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RESUMEN

El Complejo Mayor de Hist~tibilidad(MHC) codifi
ca gtic:opfoternas de membrana que unen y presentan
péptidos antigénicos a los linfocitos T. El gen DAB pre
senta un elCtenso poIimorlismo en el exón 2, que codifiCa
la región de reconocirrieoto del antlgeno (ABS). El obje
tivo del presente trabajo es estudiar las secuencias
nucleoUdica.s y aminoacldicas del exón 2 del gen DRB1
del MHC ovino (Ovar-DRB1.2) en una muestra de ovinos
CorTiedaIe del Uruguay, en búsqueda de polimorlismos
involucrados en los sitios ABS. El exón 2 se amplificó
mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa
semianidada (heminested-PCR), y el producto a/Tlllilica
do (286pb) lue secuenciado. se describen dos secuen
cias (DA81.2a y DAB1.2b), cuya homoIogla nucleolfdica
con otras secuencias ovinas del mismo exón varia entre
81% (AY24889S)y91%(Z11520). La secuenciaDRB1.2a
se dilerencia de Z11S20 en 12 residuos (16, 18,26,28,
47,66,67,70,71,74, 86y90), mientras que DRB1.2b lo
hace en 10 aminoácidos (11,13, 18, 28, 66, 67, 71, 73,
74 Y90). DRB1 .2a y DRB1.2b divergen en 10 posiciones
(11, 13, 16. 26, 47, 70, 71, 73, 74 Y 86). se describe un
nuevo reemplazo en la posición 13 (Arg). se discute la
aplicación de estos resultados en estudios de identifica·
ción de alelos marcadores de resistencia o susceptibilI
dad a parásitos gastrointestinales en ovinos Corriedale
del Uruguay.

SUMMARY

Mapr Hislocompa.tibility Complex (MHC) encodes
membrana glycoproteins thatlunction lo present peptides
to T ceUs. Its hlgh degree 01 polymorphism aliows
vertebrates lo respond to an extense variety 01 anligens.
DRB gene Is characterized by high polymorphism
predominantly at exon 2, which encocles te peptide binding
region (PBR). Here we repon the study of nucleotide and
aminoacids sequences olthe exon 2 ovine MHC DRBl
gene (Ovar-DA81.2) in Uruguayan COrriedale sheep In
order to describe potymorphisms at positions Involved in
anligen blndlng. Ovar-DRB1.2 was amplilied by
Heminested Potymerase Chain Aeaction (heminest&d
PeR), and the product (286bp) was sequenced. Al lhe
nucleOlide leveI idenlily between sequences here reported
(DRB1.2a y DRB1.2b) and other ovina DAB sequences
ranged from 81% (AY248695) t091% (Z11520). DAB1.2a
and Z11520 diverged ., 12 residues (16, 18, 26, 28, 47,
66,67,70,71,74,86 and 90), while. DRB1.2b and
Z11520 diller&d in 10 aminoacids (11,13, 18, 28, 66, 67,
71,73,74 and 90). DRB1.2a Y DRB1.2b diverged in 10
posicions (11, 13, 16, 26, 47, 70, 71, 73, 74 and 86). A
new replacement is described in position 13 (Arg) lar

DRB1.2b. The application olthis resutls in !he anaJysis 01
resistance or susceptibility marker alleles for
gastrointestinal parasites in uruguayan CorriecIales sheep
is diSCussed.

INTRoDUCCloN

El Complejo Mayor de Histocompalibilidad (MHC)
consiste en un grupo de genes estrechamente ligados
involucrados en el ink:io y desarrollo de la respuesta in
mune en vertebrados. Los genes de Clase 11 del MHC
(00 y DR) codcflcan glicoproternas de membrana que
unen péplidos antigénicos y los presentan a los linlocitos
T CD4-t (Abtlas et al., 1999). Algunos de eslos genes,
en particular OOB y DRB, se caracterizan por presentar,
un extenso poIimortismo (Imanishi el al., 1991: Schwaiger
el al.• 1993; Seddon & EUegren, 20(2), pri~menle
en el exón 2, que codifican lOS dominios de unión al
anl/geno a' y P' .En ovinos, el gen DRB que se expresa
se denomina DRB1 y presenta 84 alelos secuenciados
para el exón 2 (SChwaiger et al., 1996; Nagaoka el al.,
1999). La Importancia de los residuos poIim6rllcos en esta
región radica en que se generan moléculas coo distintas
especifICidades por lOS péptidos antigénicos (WU el al.,
1997). La Identificacl6n de las secuencias nucteotfdicas
y aminoacfdicas de las variantes de los genes de Clase
11, asl como el análisis de sus distintos patrones
amlnoacldicos, resulta muy útil para lograr un mayor en
tendimiento de los mecanismos moléculams involucrados
en la resistencia o susceptibilidada enlermedades (Zerva
et al., 1996, Nagaoka el al. 1999,), asl como desde el
ponto de vista evolutivo, ya que permite caraclerizar, di·
lerenciar y reconstruir distancias genéticas entre distin·
tas poblaciones, razas o especies (Kelly el al., 2003;
Takeshima el al., 2003). Por lo tanlo, el objetivo del pre
senle trabajo es estudiar las secuencias nucleotldicas y
aminoacfdicas del exón 2 del gen DRS1 del MHC ovino
(Ovar-DRB1.2) en una muestra de ovinos Corriedale del
Uruguay, en búsqueda de polimOrlismos que involucren
los sitios de unión alanlfgeno, para en un futuro relacio
nartos a la resistencia y susceplibilidad de los ovinos
Corrledale del Uruguaya parásitos gastrointesinales.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajó con 2 cameros Comedala uruguayo
pertenecientes al Centro de Investigación y Experimen
tación Dr. A. Gallinal (CIEDAG) del Secretariado Uruguayo
de la Lana (SUL),C&rro Colorado-Florida. Estos corde·
ros, nacidos en seliembre-octubre de 2001, están sien
do evaluados a través de Pruebas de Progenie para de
terminar su valor de crla en relación a la resistencia
genética a parásitos gastrointestinales, estimada a tra
vés det recuento de HPG.
se elCtrajo ADN gen6mico a partir de muestras de san
gre de eslos animales utilizandO un kit de extracción
(ATGen). La amplilicación del exón 2 del DRS1 se reali
zó mediante la técnica de Reacción en Cadena de la
Pollmerasa semianidada (PCR-semianidado), desarro
llada pcN" van EiJl; el al. (1992). La alTlllificaci6n se reali
zó en dos etapas, con los cebadores HLA030 (5'
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-31 Y HLA031 (S'·
TTTAAATTCGCGCrCACCTCGCCGCT-31(la etapa) y
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HLA30 Y HLA32 (5' -TCGCCGCTGCACAGTGAAA
CTCTC-3')(2a etapa), en telTT'lOCiclador (Thermolyne).

El producto de ampliticación de la 2° ronda de PCR
para cada mueslra fue sometido a electroforesls en gel
de agarosa al 2% teñido con Bromuro de Etidio. La ban
da correspondiente al amplilicado (288 pb) lue escindida
del gel y enviada a secuenciar en ambos sentidos en el
secuenciador autmálico ABl-PAlSMTlI 377
GeneticAnalyzer (Applied Biosystems, Foster City, ca.)
del centro Técnico de Análisis Genéticos de la Facultad
de Ciencias (Montevideo, Uruguay).

El análisis general de las secuencias obtenidas
(nombradas arbitrariamente DRB1.2a y ORB1.2b) lue
reatizado usando los Programas SeqMan, EdiSeq y
MegAlign del paquete ONASTAR (Madison, Wi.). Las
secuencias nucleotidicas lueron comparadas con otras
secuencias ovinas del gen ORB de la base de datos Gene
Bank-NCBt, ulilizando el algoritmo BLAST.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se describen dos secuencias nucleotfdicas para el Ovar
ORB1.2: ORB1.2a y ORB1.2b, cuyo rango de homologfa
con otras secuencias ovinas para el mismo exón se en
cuentra entre el 81% (accesion number AY248695) y el
91 % (accesion number Z11520). La Figura 1 muestra la
alineación nucleotldica de las 2 secuencias. Se obser
van 17 Polimorlismos de un Solo Nucleótido (SNPs) en
las posiciones: 31, 37, 47, 78, 140, 144, 198, 208, 210,
212,214,217,220,221,222,256 Y257, de los cuales 15
determinan suslituciones no sinónimas de aminoácidos,
mientras que 2 (144 Y198) corresponden a sustituciones
aminoacfdicas sinónimas (Figura 2).
En la Figura 2 sa realiza la comparación de los
aminoácidos deducidos a partir de las secuencias de
AON. La secuencia OR8t.2a se diferencia de la secuen
cia Z11520 en 12 residuos (16, 18, 26, 28, 47, 66, 67,70,
71,74,86 Y90), mientras que ORB1.2b lo hace an 10
aminoácidos (11,13, 18, 28, 66, 67, 71, 73, 74 Y90), en
tre los que se encuentran los sitios involucrados en el
reconocimiento del anlfgeno (11, 13, 28, 67, 70, 71, 74 Y
88), Las secuencias ORB1.2a y ORB1.2bdivergen en 10
posiciones (11,13,16,26,47,70,71,73, 74 y 86l, En 5
posiciones (18, 28, 66, 67 Y90) ambas secuencias com
parten los mismos residuos (F, E, O, F Y1) que se dife
rencian de Z11520 (S, O, E, I YS). Los lugares de varia
ción en los residuos aminoacfdicos observados en este
trabajo han sido descritos como muy polimórlicos en
ovinos, identificándose 6 aminoácidos en la posición 11
(Y, S, T, H, A YR), 2 en la 13{K y S), 3en la 16 (H, R YS),
2 en la 18 (F YS), 3 en la 26 (L, F e Y), 2 en la 28 (O y El,
2 en la 47 (F e Y), 3en la66 (O, E yN) 3 en la 67 (I,Fy L),
3 en la 70 (a, Sy R), 4 en la 71 (K, R, Ty Al, 2en la 73(T
y Al, 3 en la 74 (E, A y N), 4 en la86 (1, F, G y O) y2 en la
90 (S y1) (Schwaiger et al., 1993; Nagaoka at al., 1999)..
Al comparar las secuencias ORB1.2a y ORB1.2b con
otras secuencias ovinas (SChwaigeret al., 1993; Nagaoka
et aL, 1999), se observa un nuevo reemplazo en la posi
ción 13 (Arg) de la secuencia OR91.2b, no descrito ante
riormente en ovinos, lo que aumenta a 3 el numero de
sustituciones idenliticadas para este sitio en esta espe
cie. La presencia de este aminoácido positivamente car
gado en esta posición o en las posiciones 7001 se ha
asociado, en humanos, con la susceptibilidad a la lepra
tuberculoidea (Zerva et al, 1996). Fu et al (1995) propu
so que los sitios 13,70,71,74 Y 78, localizados en el
..bolsillo ..4 del sitio de unión del anlfgeno, son los que

más influyen en una correcta presentación del péptido a
las células T y en el desarrollo de una adecuada res·
puesta Inmunitaria. Por lo tanto, el estudio de las secuen
cias nucleolfdicas y aminoacfdicas, especfflcamente del
gen ORB1.2 en nueslras majadas Corriedale, tendria
implicaciones muy importantes en relación a la identifi
cación de alelos de resistencia o susceptibilidad s enfer
medades como las parasitosis gastrointestinales, que
constituyen una de las principales Iimitantes sanitario
económicas de la producción ovina en el Uruguay.
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Flgur. 1.- Alineación nucleotldica de las secuencias reportadas en este trabajo, Negrita: SNPs que determinan una sustitución amlnoacfdica no slnónlma.
Subrayado: SNPs que determinan una sustitución amlnoacfdlca sinónlma,
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