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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue asociar el haplotipo B del
gen de interfer6n gamma (infy) en corderos Pelibuey en contra
del nematodo hematéfago, Haemonchus contortus. Muestras de
heces y sangre, fueron tomadas de 17 corderos de cuatro meses
de edad, infectados y desafiados por via oral con 350 y 175 L3
de H. contortus por kg de peso y mantenidos bajo condiciones
experimentales de pastoreo. El conteo de huevos por gramo de
heces (HPG) y el porcentaje del volumen celular aglomerado
(%VCA) fueron determinados durante la hemoncosis. Muestras
de células polimorfonucleares se colectaron de sangre para la
extraccion y purificacién de ADN genémico (ADNg). El analisis
de los haplotipos A (silvestre) y B (mutante) fue realizado con
sondas de hibridacién por PCR en tiempo real para determi-
nar la temperatura de fusién (Tm) de 53.4 °C y 61.1 °C, res-
pectivamente. Se observaron diferencias de HPG y %VCA de
5044+2361 y 28+0.7 durante la primera infeccién y 1081+458 y
33+1 en el desafio con H. contortus. Se identificaron 8 corderos
con fenotipo de altos (AR) y 9 bajos (BR) respondedores a la he-
moncosis. La relacion entre individuos AR o BR con el haplotipo
B no mostraron valor significativo (p>0.05). Los resultados de-
muestran que 3 animales AR y 6 BR presentaron el haplotipo B
del gen infy en corderos Pelibuey. En este estudio, el haplotipo
B asociado a resistencia en otras razas ovinas, no mostré rela-
ci6én con la raza de pelo Pelibuey en el presente estudio.
Palabras clave: Corderos Pelibuey, Haemonchus, infy, sonda
de hibridacién, haplotipo B

INTRODUCCION

La ovinocultura en regiones tropicales se ve
afectada por problemas de salud causados por
los habitos alimenticios (hematdfagos e histié-
fagos) de nematodos gastrointestinales (NGI),
principalmente por los géneros Haemonchus,
Trichostrongylus, Oesophagostomum y Co-
operia (Colditz & LeJambre, 2008). La acciéon
mecdnica de estos géneros provoca ruptura
e inflamacién de la mucosa gastrointestinal
disminuyendo la absorcién de nutrientes, he-
morragias y anemia aguda en animales sus-
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ABSTRACT

The main aim of the present study was to associate the haploty-
pe B of gamma interferon (infy) gene on Pelibuey lambs against
the hematophagous nematode, Haemonchus contortus. Blood
and faecal samples were collected from 17 four-month-old lambs
that had been kept under experimental grazing conditions; the
samples were collected orally post- experimental infection with
350 and 175 L3 H. contortus per kg of body weight. The amount
of eggs per gram (EPG) and the percentage of the packed cell
volume (% PCV) were determined during the haemonchosis
infection. Polymorphonuclear cells were collected from blood
samples for the extraction and purification of genomic DNA
(gDNA). The analysis of haplotype A (wild) and B (mutant) was
carried out with hybrid probes using a real time PCR to deter-
mine in order to determine the melt point temperature (Tm) at
53.4 °C and 61.1 °C, respectively. Significant differences of EPG
and %PCV of 5044+2361 and 28+0.7 were observed through the
first infection and 1081+458 y 33+1 data were observed after H.
contortus challenge. Eight lambs were identified as having the
phenotypes of high responders (HR) and 9 as low responders
(LR) against H. contortus. The relationship between HR or LR
lambs with haplotype B was not significant (p>0.05). The re-
sults showed 3 HR animals and 6 LR had haplotype B infy gene
in Pelibuey lambs. In this study, the haplotype B associated to
resistance in other sheep breeds, was not related to Pelibuey
lambs as resistant hair-sheep breed in the present study.
Keywords: Pelibuey lambs, Haemonchus, infy, hybrid probes,
haplotype B

ceptibles (Medina et al., 2014; Maderos et al.,
2013). En México, la especie H. contortus es el
nematodo de mayor prevalencia en pequenos
rumiantes bajo condiciones de trépico (Nahed
et al., 2003; Gonzalez et al., 2008). Bajo estas
condiciones climatoldgicas, el manejo sanitario
para el control de NGI requiere de tratamien-
tos antihelminticos estratégicos; sin embargo,
el uso inadecuado de los mismos ha genera-
do problemas de resistencia antihelmintica a
multiple productos. (Wang et al., 2014)
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Los sistemas de produccién ovina necesitan
ser sustentables y mantener un equilibrio epi-
demiolégico que involucre al hospedero, clima
y patégeno disminuyendo el dafio a la salud y
conservando la funcién zootécnica (Gicheha et
al., 2005). La magnitud de la infeccién por NGI
esta condicionada por la contaminacion de los
mismos y por las condiciones ambientales que
favorecen el desarrollo a estadios infectantes
o larva tres (LL3). Aunque los animales tienen
la capacidad responder a la infeccion, esta res-
puesta puede variar considerablemente entre
los animales del rebafio con base en factores
genéticos, nutricionales y ambientales (Pres-
ton et al., 2014). Entre estos, la genética del
hospedero tiene un importante papel en los in-
dividuos altos respondedores a la infeccién por
NGI, asociada a la respuesta inmune en dife-
rentes mamiferos, como ratén, rumiantes y en
el hombre (Grencis, 2001; Maizels et al., 2012).
Entre los rumiantes domésticos, las razas ovi-
nas han sido ampliamente estudiadas debido
a la variabilidad inmunolégica observada con-
tra la infecciéon por NGI (Preston et al., 2014).
La inmunidad celular tipo Th2 esta relaciona-
da principalmente con individuos resistentes
(ej. raza Pelibuey) a la infecciéon por NGI y la
respuesta se caracteriza por la diferenciacion
de IL4, IL5, IL6, IL9 e IL13, asi como por el
reclutamiento de eosinéfilos e incremento de
IgA (Pernthaner et al., 2005; Estrada-Reyes
et al., 2015). Sin embargo, el reconocimiento
de células de la clase Th1 han mostrado la im-
portancia de receptores innatos como son los
T-toll y alarminas en individuos susceptibles
de la raza Scottish Black (Terefe et al., 2009).
En contraste, la citocina del INFy (clase Th1)
esta asociada a la resistencia en la raza Texel
y Soay a la infeccién por NGI. (Coltman et al.,
2000; Sayers et al., 2005)

La informacién citada por Sayers, Good,
Hanrahan, Ryan y Sweeney (2005) sugieren
la importancia del gen del infy para regular la
infeccién en contra de NGI en ovinos de lana,
por lo cual se le ha considerado como un can-
didato a marcador genético para la seleccidn
de individuos altos respondedores a las ne-
matodosis. Interesantemente, una variacién
alélica en la secuencia del intrén 1 del gen de
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infy fue caracterizada por los autores, quienes
identificaron el alelo B, el cual fue asociado a
resistencia en ovinos de la raza Texel.

La ovinocultura es una actividad susten-
table para los productores, considerando que
los programas de desparasitacién estén en
funcién. Sin embargo, las condiciones ambien-
tales imperantes en México favorecen la per-
sistencia y prevalencia de diversos patégenos
como son los nematodos, sumado al problema
de resistencia a los antihelminticos; de esta
forma, la situacién para los productores es cri-
tica en el control de las parasitosis internas.
La identificacién de individuos respondedores
a la infeccién por NGI a través de marcado-
res genéticos podria ser una herramienta de
apoyo en el mejoramiento genético en razas de
pelo, ampliamente utilizadas en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El presente estudio se llevé a cabo en el Sitio Ex-
perimental “Las Margaritas”, del Instituto Na-
cional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias INIFAP), en Hueytamalco, Puebla;
México. El clima de la region es tropical A (w)
con lluvias casi todo el ano, humedad relativa del
80% y temperatura que oscila entre 25-35 °C.

Historial de corderos

Veintidds corderos de la raza Pelibuey de en-
tre 4 y 6 meses de edad fueron seleccionados de
un grupo de 63 animales categorizados como
altos (AR) y bajos respondedores (BR) a la he-
moncosis experimental para la determinacion
de polimorfismos (Gonzalez et al., 2008). Pre-
vio a la infecciéon (30 y 60 dias), las madres
y los corderos fueron tratados con Levamisol
(7 mg/kg de peso). Posteriormente se realizd
la primera infeccién con 350 L3/kg de peso de
H. contortus por via oral en la semana cero y
un desafio con 175 L3/kg de H. contortus a las
seis semanas, por individuo. Los animales en
pastoreo recibieron agua ad libitum y comple-
mento de alimento comercial. Los estudios de
laboratorio (parasitologia y biologia molecu-
lar) se realizaron en el Sitio “Las Margaritas”
y en el Departamento de Helmintologia del
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Centro Nacional de Investigaciones Discipli-
narias en Parasitologia Veterinaria (CENID-
PAVET), INIFAP.

Parasitologia

Las muestras de heces fueron colectadas di-
rectamente del recto de los 22 corderos, por se-
mana. Se determiné el nimero de huevos por
gramo (HPG) de heces por la técnica de Mec-
Master (Liébano et al., 2011). Se utilizaron 2 g
de heces y 28 mL de Solucién Salina Saturada
(densidad de 1:24). La estimacién del nimero
de HPG se realiz6 en camaras de McMaster y
los resultados fueron posteriormente normali-
zados utilizando el logaritmo de HPG+1.

Volumen Celular Aglomerado

Se tomaron muestras de sangre de la vena
yugular en tubos de 3 mL con EDTA (BD
Bioxon®, USA). Las muestras fueron procesa-
das por la técnica de microhematocrito para
determinar el porcentaje del Volumen Celular
Aglomerado (% VCA). (Gonzalez, 2007)

Categorizacion de corderos

La categorizacion de los animales se llevo a
cabo en cada periodo de infeccién (primo y de-
safio) con base en el niumero de HPG y %VCA.
Los corderos se clasificaron como AR o BR con
base en el nimero de HPG menos dos errores
estandar, siguiendo la informacién citada por
Morteo-Gémez et al., (2004). Los primeros tres
muestreos con valores de cero fueron excluidos
del analisis de acuerdo con los criterios reco-
mendados por Notter, Andrew y Sajac (2003).
En la etapa de desafio, los corderos fueron ca-
tegorizados nuevamente con base en el prome-
dio de HPG menos dos errores estandar, donde:
el valor mayor a 458 HPG fue asignado para
corderos BR y valores menores a 458 HPG fue-
ron categorizados como AR. Similar criterio de
evaluacion fue considerando con los valores del
%VCA, los animales que presentaron valores
menores y mayores del 27% se identificaron
como BR y AR, respectivamente.

Obtencion de ADNg
Se colectaron leucocitos de muestras de sangre
de la vena yugular en tubos vacutainer y EDTA
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(BD Bioxon®, USA) durante la tercera semana
posterior a la infeccion primaria. La extraccion
de ADN gendémico (ADNg) se realizé utilizando
un kit comercial (DNeasy® Blood and Tissue,
Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las indi-
caciones del fabricante. La pureza del ADN se
confirmo6 en geles de agarosa al 1,8% y la pure-
za y cuantificacion del ADNg de cada muestra
se determiné entre 1,8 y 2,0 con base en la re-
lacién de densidad éptica de 260/280 nm uti-
lizando un espectrofotémetro (NanoDrop-1000,
Thermo Scientifict, USA).

Polimorfismo

La identificacion de los haplotipos A (silvestre)
y B (mutante) del gen de infyse llevé a cabo con
100 ng de DNAg. La amplificacién del templa-
do se realizé por la técnica de Reaccién en Ca-
dena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR,
LightCycler® versiéon 1.5 (Roche, Manheim,
Germany), que fue desarrollada y estandari-
zada en ensayos previos bajo condiciones de
nuestro laboratorio. Se utilizaron sondas oli-
gonucleotidicas de hibridacion comerciales
(TIB MOLBIOL, New Jersey, USA) para la
deteccién de los haplotipos A y B con base en
el analisis de polimorfismos y discriminacion
alélica (Wilkening et al., 2005). Los oligonu-
cledtidos y sondas se disefiaron utilizando la
secuencia nucleotidica del gen de infy con nu-
mero de acceso Z73273 obtenida del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias
de los oligonucleétidos fueron: 5-TGGGCTCT-
CATCTCTAGTCTTC-3’ (sentido) de la posicién
76 ala 97 y 5-GATATATACCCATATTATGCC-
CATC-3’ (antisentido) de la posicién 252-228. Se
us6 la sonda marcada con fluoresceina en su ex-
tremo 3’ terminal (5-TCTCTGCTCAGTTTGC-
TACAGAGATTTGG-3) en la posicién 175-204
y el “quencher” fue marcado con el fluoréforo
LC Red 640 en su extremo 5 (5-GGGATTCAT-
GAATCCTCC-3) en la posicion 206-223. Esta
ultima, disefiada para detectar el polimorfis-
mo de un solo nucleétido (SNP) en la posicién
213 entre los haplotipos A (tcg) y B (tca). Si
la “a” (homocigoto mutante) esta presente en
la secuencia, la sonda sensor hibridara com-
pletamente a una temperatura de disociacion
(Tm) de 61,1 °C. Por otro lado, si esta presente
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la “g” (homocigoto silvestre), la sonda no hibri-
dara completamente (missmatch), generando
una Tm de 53,4 °C.

Condiciones de la qPCR

La mezcla de reacciéon para la qPCR se llevd
en un volumen final de 20 uL, la cual consistié
de 25 mM de MgCl,, 10 uM para ambos oligos
y 3 uM de las dos sondas (de anclaje y sensor).
Las condiciones de amplificacién consistieron
en una desnaturalizacién inicial de 95 °C du-
rante 10 minutos; un ciclado de 40 repeticio-
nes con una desnaturalizacién a 95 °C por 10
s, un alineamiento a 60 °C por 20 s y extension
de 72 °C durante 20 s. El analisis de la curva
de fusion (Tm) se realizé mediante la disocia-
ci6n de los productos a 95 °C por 30 s, 40 °C
por 20 segundos, con una rampa de 85 °C.

Analisis estadistico

La relacion entre el polimorfismo del gen infy
y el conteo total de huevos de nematodos se
analizd por regresién lineal usando el procedi-
miento REG del programa Statistical Analysis
System (SAS, 2004). Para normalizar los da-
tos la variable fue transformada a logaritmo
(Log10 HPG+1). El modelo utilizado fue Yy =
p+ bX + Eij donde Yy = HPG, p = Media ge-
neral, X. = (1, 0 y -1 para los genotipos homo-
cigoto AA, heterocigoto AB y homocigoto BB,
respectivamente). b = la pendiente o coeficiente
de regresion y Eij = son los errores experimen-
tales. Posteriormente se realiz6é un analisis de
varianza en el que los genotipos representaron
los tratamientos y la variable respuesta fue el
logl0 de HPG+1 para determinar las diferen-
cias entre los genotipos AA, AB y BB.

RESULTADOS

Fenotipo

En total, 17 corderos Pelibuey fueron clasi-
ficados con base en el criterio de categoriza-
cién citado en la metodologia. Ocho corderos
mostraron caracteristicas de AR y 9 como BR.
Asimismo, 5 corderos fueron excluidos del ex-
perimento por presentar fuertes problemas de
coccidias, los cuales tuvieron que ser tratados
inmediatamente.
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El analisis de datos crudos colectados de 17
corderos indica diferencias significativas (p <
0,05) entre el nimero de HPG y el %VCA en
los periodos de experimentacién. Durante la
infeccion primaria, el promedio (X) y dos erro-
res estandar (EE) fueron analizados para de-
terminar la probabilidad del nimero de HPG
y el X y un error estandar (E) para %VCA, co-
rrespondiendo valores de 5 044 + 2 361 y 28 +
0,7, respectivamente. En contraste, en la etapa
de desafio se observo recuperacién del %VCA
y disminucion del nimero de HPG, observan-
dose el X y EE de 1 081 + 458 y 33 + 1 para
el HPG y %VCA, respectivamente. Los datos
presentados en el presente estudio muestran
la recuperaciéon de los animales a la infeccién
por H. contortus durante la etapa de desafio,
situacion que podria estar regulada en parte
por la activacién del sistema inmune duran-
te la infecciéon primaria. Resultados simila-
res fueron observados en corderos Pelibuey
infectados con H. contortus (Gonzalez et al.,
2008; Estrada-Reyes et al., 2015). Asimismo,
Estrada-Reyes et al. (2015) sugieren que la
respuesta a la infeccién por hemoncosis podria
haber estado modulada por células Th2. Ade-
mas, otros autores han observado disminucién
de la infeccion por NGI en corderos ante in-
fecciones repetidas con el género Haemonchus
en pequenos rumiantes (Chiejina et al., 2010;
Bambou et al., 2013). Estudios anteriores han
notificado la importancia de exponer a los ani-
males a infecciones repetidas con NGI como
un posible método de control integral (Colvin
et al.,, 2011). Sin embargo, este tipo de res-
puesta podria variar debido a diversos facto-
res de manejo, raza y estado nutricional de los
animales (Diaz-Rivera et al., 2000). De ahi la
importancia de integrar un marcador molecu-
lar en el diagnostico de resistencia a NGI en
los programas de mejoramiento genético.

Polimorfismo

La identificacién de los haplotipos A o silves-
tre (tcg) y B o mutante (tca) se realiz6 en 17
corderos bajo estudio. El resultado obteni-
do del analisis de regresién se muestra en el
Cuadro 1 y Graficas la-b. Los datos muestran
que la pendiente y la ordenada de origen no
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Cuadro 1. Regresion lineal de la infeccidn y desafio inducidos con el nematodo hematéfago H. contortus en corderos Pelibuey. El cuadro muestra la
relacion entre el nimero de huevos por gramo de heces (HPG) y el tipo de haplotipo. 1 = haplotipo B, 0 = haplotipos AB, -1 = haplotipo A.

Infeccidn primaria Desafio
Valores observados Individuo  Prondstico  Residuos  Prondstico  Residuos
Log(HPG)  Genotipo para¥ para¥
3.8087 0 1 3.1699 0.6388 2.6617 0.1363
3.1797 0 2 3.1699 0.0098 2.6617 -0.4508
2.7202 0 3 3.1699 -0.4498 2.6617 0.0263
3.9548 0 4 3.1699 0.7849 2.6617 0.1363
1.3979 0 5 3.1699 -1.7720 2.6617 -0.3745
3.1422 0 6 3.1699 -0.0277 2.6617 -0.2584
1.3979 0 7 3.1699 -1.7720 2.6617 -1.4679
4.0176 1 8 3.0298 0.9877 2.8062 0.8928
4.3075 1 9 3.0298 1.2777 2.8062 -0.2506
3.5394 1 10 3.0298 0.5096 2.8062 0.5869
1.0969 1 11 3.0298 -1.9329 2.8062 0.5863
2.5883 1 12 3.0298 -0.4415 2.8062 -1.0809
2.3010 1 13 3.0298 -0.7288 2.8062 -0.2431
3.8053 1 14 3.0298 0.7755 2.8062 0.1673
3.8765 1 15 3.0298 0.8467 2.8062 0.4676
3.9351 -1 16 3.3100 0.6251 2.5172 0.4576
3.9789 -1 17 3.3100 0.6688 2.5172 0.6687

tienen diferencias significativas (p > 0,05), lo
que indica que no hubo tendencia alguna en
la presencia del genotipo mutante y silvestre
del gen de infy respecto al nimero de HPG. La
actividad biologica del gen de infy parece ser
relevante en ovinos AR y BR a las nematodo-
sis. Por ejemplo, nuestros resultados son simi-
lares a los observados en la raza de ovinos de
lana Suffolk y Aragonesa infectados con NGI
(Sayers et al., 2005; Dervishi et al., 2011). En

contraste, nuestra informacién difiere de la
resistencia a NGI observada en las razas de
ovinos de lana Soay y Texel. (Coltman et al.,
2001; Sayers et al., 2005)

En resumen, el numero de corderos con fe-
notipo AR y BR a la hemoncosis asociado al
haplotipo correspondiente (A o B) del gen de
infyes, que 3y 6 de los corderos AR y BR mos-
traron Unicamente el polimorfismo del haplo-
tipo B, respectivamente. Asimismo, ningun
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Figura 1a. Regresion de la infeccion primaria de H. contortus y de los halo-
tipos Ay B del gen de infy.
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Figura 1b. Regresion entre el desafio de la infeccidn por H. contortus y los
halotipos Ay B del gen de infy.

Los rombos indican los valores observados y el circulo indica los valores esperados. HPG = huevos por gramo, infy = interferén gamma.
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cordero con fenotipo AR mostr6 el haplotipo
A, en contraste un cordero BR presentd el ale-
lo silvestre o haplotipo A. También se observo
que 5y 2 de los individuos AR y BR, respecti-
vamente, mostraron ambos haplotipos, A y B.

La relacién entre fenotipo y haplotipos,
asignados como B=1,AB=0y A=-1, durante
la primo infeccion y el desafio con H. contortus
para llevar a cabo la regresion lineal se obser-
va en el Cuadro 1. El nimero de individuos
con base en el haplotipo fue el siguiente: 0 =
7,1 =8 y -1 = 2. La informacién obtenida de
la regresion entre el HPG durante la primera
infeccion y el polimorfismo no mostrd asocia-
cién (p > 0,05) en ninguno de los corderos con
fenotipo AR o BR. En forma similar, se obser-
v6 durante la etapa de desafio (p > 0,05). En
este caso la inferencia no fue posible en los 17
corderos bajo estudio para HPG y para ningu-
no de los alelos (A o B) en cuestion. Durante
la primera infecciéon y el desafio, el ajuste de
regresién no presentd pendiente significativa
y se puede observar en las figuras la-b. Los
17 corderos mostraron un coeficiente de corre-
lacién ajustado de -0,05 y -0,03 durante la in-
feccion primaria y el desafio con H. contortus,
respectivamente.

En el analisis de varianza tampoco se ob-
servaron diferencias en el HPG por efecto del
genotipo, los promedios fueron: 2,8 para AA,
3,19 para AB y 3,96 para BB. A pesar de las
diferencias numéricas los resultados no fue-
ron diferentes estadisticamente (p > 0,05).

El haplotipo B es uno de los pocos alelos
que han mostrado regular la respuesta a la
infeccion en NGI. Sin embargo, la variacién
de la respuesta en ovinos AR o BR podria te-
ner influencia del medio e incluso, la activi-
dad de otras citocinas. El gen de infy podria
no ser relevante en la respuesta a NGI, pero
estudios realizados con pequenos rumiantes e
incluso con bovinos, sugieren la importancia
de este gen durante la infecciéon por NGI como
Haemonchus, Teladorsagia y Cooperia, pero
donde también se involucran citocinas clase
Th1 y Th2, sugiriendo que la respuesta a ne-
matodos es dicotémica. (Charon, 2004; Sayers
et al., 2005; Bricarello et al., 2008; Zaros et
al., 2010)
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Debido a que en el presente se determind
la presencia de los haplotipos A y B del gen
de infy en 17 corderos de la raza Pelibuey y
no se observé relacién alguna con animales
AR y BR (p > 0,05) como se ha observado en
otros estudios, se considera necesario incre-
mentar el nimero de animales en estudio con
objeto de definir la funcién de los haplotipos
anteriormente citados, asi como determinar
la heredabilidad del mismo. Futuros trabajos
se continuaran realizando para poder evaluar
el posible potencial del haplotipo B del gen de
infy como posible marcador genético y contri-
buir de esta forma en los programas de mejo-
ramiento genético.

CONCLUSIONES

Con base en la informacién analizada en el
presente estudio, se observaron individuos
con fenotipo AR (n = 8) y BR (n = 9) en un
numero similar. Asimismo, no se detectaron
diferencias importantes entre la relacién feno-
tipo y genotipo entre ambos alelos, A y B, ante
una infeccién por H. contortus en corderos de
la raza Pelibuey.
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