado en el

equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).
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4.10.3 Equilibrio Hardy-Weinberg. La ley HWE predice que la variacion genética
(frecuencias genotipicas) permanecerd en equilibrio (permanecera igual) de generacion tras
generacion en ausencia de factores perturbadores como la seleccion natural, el apareamiento no
aleatorio y la division de la poblacion en subgrupos (Hardy, 1908; Mayo, 2008).

El desequilibrio de Hardy-Weinberg es una desviacion de las frecuencias genotipicas esperadas
en una poblacién en equilibrio genético. Es importante en los estudios de ganado de doble
proposito porque puede proporcionar informacion sobre la estructura genética de la poblacion y
revelar la presencia de factores selectivos o eventos histéricos que han afectado la distribucion
de los alelos (Lachance, 2009). Como se menciond anteriormente puede indicar la presencia de
seleccion natural o artificial en la poblacion. Si se observa un desequilibrio significativo, puede
sugerir que ciertos alelos estan siendo favorecidos o desfavorecidos en términos de adaptacion
a las caracteristicas de produccidén de carne y leche (Portelay Huerta, 2007).

Ademas, el desequilibrio de Hardy-Weinberg también puede ser utilizado para evaluar la
diversidad genética de la poblacion de ganado de doble propdsito. Si se encuentra un
desequilibrio significativo, puede indicar una disminucién en la variabilidad genética, lo que
podria tener implicaciones para la salud y la capacidad de adaptacion de la poblacion (Contreras-
Rodriguez, 2018).

4.10.4 EIl contenido de informacion del polimorfismo (PIC). ElI PIC es similar al
indice de heterocigosidad, pero resta la probabilidad de apareamiento no informativo. PIC es
una medida de qué tan informativo es un marcador en el analisis de diversidad genética de razas
comunmente utilizadas en el anélisis de ligamiento (Botstein et al., 1980).

5.10.5 Coeficiente de endogamia. El parametro (Fis) se refiere a individuos dentro de
una subdivision, también se conoce como coeficiente de endogamia y es un indicador de

endogamia ya que mide la deficiencia o el exceso de heterocigotos promedio en una poblacion
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(Weir y Cockerham, 1984). El indice de fijacion varia de 0 a 1, lo que indica no diferenciacion
y diferenciacion maxima respectivamente (Ojango, 2011). El Fis permite evaluar el nivel de
homocigosidad dentro de una poblacion. Un alto Fis indica una mayor proporcion de individuos
homocigotos, lo que puede ser indicativo de una pérdida de diversidad genética (Mufioz et al.,
2015).

La endogamia puede llevar a la depresion endogamica, que se manifiesta en la disminucién de
la fertilidad, resistencia a enfermedades y otros rasgos vitales. Medir Fis ayuda a identificar
poblaciones en riesgo y permite a los criadores implementar estrategias de manejo genético para
minimizar estos efectos negativos, asegurando una produccion eficiente y sostenible (Gutiérrez-
Gil etal., 2015).

Un adecuado manejo del coeficiente de endogamia permite mejorar caracteristicas tanto
productivas (como la cantidad y calidad de la leche y carne) como adaptativas (resistencia a
enfermedades y adaptacion a diferentes entornos). Esto es especialmente importante en sistemas
de produccién doble propésito donde se requiere un equilibrio entre diversas capacidades
productivas (Muller et al., 2015).

5.11 Estudios del gen BoLA DRB3.2.

Existen antecedentes del estudio de este gen donde asocian los alelos del gen BoLA-DRB3 con
la infeccion natural de Babesia spp. en el ganado criollo Harton del Valle. Previamente en un
trabajo anterior identificaron los alelos presentes en la region de Harton del Valle y continuando
las investigaciones caracterizaron como resistentes (R), susceptibles (S) o neutrales (N) y a los
individuos genotipados segln la clasificacion de sus alelos como: N/N, N/R, N/S, R/R, R/S 'y
S/S, obtenido los siguientes porcentajes: individuos con genotipos homocigotos N/N, R/Ry S/S
fueron del 40.3 %, 19.4 % y 1.6 % respectivamente. Los genotipos heterocigotos N/R, N/S, y

R/S presentaron frecuencias de 30.4 %, 7.3 %y 1% respectivamente. Se concluye que algunos
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alelos DRB3.2 en el ganado criollo Harton del Valle le confieren resistencia a la infeccion con
B. bigemina (Bolafios et al., 2017).

Asi mismo, Vallejo et al, (2011) asociaron alelos del gen BoLA-DRB3.2 con la resistencia y
susceptibilidad a mastitis en vacas lecheras. Encontrando 34 genotipos diferentes compuestos
por 27 alelos, de los cuales 6 son nuevos y 21 previamente reportados. Los alelos *1801, *14011
y *4802 fueron los méas frecuentes en las poblaciones analizadas, siendo de gran importancia
pues reportan asociacién a mastitis y resistencia a garrapatas. Zambrano et al. (2011)
Identificaron genes BoLA-DRB3.2 en vacas raza Holstein y cruces de Brahman x Holstein donde
fueron identificados 27 alelos mediante PCR-RFLP encontrando frecuencias alélicas desde 0.8
hasta 15.9 % en la raza Holstein y desde 2 hasta 20 % en BxH. El alelo mas frecuente en los dos

grupos fue el alelo *23. El alelo *33 fue asociado con resistencia a esta misma enfermedad.

26



5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Ubicacion.
Las muestras para este estudio se colectaron en nueve ranchos de comunidades pertenecientes a
los municipios de Chacaltianguis Veracruz, Loma Bonita, Oaxaca, San Juan Lalana, Oaxacay
San Juan Bautista, Tuxtepec Oaxaca, en una zona agroecologica correspondiente de tropico
humedo y tropico seco (Cuadro 1) y sitios de muestreo donde la ganaderia bovina es de doble

propdsito (leche y carne) cruza de razas europeas e indicas.

Cuadro 1. Caracteristicas y coordenadas de las comunidades de los ranchos muestreados.

Ubicacion geografica

Municipio Clima Comunidad Rancho n Altitud
Longitud Latitud
(msnm)
San Juan El Porvenir 1 20 96°22'44.47 W 18°15°14.26 N 41
Bautist Caélido - Zacate
autista alido 15 96°11721.477W  18°08'56.266 N 16
Tuxtepec, Humedo Colorado
Oaxaca El Palmar 3 15 96°17°88.89 W 18°12°72.22 N 20
San Juan Calido San Juan Rio
5 10 95°52'48.603 W 17°40'11.255 N 77
Lalana, Oaxaca Manso
San Juan
Bautist Calido - B rit
autista aldo enemertto 4 20 96°00°05.24 W 18°11°38.22 N 19
Tuxtepec, Himedo Juarez
Oaxaca
Chacaltiangui Monz6nico
gut, Calido- Mata de Cafia 6 20 95°50’17.170 W 18°12°48.594 N 10
Veracruz ,
Hdmedo
San Benito el
ansento e 15 05°54'32.342W  17°59°11.888 N 9
: Calido - Encinal ~
Loma Bonita, Hamedo . .
Oaxaca _ o 10 95°51°33.342 W 18°01°19.8 N 26
Loma Bonita
9 10 95°87°59.532 W 18°02°91.876 N 44

msnm: metros sobre el nivel del mar. n: Numero de muestras recolectadas. Fuente: INEGI, 2022.

La extraccion del ADN y amplificacion del exén 2 del gen BoLA-DRB3 se realizaron en el

Laboratorio de Biotecnologia Animal en el Centro de Investigaciones Cientificas (CIC) de la

Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec.
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5.2 Obtencion de muestras.

Se tomaron 135 muestras de sangre de la vena coccigea (5-7 mL) en tubos Vacutainer® con
EDTA como anticoagulante y fueron identificadas al momento del muestreo. Las muestras
fueron depositadas en una hielera térmica con una temperatura de 2 - 8 °C para posteriormente,
ser transportadas al Laboratorio de Biotecnologia Animal, en el Centro de Investigaciones
Cientificas de la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec donde se almacenaron en un
congelador a -20 °C hasta su procesamiento. Los criterios para incluir a los animales en el
muestreo fueron los siguientes: que tuvieran una apariencia externa caracteristica de cruza de
alguna raza Bos taurus por alguna raza Bos indicus y que estuvieran clinicamente sanos.

5.3 Extraccion de ADN.

El ADN fue extraido con el kit Quick-DNATM Universal Kit de la marca ZYMO
RESEARCH® siguiendo las especificaciones del fabricante.

Los aislamientos de ADN fueron evaluados para determinar su rendimiento, pureza y
concentracion de ADN de las muestras midiendo la relacion de las longitudes de onda
A260/A280 con un espectrofotdmetro Nanodrop 2000TM Thermo Scientific®. Los resultados
obtenidos fueron corroborados mediante electroforesis en una cadmara ENDUROTM
(Electrophoresis systems). Se elabor6 un gel de agarosa al 0.8 % y se cargaron en los pozos 5
[iL de muestra combinados con 3 |iL de buffer de carga. La electroforesis se programo6 a 120
Volts por 30 minutos. pasado ese tiempo, se realizo la tincion del gel en bromuro de etidio con
una concentracion de 0.1 mg/AL por 5 minutos y se observd en un sistema de foto
documentacion (Vilber®, modelo Bio-Print).

5.5 Amplificacion del gen BoLA-DRB3.2 por la Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR).
Las amplificaciones del segundo exdn del gen BoLA-DRB3, se obtivieron por un protocolo de

PCR de dos pasos (semi-anidado) (Van Eijk etal., 1992; Martinez et al., 2006; Zambrano et al.,
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2011; Lopez-Herrera etal., 2016). Inicialmente se hizo una revision de literatura para identificar
los oligonucledtidos mas usados en los estudios del gen BoLA-DRB3.2 en bovinos
seleccionandose los oligonucledtidos HLO30, HLO31, HLO32 (Van Eijk et al., 1992;
Villanueva, 2011; Vallejo et al., 2014; Baltian et al., 2016). Posteriormente se mandaron a
sintetizar a la empresa T4OLIGO. Los oligonucleétidos se resuspendieron y se procedio a
determinar si existia amplificacion. La informacidn referente a los iniciadores empleados en este

estudio se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Oligonucleotidos utilizados en la amplificacion del exén 2 del gen BoLA-DRB3 en
bovinos (Martinez et al., 2006; Villanueva, 2011; Vallejo et al., 2014; Baltian et al., 2016).

i oti ' Nade
Oligonucledtido Secuencia ™ botes
HLO30 5'-ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3’ 65.2 24
Forward
g;/(gile 5 TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3' 69.5 25
HLO32 .

Reverse 5 - TCGCCGCTCAGTGAAACTCTC -3 63.2 22

Tm: temperatura de alineamiento ajustada, No: nimero de bases

En la primera reacciéon de amplificacidn se usaron los oligonucle6tidos HLO30 y HLO31, en 25
|iL de mezcla total donde: 12.5 pl mezcla de reaccién comercial “Dream Taq PCR mix master
2X”, 1.3 |iL del oligonucleotido HLO30 como Forward (F) en una concentracion de 1 |iM, 1.3
[iL del oligonucledtido HLO31 como Reverse (R) en una concentracion de 1 |iM, 6.5 |iL de
agua desionizada de grado molecular y 2 - 4 |iL de muestra de extraccion (60 - 80 ng de
concentracion ADN molde) de muestra de su respectiva extraccion. El protocolo de PCR de la
primera reaccion se indica en el cuadro 3. Todas las reacciones se realizaron en un termociclador

modelo T-100® (Thermal Cycler BIO-RAD).
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Cuadro 3: Programa de la primera reaccion de PCR semi-anidada

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
1 Desnaturalizacién inicial 94 4 1
2. Ciclos
a. Desnaturalizacion 9 1 20
b. Alineacion 60 2
c. Extension 72 1
3. Extension final 72 5 1

Para la segunda reaccion se tomaron 5 pl del producto de la primera reaccion de PCR como
molde y se usaron los oligonucleétidos HLO30 Forward (F) y HLO32 Reverse (R) en 60 pL de
mezcla total donde: 30 pL mezcla de reaccion comercial “Dream Taq PCR mix maéster 2X”, 2
pL del primer HLO30 (F) en una concentracion de 1 pM, 2 pL del primer HLO32 (R) en una
concentracion de 1 pM, 20 pL de agua desionizada de grado molecular. El protocolo de PCR
de la segunda reaccion se indica en el cuadro 4, todas las reacciones se realizaron en
termociclador modelo T-100® (Thermal Cycler BIO-RAD).

Cuadro4: Programa de la segunda reaccion de PCR semi-anidada.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
1 Desnaturalizacion inicial 94 4 1
2. Ciclos
a. Desnaturalizacion 94 1 35
b. Alineacién 65.5 30 segundos
c. Extension 72 1
3. Extension final 72 5 1

Las reacciones de PCR fueron sometidas a electroforesis en geles agarosa al 2 %. La
electroforesis se llevo a cabo con TAE al 1X como buffer de corrimiento. Para determinar el
tamafio de los fragmentos de ADN se cargd en el primer pozo 3 pL de marcador de peso de 50
pb (NZY DNA Ladder V1) y en el resto de los pozos se cargaron 5 pL de productos de la segunda
PCR. La electroforesis se realizd a 100 volts por 70 minutos. Los geles fueron tefiidos en

bromuro de etidio a una concentracion de 0.1 mg/pL por 5 minutos y se observo en un sistema
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de foto documentacion (Vilber®, modelo Bio-Print). Las imagenes de los geles fueron
procesadas mediante el programa BioVision.Ink. Las reacciones de PCR se conservaron a
menos 20 grados centigrados hasta el proceso de digestién con enzimas de restriccion.

5.6 Obtencidén de fragmentos de restriccion de longitud polimdrfica (RFLP) mediante
digestion con enzimas de restriccion.

Para las digestiones, se usaron las enzimas Rsal, Bstyl y Haelll de la marca New England
BioLabs® Inc. La digestion del fragmento amplificado se llevd a cabo en un volumen final de
20 |iL para cada enzima con cada muestra. Se utilizaron 17 ~L del producto de PCR de la
segunda reaccién como ADN, para la digestion con 0.5 |iL de enzima de reaccion equivalente
a 5unidades de enzima, 2.5 ~L de 10x NEbuffery 1 |iL de agua desionizada de grado molecular.
Incubandose a diferentes grados y modificando el tiempo recomendado por del fabricante a 90
minutos (1: 30 horas) para las tres enzimas (Cuadro 5). Todas las reacciones se realizaron en un

termociclador modelo T-100® (Thermal Cycler BIO-RAD).

Cuadro 5: Condiciones para la digestion con enzimas de restriccion Rsal, BstY1y Haelll.

Enzima  Componentes Volumen Temperatura Tiempo
Rsal ADN 17 "L 37°C 90 minutos
BstYI NEBuffer 25 "L 60 °C 90 minutos
Haelll Enzi.ma. 0.5 "L Activacion 37 °C 90 minutos
Agua desionizada 17 Inactivacion 80 °C 20 minutos

AL: microlitros.

Las muestras digeridas se cargaron en electroforesis en geles de agarosa (Gilliespie et al., 1999;
Zambrano et al., 2011; Lopez-Herrera et al., 2016). La electroforesis se realiz6 en una camara
ENDUROTM (Electrophoresis systems). Las digestiones se cargaron en geles de agarosa al 4
%. Para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN, se utilizé un marcador de peso de 50

pb depositando en el primer pozo 4 "L de marcador de peso (NZY DNA Ladder VI) y en el
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resto de los pozos con 20 pL de productos de digestion correspondiente de cada enzima,
corriéndose a 90 Volts por 120 minutos y fueron tefiidos con bromuro de etidio 0.1 mg/pL por
10 minutos.

La identificacion de los alelos se realizo siguiendo la metodologia descrita por (Van Eijk et al.,
1992; Maillard et al.,1996; Gilliespie etal., 1999; Hernandez et al., 2014; Lopez-Herrera et al.,
2016) a partir de los diferentes patrones de enzimas de restriccion y la nomenclatura del 5th
BoLA workshop (BoLA Nomenclature, International, Society for Animal Genetics)

(www2.ri.bbsrc.ac.uk /bola/drb3pcr.htm.), Anexos 3y 4

5.7 Secuenciacion de muestras representativas.

Se seleccionaron 9 muestras que presentaron mejor calidad en la cuantificacion de ADN como
calidad en la electroforesis después de la digestion. Se purificaron los productos de PCR de cada
muestra seleccionada con el Kit de extraccion QIlAquick. Los productos purificados por
columnas debian cumplir con una concentracion minimea de 25 ng por pL, por lo que se midié
la relacion de las longitudes de onda A260/A280 con un espectrofotometro Nanodrop 2000TM
Thermo Scientific®. Lo productos de PCR purificados fueron enviados a secuenciar mediante
la técnica de secuenciacion de Sanger, por un extremo al Laboratorio Nacional de Gendmica
para la Biodiversidad del CINVESTAV-Irapuato (LANGEBIO).

Los resultados de las secuencias se procesaron en el programa MEGA para eliminar el ruido y
posteriormente se alinearon. Las secuencias procesadas y alineadas fueron introducidas en un

BLASTN de la base de datos oficial IPD-MHC BoLA: https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/blast/.

5.8 Analisis estadistico
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Se asignd) el genotipo a cada animal de acuerdo con los resultados obtenidos. Para el calculo de
las frecuencias alélicas (Al, A2, A3) y genotipicas (ALAl, A1A2, y A3A3), del gen BoLA-
DRB3 exdn 2, se realizd6 mediante la ecuacion de Equilibrio de Hardy-Weinberg de tres alelos
0 Més.

(p + q+r)2= p2+ g2+ r2+ 2pq + 2pr + 2pq + 2qr
En donde los 3 primeros términos de la derecha correspondientes a los homocigotos Al Al,
A2 A2, A3 A3y el resto a los heterocigotos A1 A2, Al A3y A2 A3.
La ecuacion anterior es generalizable a un numero K de alelos, A1, A2... Ak de acuerdo con
(P1 + P2 + P3+... Pk)2
Mediante el modelo estadistico de X2 (ji cuadrada), se comprobo si la poblacion se encontraba
en equilibrio, con el programa estadistico CERVUS version 3.07. (Koshiishi et al., 2021)

5.8.1 Frecuencias alélicas y genotipicas. Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron
estimadas por conteo directo, determinando la proporcion de cada polimorfismo del gen entre
el nimero de copias totales de la poblacion en estudio. Se identificaron los homocigoticos (dos
copias del mismo alelo) y los heterocigo6ticos (una copia de cada alelo) y se calculé la frecuencia
de cada alelo contando los homocigotos y afiadiendo la mitad de los heterocigotos, con el
método descrito por Laird y Lange (Laird y Lange, 2011).

5.8.2 Estadisticos descriptivos. Se calculé la heterocigosidad observada (Ho), la
heterocigosidad esperada (He), la desviacion del Equilibrio Hardy- Weinberg utilizando el
programa Genepop version 1.4, Este programa permite analizar la variabilidad genética dentro
y entre las poblaciones para datos diploides de marcadores codominantes (Baltian y
Giovambattista, 2022). y el coeficiente de endogamia (Fis) con el programa Fstat (Rousset,

2008).
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Para el andlisis de los datos, fue necesario crear una carpeta donde se crearon otras subcarpetas,
una carpeta con los datos en Excel guardando una copia en formato de texto separado por
tabulaciones; otra con los datos en el que archivo de texto fue reconocido por el programa
CERVUS; otra para el programa Genepop en la que reconocio el archivo obtenido por CERVUS
y otra con los datos ya corridos por CERVUS y Genepop y convertidos en formato .data para el

programa Fstat.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Amplificaciones del BoLA-DRB3.

Los fragmentos correspondientes al segundo exon del gen BoLA-DRB3 de las poblaciones de
ganado doble proposito de los sitios de muestreados en la region del Papaloapan variaron desde
los 274 pares de bases hasta los 325 pares de bases; a los extremos izquierda, derechay centro
se presenta el marcador de peso (M) ver Figura 5y Figura 6, donde se muestran los amplicones
y la digestion con las enzimas de restriccion del exén 2 del BoLA-DRB3, logrando amplificar

un total de 118 muestras de las 135 recolectadas.

Figura 5:Electroforesis de amplicones de PCR correspondiente al sequndo exon del genBoLA-
DRB3.2. MP= marcador de peso marcador NZY DNA Ladder V.l., a= alelo y numero de alelo.
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Figura 6: Electroforesis de productos de digestion. Alelo 24 (A) y Alelo 10 (B). MP: marcador
de peso NZY DNA Ladder V.I; ex: Exon 2; enzimas: Rsal, BstYly Haell.

El tamafio de las amplificaciones, encontrados en este trabajo son similares con Paswan y
colaboradores, que en 2005 trabajaron con bovinos y bufalos en India; Martinez et al. (2006),
trabajaron con ganado Holstein cruzado con Brahman; Parnian et al, (2006) y Portillo et al,
(2006), trabajaron con ganado criollo en México; Tamoorespur et al, (2007) y Sadeghi et al.
(2008), trabajaron con ganado Sistani de Irdn, en estas investigaciones utilizaron los iniciadores
HL030, HLO31 y HLO32 con el mismo namero de pares de bases reportado por Van Eijk
(1992). Todos ellos, reportan fragmentos del exdn 2 con un tamafio que va de los 284 a los 294
pares de bases.

En otras investigaciones que emplearon los mismos iniciadores utilizados en este estudio,
especificamente HL030 y HL031, se observd una variacion en el tercer iniciador, HL032, con
una diferencia de 5 pares de bases. Esta variacion es consistente con los hallazgos reportados
por Ferndndez et al, (2008) en estudios con ganado criollo en México; Hernandez et al, (2014)
en razas de ganado criollo colombiano; y Zambrano et al, (2016) en ganado BON y cruces de
BON con Holstein en Colombia. Estos estudios reportaron amplicones del exén 2 con tamafios
que oscilan entre 284 y 305 pares de bases.
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En otros estudios sobre el exdn dos del BoLA-DRB3 con iniciadores Bodl, Bod2 y PASA, donde
Maillard et al. (1999) y Maillard et al. (2003), reportaron tamafios similares de 304 pares de
bases en razas Cebu de la isla de Martinica; otros juegos de iniciadores como LA31 y LA32
utilizados por Behl etal. (2007) y Behl et al. (2009), también reportan tamafos similares del de
304 pares de bases en ganado Kankrej y Sahiwal.

Las diferencias encontradas en los tamafios de los exones en las diversas investigaciones
pueden ser atribuidas a varios factores, entre ellos, el uso de diferentes tamafios en los
oligonucledtidos.

6.2. PCR-RFLP.

Unavez amplificados los fragmentos del gen BoOLA-DRB3 exon 2y ser digeridos por las enzimas
de restriccion, la evaluacion de la electroforesis mostrd que los productos de digestion formaron
41 genotipos diferentes (77 individuos heterocigotos y 41 individuos homocigotos) como se
muestran en el cuadro 6, compuestos por 27 variantes alélicas diferentes (cuadro 7). Con esto
se determind que el 66% de los individuos evaluados fueron heterocigotos y solo el 34 % fueron

homocigotos.
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Cuadro 6: Genotipos detectados en este estudio por PCR-RFLP en cruzas de ganado para el
doble proposito en cuenca del Papaloapan.

Homocigoto Numero de copias Heterocigoto NuUmero de copias
aaa 0 aaa/obb 2
ecc 4 ecc/obb 14
fba 1 fba/oba 4
gea 5 gealiba 2
haa 2 0
jbd 2 jbd/oba 3
Ibb 1 I_bb/obb 2

ibb/kbf 4

nba 2 0
nbb 0 nbb/obb 2
oab 2 oab/obb 5
obb 3 obd 2
1 qcc/kbf 1

gee ! gccl/oba 3
lab 4 lab/obb 7
kbf 2 - 0
Idb 3 Idb/kbf 12
dga 3 dga/obb 2
kac 2 kac 7
1ai , lai/kbf 2
lai/wbe 1

naa 1 naa/nbf 1
nab 1 nab/jbd 1

Homocigotos 41 Heterocigotos totales 77

totales
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Cuadro 7: Alelos detectados en este estudio bajo la nomenclatura de PCR-RFLP de Van Ejik
en cruzas de ganado para el doble propdésito en cuenca del Papaloapan.

Alelo DRB3.2 PCR-RFLP Rsal, BstYl, Haelll NUmero de copias totales
DRB3*0501 N ;
DRB3*0503 ! aaa
DRB3*0201 7 ecc 18
DRB3*1601
DRB3*1602 r10 fba 5
DRB3*0901
DRB3*0902 *11 gea 7
DRB3*1202
DRB3*1701
DRB3*1702
DRB3*3201 *12 haa 2
DRB3*3202
DRB3*3203
DRB3*1501 16 c
DRB3*1502 o
DRB3*2301
DRB3*2901 20 Ibb 7
DRB3*3601
DRB3*2703
DRB3*2705 *

DRB3*2706 23 nba 2

DRB3*2707

DRB3*0101 .

DRB3*0102 24 nbb 2

DRB3*0601 *26 oab 7

DRB3*0701 *28 obb 5
GE *30 gcc 5

DRB3*3001 .

DRB3*3002 3 Lab 1

DRB3*25012 *43 kbf 2

N S1 ns Idb 15

N S2 ns dag 5

N S3 ns kac 9

N S4 ns lai

N S5 ns naa 2

N Se ns nab 2

Ns 7 ns ohd 2

Alelos totales 118

Ns: combinacion de cortes no reportados por RFLP
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6.3 Frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB3.2 por PCR-RFLP.

En este estudio fueron identificados 27 alelos BoLA-DRB3.2 con un rango de frecuencias de
0.0085 - 0.178 siendo los alelos més frecuentes el 28, el 43 y el 17 con frecuencias que van de
0.178, 0.1017 y 0.0932, respectivamente (Cuadro 8).

Cuadro 8: Frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB.2 en cruzas de ganado para el doble
proposito en cuenca del Papaloapan.

Rsal Frecuencia DRB3.2 Rsal, Frecuencia
DRB3.2 . - Frecuencia PCR- BstY ) Frecuencia
BstYI alélica alélica
PCR- acumulada RFLP Haelll acumulada
Haelll observada observada
RFLP

1 aaa 0.0085 0.0085 33 nbf 0.0042 0.5676

7 ecc 0.0932 0.1017 34 lab 0.0636 0.6312

10 fba 0.0254 0.1271 37 oba 0.0424 0.6736

11 gea 0.0508 0.1779 43 kbf 0.1017 0.7753

12 haa 0.0169 0.1948 49 wbe 0.0042 0.7795

15 iba 0.0085 0.2033 Ns 1 Idb 0.0763 0.8558

16 — 0.0339 0.2372 Ns 2 dag 0.0339 0.8897

20 Ibb 0.0339 02711 Ns 3 kac 0.0466 0.9363

23 nba 0.0169 0.2880 Ns 4 lai 0.0297 0.9660

24 nbb 0.0085 0.2965 Ns 5 naa 0.0127 0.9787

26 oab 0.0381 0.3346 Ns 6 nab 0.0127 0.9914

27 obf 0.0254 0.3600 Ns 7 obd 0.0085 1000

28 obb 0.178 0.5380

30 gce 0.0254 0.5634 Total 1000

Ns: combinacién de cortes no reportados por RFLP

La cantidad de alelos encontrados es superior que lo reportado por Castro y Duran, (2006)
quienes encontraron 24 alelos por amplificacion con PCR y geles de poliacrilamida,
encontrando frecuencias alélicas desde 0.02 hasta 0.26 en 140 animales. También hallaron que
el alelo mas frecuente era el 11; sin embargo, en el presente estudio solo tuvo una frecuencia
fue de 0.05. Asi mismo, estos valores resultan significativamente mas bajos que los reportados
por Martinez et al. (2005), quienes reportaron 64 alelos en estudios realizados en ganado criollo
Blanco Orejinegro, Brahman y cruzas de Blanco Orejinegro con Brahman. Por otro lado,
Hernandez et al. (2015), reporta 41 alelos encontrados en 360 animales donde estudiaron 240

individuos de razas criollas, 60 individuos de razas sintéticas y 60 razas foraneas. Otro estudio
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hecho por Zambrano et al. (2014), reportan una cantidad similar de 27 alelos, en una poblacion
de 99 individuos raza Holstein, ganado criollo Blanco Orejinegro y cruzas de Holstein con
Blanco Orejinegro, sin embargo, el porcentaje de individuos heterocigotos fue un 79 % superior
y homocigotos un 21 % inferior a los obtenidos en este estudio, por su parte Vallejo etal. (2014),
reportan igualmente 27 alelos diferentes conformando un total de 34 genotipos. Mientras que,
Baltian etal. (2011), obtuvieron una variacion alélica inferior donde detectaron en poblacion de
ganado Holstein, conformada por 36 individuos, a 21 alelos del exdn 2 del gen BoLA-DRB3 con
un rango de frecuencia de 0.014 a 0.222. Otro estudio por Baltian et al. (2016), realizado en 82
animales de la raza Holstein por medio de PCR-RFLP como en el de este estudio en la provincia
de La Pampa, Peru, identificaron 17 alelos: *6, *8, *10, *11, *15, *16, *20, *21, 22, *23, *24,
*25, *27, *28, *36, y *37, obtuvieron frecuencias que oscilaron entre 0.25 y 0.97. Esto confirma
que incluso en poblaciones con baja cantidad de individuos analizados, el gen BoLA-DRB3.2
muestra un alto polimorfismo.

6.3 Alelos BoOLA-DRB3.2 reportados con asociacion de resistencia a patologias de interés
en ganado bovino

Los genes del MHC resultan especialmente de interés para algunos criadores de animales e
investigadores ya que estan vinculados con la resistencia o vulnerabilidad a una amplia variedad
de enfermedades. Diversos estudios han investigado la relacion entre los alelos del gen BoLA-
DRB3.2 a enfermedades infecciosas.

Los alelos encontrados en este estudio han sido asociados por diferentes trabajos a resistencia
a enfermedades infecciosas de interés bovinay a ectoparasitos el cual fue el principal interés de
este trabajo: con resistencia a garrapatas los alelos *8, *16, *20, *23, *24 y *27 (Martinez et al.,
2006); *23, *26 y *31 asociados con resistencia a Brucelosis (Martinez et al., 2005); Los alelos

*11, *23 y *28 con la ausencia de linfocitos persistente (Panei et al., 2009); Los alelos *11 y
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*12 con una baja carga proviral del virus de la leucosis bovina (Juliarena et al., 2008) y a mastitis
clinica como subclinica los alelos *3, *11, *31 y *33 (Zambrano et al., 2009; Machado et al.,
2006). Por otra parte, Baltian et al. (2016), reportaron los alelos *22, *23 como susceptibles
para leucocis bovina.

6.4 Estadistico genéticos descriptivos.

Mediante el software Cervus, se obtuvo la heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad
esperada (He) e informacion polimorfica (PIC) de la poblacién general. La (Ho) fue menor que
la (He), el valor encontrado para la Ho fue 0.6610, y para la He fue de 0.9267, el PIC fue de
0.9181. Se obtuvo un promedio de Fis para los nueve ranchos, lo que se reflejo en un coeficiente
de endogamia (Fis), de 0.2308 (p<0.05) y en una desviacion significativa del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) de 0.1138 (p<0.001). Los resultados en todas las poblaciones para los
alelos del gen BoLA-DRB3.2 indic6 que todos los ranchos exhibieron niveles de polimorfismo
de moderados a altos (Cuadro 9).

Cuadro 9: Valores de Equilibrio Hardy - Weinberg, Desviacién estandar (S.E), indice Weir &
Cockerham (W&C) y estimacion de endogamia (Fis).

Poblacibn  HWE p-val S.E. W&C Fis

Rancho 1 0.0022 0.0008 0.2981 0.298
Rancho 2 0.0035 0.0013 0.4485 0.448
Rancho 3 0.0314 0.0043 0.1676 0.168
Rancho 4 0.0611 0.0083 0.4167 0.417
Rancho 5 0.0717 0.0065 0.0403 0.04

Rancho s 0.4942 0.0086 0.0909 0.091
Rancho 7 0.125 0.0063 0.1613 0.161
Rancho s 0.2153 0.0146 0.1787 0.179
Rancho 9 0.0206 0.0034 0.2755 0.276
promedios 0.1138 0.0060 0.2308 0.2308
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Un estudio realizado por Bolafios y Alvarez, (2017), en ganado criollo de Harton del Valle,
reportaron valores de Ho (0.82), menor que la He (0.93), el valor de Fis fue de 0.110 y un HWE
de 0.0001, siendo la Ho y Fis superior a la de este estudio, sin embargo, la He, siendo similar al
reportado en este estudio, igualmente otra investigacion de Hernandez et al. (2015), con ganado
criollo de Harton del Valle, reportaron una Ho de 0.897, una He de 0.928 y un valor Fis de
0.033.

6.4.1 Frecuencia de cada alelo por rancho. Con la obtencion de Fis permitié comparar
las frecuencias de cada alelo por rancho muestreado (cuadro 10) esto nos permitié detectar que
el alelo 28 se encontrd presente en los ranchos muestreados de Mata de cafia, Chacaltianguis;
Loma Bonita, San Benito Encinal (Loma Bonita); Benemérito Juarez, el Porvenir, Zacate
colorado y el Palmar del municipio de Tuxtepec, excepto en la comunidad de San Juan Rio
Manso, San Juan Lalana. El alelo 1 solo estuvo presente en la comunidad de Zacate Colorado.
Los alelos *10 y *16, solo se presentaron en la comunidad de San Benito el Encinal. El alelo
*12, *49 y Ns 4 solo se encontraron en el rancho 9 en Loma Bonita. Los alelos *15, *33, *54,
Ns 5y Ns 6 solo se encontraron en el racho 4 en San Juan Rio Manso, San Juan Lalana. El alelo
*23 se encontrd solo en la comunidad de el Palmar. El alelo Ns 7 se encontro solo en el rancho
5 en Mata de cafia de Chacaltiaguis, Veracruz. El alelo *7 estuvo presente el rancho 1, 2, 3, 4,
6y 8 En cuanto al alelo *43 se encontrd en seis de los nueve ranchos excepto en los ranchos
*4, *7'y *8. Uno de los alelos no reportado por RFL, N S1 estuvo presente en los ranchos *2,
*3y *6. El alelo *11 se encontrd en cuatro de los nueve ranchos, estando presente en los ranchos
1, 3, 4y 5. El alelo *34 se identifico solo en los primeros tres ranchos. El alelo *37 solo en los
ranchos 2, 7y 8. Por su parte el alelo *20 se reporta solo en los ranchos 1y 5. Por otra parte, los
alelos *26, *27 y el no identificado Ns 3 se encontraron solo en los ranchos 8 y 9 de Loma

Bonita.



Las frecuencias de los alelos por rancho se muestran en el cuadro 10, donde se observa que en
el rancho de San Juan del Rio, San Juan Lalana muestra 5 alelos diferentes que en el resto de
los ranchos no se encuentran, esto se deba posiblemente, a la distancia geografica que tiene con
respecto a los demés ranchos muestreados.

Cuadro 10: Valores de las frecuencias de cada alelo DRB3.2 por rancho encontrados en los
bovinos doble propdsito en la Cuenca del Papaloapan.

Alelo Rch 1 Rch2 Rch 3 Rch4 Rchb5 Rch 6 Rch 7 Rch8 Rch9 Frcs

*1 0.000 0.071 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008
"7 0.100 0.071 0.067 0.375 0.000 0.136 0.179 0.038 0.000 0.093
*10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.143 0.077 0.000 0.025
*11 0.133 0.000 0.133 0.125 0.071 0.000 0.000 0.000 0.000 0.051
*12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.143 0.017
*15 0.000 0.000 0.000 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008
*16 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000 0.030
*20 0.133 0.000 0.000 0.000 0.143 0.000 0.000 0.000 0.000 0.034
*23 0.000 0.000 0.133 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017
*24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.071 0.000 0.000 0.008

*26 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.269 0.071 0.038
*27 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.115 0.107 0.025
*28 0.267 0.143 0.200 0.000 0.214 0.227 0.179 0.154 0.143 0.178
*30 0.100 0.107 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025
*33 0.000 0.000 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004
*34 0.233 0.143 0.133 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.064
*37 0.000 0.107 0.000 0.000 0.000 0.000 0.179 0.077 0.000 0.042
*43 0.033 0.143 0.167 0.000 0.321 0.136 0.000 0.000 0.107 0.106
*49 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.036 0.004
*54 0.000 0.000 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004
Ns 1 0.000 0.214 0.167 0.000 0.179 0.136 0.000 0.000 0.000 0.081
Ns 2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.364 0.000 0.000 0.000 0.034

Ns 3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.269 0.143 0.047

Ns 4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.250 0.03
Ns 5 0.000 0.000 0.000 0.188 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.013
Ns 6 0.000 0.000 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004
Ns 7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.071 0.000 0.000 0.000 0.000 0.008

Rch: rancho. Frcs: frecuencia total de cada alelo



6.5 Secuenciacion

Una vez lograda la amplificacion de los fragmentos del gen BoLA-DRB3.2 con su
correspondiente tamafio de pares de bases, se tomaron 9 alelos amplificados de las muestras que
se observaron con mejor calidad y se enviaron al laboratorio del CINVESTAV-Irapuato
(LANGEBIO). Las secuencias obtenidas fueron introducidas en un BLASTn de la base de datos
oficial IPD-MHC BoLA: https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/blast/. Estas secuencias presentaron
una identidad con el segundo exdn del gen BoLA-DRB3 que oscilaron entre 89 % y 99 %, en
cuanto al numero de pares de bases (bp), estas oscilaron entre 257 y 270 y valores maximos
(SCORE) de entre 238 y 334 (Cuadro 11). Estos valores, aunque similares, fueron superiores a

los reportados por Villalobos-Cortés y Rita-Gonzalez, (2018) con un porcentaje de identidad

entre 87% y 98 % de pares de bases (bp) de 148 y 239 y valores maximos de 165 y 339 de pb.

Cuadro 11: Valor maximo (score), y porcentaje de identidad (%) de alelos de secuencias
obtenidas del gen BoLA-DRB3.2 en cruzas de ganado para el doble proposito en cuenca del

Papaloapan.

DRB3.2
PCR-
RFLP

Ns 1

7
*16
*34

*28
*23
*34

Rsal,
BstYI
Haelll

ldb

ecc
jbd
lab
Ibb
obb
nba
lab

gea

ID de acceso

IPDMHCcds:BoLAQ09870
IPDMHCcds:BoLA10057
IPDMHCcds:BoLA10171
IPDMHCcds:BoLA10168
IPDMHCcds:BoLA09996
IPDMHCcds:BoLA03110
IPDMHCcds:BoLA10055
IPDMHCcds:BoLA10181
IPDMHCcds:BoLA10178

Nombre

BoLA-DRB3*002:02
BoLA-DRB3*159:01
BoLA-DRB3*017:07
BoLA-DRB3*017:05
BoLA-DRB3*100:08
BoLA-DRB3*007:01
BoLA-DRB3*157:01
BoLA-DRB3*024:33
BoLA-DRB3*107:04

Pares de
bases

257
269
267
270
269
270
269
267
267

score

326
334
276
315
291
325
333
238
325

% de
identidad

99 %
95 %
96 %
95 %
96 %
99 %
94 %
90 %
89 %


https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/blast/

BolA-DRB3.2
BOLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3.2
BoLA-DRB3.2
BOLA-DRB3.2
BOLA-DRB3.2
BOLA-DRB3.2
BolA-DRB3.2

BoLA-DRB3,2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3.2
BOLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BOIA-DRB3 .2
BOLA-DRB3.2

BOLA-DRB3.2
BoLA-DRB3,2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3 .2
BoLA-DRB3.2
BoLA-DRB3.2
BOLA-DRB3.2

*N sl
*7
*16
*34
*20
*28
*23
*34.1
*11

*N sl
*7
*16
*34
*20
*28
*23
*34.1
*11

*N sl
*7
*16
*34
*20
*28
*23
*34.1
*11

10 20 30 40 SO
________ | . | . | | | | | ... o
GATGCTCACTCTGATGCATTTTCTTCACGGGACC

ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTCTACGAATATAGTTCTTGGTGCTTTTCTACACGAGAAA
ATCCTCTCTCTGGAGCACATTTCCTGGAGTAT AGAAGATCATTCTGGATGCTTTGCGACACGAGAGC
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTGAGCAAT GTCAGCTCCTGAGGCATTTCCTACACGAGAAC
ATCCTCTCTCTGGAGCACATTTCCTGGAGTATTC CGGGGATCGTTCTGGGG CATTTCCTGGCGAGAGC
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTC AGGAGTTATTCTTGTG CGTTGCGTGACGAGCAC
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTC GGAAACTCATTCCG ATGCTTTGCGTCACGAGA C
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTAG AATGATCATTCTTATGCGTTT CTTCACGAGTAC
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTG CGAAGATCGCTCTGTG CTTTTCGTGACGGCA C

120 130 140 150 160 170

R [ [ | \ [ | | [ [ [ [ -
ACTAIAATGGAGAAGAGATCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGG

T TATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGG
T TTCCATGGAAAACT CCCGCGGGCTTCAACAGCGACTGGGGCGAGTTCCAGGCGGTGACCGAGCTGGGG
TCTATCATGGAGAAGAGCGCGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGG
T TTC ATGGAGAAC GCTCGCGCGCTTCAACAGCGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGG
T TTTAATGGAAAAGAGTTCGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTAGGG
T TATAATGGAGAAGAGTCCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGG
ACTTTAATGGAGAAGAGATCGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGTTGACCGAGCTGGGG
T TTCCATGGAGAAGAGTTCGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGG
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GAAGAACATGCTGGAGGAGCAGCGGGCCGCGGTGAACTACTGCTGACAATACTACTACGGCGTGGGTGAT

GGAGA TCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAACTACGGGGGCGTGGAGA
GAAGGACACCCTGGAGCGGGAGCGGGCCTATGTGGACACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGGGAGA
GAAGGACATCCTGGAGCGGAAGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGA
GAAGGACTTGCTGGAGGAGAAGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGA
GAAGGACTTCCTGGAGGAGAGGCGGGCCGAGGTGGACAGGGTGTGCAGACACAACTACGGGGTCGTGGAGA
GAAGGACTTCCTGGAGCGGAAGCGGGCCTATGTGGACACGTACTGCAGACACAACTACGGGGTCGTGGAGA
GAAGGTCATGCTGGAGGAGCAGCGGGCCGCGGTGAACTACTGCTGACAATA TACGGGGTGGAGAATT
GAAGGACATCCTGGAGGAGAAGCGGGCCTAGGTGGACACGTAGTGCAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGA

Figura 7: Secuencias de amino&cidos de 9 alelos del gen BoLA DRB3.2 identificadas en
cruzas de ganado para el doble proposito en cuenca del Papaloapan.
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7 CONCLUSIONES

La tecnica de PCR-RFLP permitio exitosamente identificar los polimorfismos del gen BoLA-
DRB3.2 presentes en los bovinos para el doble proposito en la Cuenca del Papaloapan. También
con esta técnica se encontraron 27 variantes alélicas de las 136 reportadas, indicando un
polimorfismo adecuado en la poblacion muestreada. Ademéas, se observé una amplia
distribucion con un valor de Ho de 0.6610 en la poblacidn total y valores bajos de Fis inferiores
a 0.05 entre las poblaciones por rancho como en la poblacion total. Estos valores de diversidad
genética pueden atribuirse a las diferentes proporciones raciales de los individuos, ya que en 4
de los 9 ranchos habia al menos 3 sementales diferentes.

Se secuenciaron fragmentos del gen BoLA-DRB3.2 y, segln los analisis BLASTn, estos
fragmentos mostraron similitudes con secuencias obtenidas en otras regiones del mundo, las
cuales estan asociadas con la resistencia/susceptibilidad a enfermedades de importancia
econOmica. Esta investigacion subraya la importancia de la diversidad genética en la poblacion
bovina de la cuenca del Papaloapan estudiada y su potencial impacto en la resistencia a
enfermedades. Se encontrd que el ganado del rancho 4 perteneciente a la comunidad de San
Juan Rio Manso, San Juan Lalana, poblacion que tuvo el mayor nimero de alelos diferentes,
aunque con bajas frecuencias de estos.

Los resultados obtenidos confirman la presencia y el potencial de los alelos BoLA como
marcadores moleculares de resistencia a garrapatas y a enfermedades en el ganado, su adecuada
variabilidad alélica, sugiere que el BoLA-DRB3.2 es buen candidato para considerarlo en los
criterios de seleccion de bovinos. Este estudio puede servir como referencia inicial para

establecer estudios méas especializados y de fondo en los que se pueda evaluar la relacion
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presencia de alelos de resistenciay susceptibilidad en la prevalencia de enfermedades y parasitos

en el ganado de doble propoésito de la region.
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ANEXOS
Anexo 1: Protocolo Quick-DNATM ZYMO®.

1 Se agregaron 400 pl de Genomic Lysis Buffer a 100 pl de sangre (4:1). Se mezcl6
completamente agitando en vortex de 4 a 6 segundos, luego se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente.

2. Setransfirié la mezcla a una columna Zymo-Spin™ IICR en un tubo de recoleccion. Se
centrifug6 a 10,000 x g durante un minuto.

3. Se cambid la columna Zymo-Spin™ [ICR a un nuevo tubo de recoleccion. Se agregaron
200 pL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna de centrifugado. Se centrifugé a 10.000
X g durante un minuto.

4. Se agregaron 500 pL de g-DNA Wash Buffer a la columna de centrifugado. Se
centrifug6 a 10,000 x g durante un minuto.

Se transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga limpio. Se agregaron >50 pL de DNA
Elution Buffer (o agua libre de nucleasas) a la columna. Se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a maxima velocidad durante 30 segundos para eluir el ADN. Por

ultimo, se almacend a < -20 °C.

Anexo 2. Descripcion del uso de los Programas estadisticos

Excel. Los datos fueron ingresados en Excel, en la primera columna el nidmero de
individuo, en la segunda columna el nimero de muestra, en la tercera columna se identificé la
poblacion como “Rancho 1” con la letra “A” hasta el “Rancho 9” con la letra “I”. en la cuarta
columna el locus de este estudio el “DRB3.2” debajo de la columna de locus se agregaron los
alelos en este caso como se reportan por RFLP. (1, 7, etc.). El archivo de Excel se guardo en

formato de texto delimitado por tabulaciones.
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Cervus. En el programa Cervus, en la pestafia superior izquierda “Analysis” se selecciono la
opcion “Allele Frequency Analysis”, en la ventana emergente en la seccion “Genotype file” se
adjuntd el archivo de Excel que previamente se habia guardado como formato de texto
delimitado por tabulaciones. En la misma carpeta que se cred otro archivo de texto en el que el
programa Cervus le dara salida a la corrida del analisis. Creado el archivo en la parte derecha
de la ventana emergente “Summary output file” y se adjunté el archivo de texto nuevo que se
habia creado. Se seleccionaron las opciones Hearder row y Read locus name, en la opcion ID
columna se puso el valor 1, en la opcidn firts allele in columna se puso el valor 4 que fue el
numero de columna donde coloco el nombre del alelo BoLA - DRB3.2. En la opcion Number
of loci, se agrego el valor uno para este caso y se corrié el anlisis haciendo clic en el ok.
Corrido el analisis en la pestafia superior izquierda “tools” se selecciond la opcién “Convert
Genotype” y se seleccion0 la opcion “Cervus to Genepop”. Para este estudio al archivo final se
le agrego la terminacion genepop, para identificarlo como el archivo que leera Genepop.
Genepop. Una vez convertido el archivo en el programa Cervus para Genepop e incluido en la
misma carpeta se abrié Genepop, En la ventana emergente y se introdujo el nombre exacto del
archivo. Aparecieron datos como los loci y la poblacion indicando que estaba leyendo el archivo.
Se procedid con un enter y se selecciono la opcion 1 para el andlisis de Hardy - Weinberg
posteriormente se selecciond la opcion 1, se procedio con un enter lo cual arrojo un archivo de
texto con terminacion D. Regresando al programa Genepop ahora se selecciond la segunda
opcion lo cual nos arroja otro formato de texto con terminacion E dando enter otra vez se
selecciond la opcion 3 arrojando un formato de texto con terminacion F.

Fstat. De la misma forma, sobre la carpeta se copid el archivo con terminacién genepop
y se pego en la carpeta de Fstat. Primero se convirtio el archivo de Genepop en un formato que

pudiera leer el programa Fstat dando clic en la esquina superior izquierda “utilities” y
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seleccionando la opcidn “file conversion” posteriormente se selecciono la opcion Genepop -
Fstat. Archivo emergente se guardd en la misma carpeta de Fstat arrojando un archivo en
formato (.data). De vuelta en el programa Fstat se selecciond la opcion “file” adjuntando el
archivo en formato (.data). Se seleccionaron las opciones “allele frecuencis”, “number of allele”,

“Fis” y “Fis pair of simples”, arrojando un archivo de texto con terminacion (out).

Anexo 3. Patrones de restriccion de las enzimas Rsal, BstYly Haelll en el
gen BoLA-DRB3.2* (an Ejik et a/.,1992).
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78 54 50 39 33 30 199 85 167 65 52

111 54 50 39 30 284 219 65

111 93 50 30 196 85 167 65 49
143 111 30 190 65 29
oL 50739 oo 167 117

141 54 50 39 112 87 85 e
141 104 39 o o e
111 69 54 50

180 54 50 167 65 46
93 78 63 50 i 167 113 4
156 78 50

234 50

111 104 69

180 104

- 0TKQ =0 QO 0 T ®
=
N
[

®© O O T o

-~ ® O 0 T o

D Q

111 51 50 39 30
141 90 50

90 50 30
141 93 50

143 141

123 111 50

102 78 54 50

78 69 54 33
104 78 69 33

78 63 54 50 39

< X =SE<c~+~w -~-9T O35 3 —x—
-
-
-

63



Anexo 4. Determinacion de los alelos del gen BoLA-DRB3.2* mediante PCR-RFLP

DRB3 Rsal, DRB3 Rsall, DRB3 Rsal,
Alelo PCR- BstY], Alelo PCR- BstY], Alelo PCR- BstYl,
RFLP Haelll RFLP Haelll RFLP Haelll
DRB3*0501 1 aaa DRB3*1501 16 jbd DRB3*2704 33 nbf
DRB3*0503 1 aaa DRB3*1502 16 jbd DRB3*3001 34 lab
DRB3*1301 2 bba NS 17 kbb DRB3*3002 34 lab
DRB3*1001 3 bbb DRB3*1801 18 Ibf DRB3*2101 35 cbb
DRB3*1002 3 bbb DRB3*1802 18 Ibf DRB05 36 Iba
N S 4 caa DRB3*2601 19 sbb DRBO7 37 oba
DRB3*3301 5 rcc DRB3*2301 20 Ibb DRB18 38 bda
DRB3*2201 6 daa DRB3*2901 20 Ibb NS 39 tha
DRB3*2202 6 daa DRB3*3601 20 Ibb N S 40 uba
DRB3*0201 7 ecc DRB3*0801 21 Ibe DRB3*0502 41 aba
DRB3*1201 8 faa DRB3*1101 22 mba DRB3*1901 41 aba
DRB3*0301 9 fda DRB3*2701 23 nba DRB3*3801 41 aba
DRB3*0302 9 fda DRB3*2702 23 nba DRB3*2802 42 hbf
DRB3*1601 10 fba DRB3*2703 23 nba DRB3*25012 43 kbf
DRB3*1602 10 fba DRB3*2705 23 nba DRB3*25011 44 kbi
DRB3*0901 11 gea DRB3*2706 23 nba DRB3*3401 45 sdb
DRB3*0902 1 gea DRB3*2707 23 nba DRB3*3402 45 sdb
DRB3*1202 11 gea DRB3*0101 24 nbb DRB3*3501 46 vba
DRB3*1701 12 haa DRB3*0102 24 nbb DRB3*1703 47 waa
DRB3*1702 12 haa NS 25 oaa DRB3*3901 48 wba
DRB3*3201 12 haa DRB3*0601 26 oab DRB3*3701 49 whbe
DRB3*3202 12 haa DRB3*14011 27 obf DRB3*4001 50 xba
DRB3*3203 12 haa DRB3*14012 27 obf DRB3*4201 51 gaa
DRB3*0401 13 hba DRB3*3101 27 obf DRB3*0303 52 sda
N S 14 hbb DRB3*0701 28 obb DRB3*1902 53 yba
DRB3*20011 15 iba DRB3*4101 29 pcc DRB3*4301 54 jdb
DRB3*20012 15 iba GE 30 gcc
DRB3*2002 15 iba DRB3*2801 31 ibf
DRB3*2003 15 iba DRB3*2401 32 maa
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Anexo 5. Protocolo de purificacion de productos de PCR con Kit de extraccion QIAquick.

1 Mezclar 80 pL de producto de PCR con 240 pL de buffer QG.

2. Incubar a 50° C por 10 minutos (la mezcla debe tornarse amarilla).
3. Afadir isopropanol (80 pL) a la mezcla.
4. Colocar la columna en un tubo de recoleccion y afadir la mezcla, centrifugar por 1

minuto a 17, 000 g. descartar el liquido y colocar la columna en el mismo tubo.

5. Si el ADN se secuenciara, afiadir 500 pL de Buffer QG a la columnay centrifugar por 1
minuto. Descartar el liquido y colocar en el mismo tubo.

6. Para lavar, afadir 750 pL de Buffer PE a la columna y centrifugar por un 1 minuto.
Descartar el liquido y colocar el mismo tubo.

Si el ADN seréa usado en procesos sensibles a sales, dejar reposar la columna de 2-5 minutos
més después de agregar el buffer PE. Centrifugar 1 minuto para remover el Buffer residual.

7. Colocar la columna en el tubo de 1.5 mL limpio.

8. Para eluir el ADN afadir 40 pL de Buffer EB o agua libre de nucleasas en el centro de
la membranay centrifugar 1 minuto.

Para incrementar la concentracion del ADN, afiadir en dos partes el Buffer EB.

Se puede dejar reposar la columna hasta 4 minutos a temperatura ambiente para incrementar el
rendimiento del ADN purificado.

0. Cuantificar en Nanodrop y almacenar a -20 °C hasta su uso.
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