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RESUMEN

El presente estudio evalud la diversidad genética presente en genes relacionados a la
inmunidad dentro de 3 especies de camélidos sudamericanos (Vicugna pacos, Lama glama
y Vicugna vicugna) con el fin de evidenciar si las especies salvajes presentan una mayor
variabilidad en comparacion con sus parientes domesticados. Se obtuvo el ADN nuclear
mediante la extraccion de globulos blancos por la metodologia Salting out (Aljanabi &
Martinez, 1997) modificado por el laboratorio de ecologia molecular y biodiversidad de la
UNMSM. Posteriormente se amplificaron por PCR de punto final las regiones ricas en
Leucinas de los genes Toll Like Receptor y los exones nimero 2 del MHC clase 11 mediante
cebadores elaborados especificamente para camélidos. Los productos de la amplificacion
fueron secuenciados obteniéndose 49 secuencias para el gen TLR2, 54 para el gen TLR4 y
20 pertenecientes al gen DRB1 del MHC clase Il para posteriormente realizar una estimacion
de los haplotipos parentales mas probables (PHASE) y con ello poder hacer el analisis de la
diversidad y diferenciacion genética. Se obtuvieron un total de 40 haplotipos diferentes y 25
sitios polimorficos distribuidos entre los tres genes evaluados. El anélisis evidencio una
variabilidad ligeramente alta del gen TLR2 dentro de la poblacion de vicufias y una alta
variabilidad del gen TLR4 en llamas. La diferenciacion genética fue muy elevada entre
Ilamas y vicufias y moderada entre alpacas y vicufias. Se concluye que las alpacas, llamas y
vicufia presentan una similar variabilidad genética para las regiones LRR en los genes TLR2
y TLR4 y para el exdn 2 del gen DRB1. Este el primer trabajo que analiza la diversidad de

genes ligados a la inmunidad dentro de la poblacién de camélidos sudamericanos.

Palabras clave: camélidos sudamericanos, variabilidad genética, diferenciacion genética,
TLR, MHC clase II, haplotipos.



ABSTRACT

This study assessed the genetic diversity present in immunity-related genes within 3 South
American camelids species (Vicugna pacos, Lama glama and Vicugna vicugna) to show
whether wild species have greater variability compared to their domesticated relatives.
Nuclear DNA was obtained by the extraction of white blood cells by Salting out (Aljanabi
& Martinez, 1997) methodology modified by UNMSM's molecular ecology and biodiversity
laboratory. Subsequently, the Leucine-rich regions of the Toll-Like Receptor genes and the
number 2 exons of the MHC class Il were amplified by end-point PCR by primers made
specifically for camelids. The amplification products were sequenced obtaining 49
sequences for the TLR2 gene, 54 for the TLR4 gene, and 20 belonging to the DRB1 gene of
the Class Il MHC and subsequently perform an estimate of the most likely parental
haplotypes (PHASE) and thus be able to analyze diversity and genetic differentiation. A total
of 40 different haplotypes and 25 polymorphic sites were obtained distributed among the
three genes evaluated. The analysis showed slightly high variability of the TLR2 gene within
the vicuiia population and high variability of the TLR4 gene on Illamas. Genetic
differentiation was remarkably high between llamas and vicufias and moderate between
alpacas and vicufias. It is concluded that alpacas, Ilamas, and vicufia exhibit a similar genetic
variability for the LRR regions in the TLR2 and TLR4 genes and for exon 2 of the DRB1
gene. This is the first work that analyses the diversity of immunity-linked genes within the

South American camelid’s population.

Keywords: South American camelids, genetic variability, genetic differentiation, TLR,

MHC class I, haplotypes.
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I. INTRODUCCION

Durante los miles de afios que ha durado el proceso de domesticacion, los seres humanos
mediante la seleccion han modificado el fenotipo de varios organismos silvestres para
obtener las actuales formas domesticadas. De esta estrecha relacion mejorador-organismo,
estos animales domeésticos han adquirido valor econémico, cultural y cientifico (p.e. ser

empleados como modelos para investigaciones) (Alves et al., 2015).

Entre los camélidos sudamericanos la alpaca y llama son formas domésticas, mientras que
la vicufia y guanaco son formas silvestres, llegando a un estimado de 7.5 millones de cabezas
de ganado en América del Sur. Su proceso de domesticacion ha sido dirigido hacia la
obtencion de carne de alto valor proteico y bajo colesterol (Ilama) y fibras de menor grosor
(alpaca) (Brenes et al., 2001; Mamani et al., 2009).

Aquellas poblaciones de mamiferos que han sido domesticadas presentan una menor
diversidad en regiones codificantes del genoma en comparacion a sus respectivas
poblaciones silvestres, por ejemplo, en poblaciones domesticadas de cerdos (Li et al., 2010;
Yang et al., 2013) y conejos (Abrantes et al., 2013; Magalh&es et al., 2015) se ha detectado
una menor diversidad en genes relacionados a la respuesta inmune respecto a las poblaciones
silvestres. Ademas, estudios realizados por Aguilar (2011), sustentan que el sistema de
manejo en cautiverio de las vicufias esta reduciendo su diversidad genética aun cuando esta
no es una especie domesticable. Esta baja diversidad presentada en las poblaciones
domesticadas puede verse reflejada en una disminucién de los polimorfismos de ciertos
genes como en el de los receptores tipo Toll (TLR); los cuales tienen una profunda influencia
en las respuestas a una amplia gama de patdgenos y estan asociados con la resistencia y/o
susceptibilidad a enfermedades (Lazarus et al., 2002), asi como en los genes MHC clase II;
los cuales son los genes con mayor presencia de polimorfismos dentro de un individuo
(Abbas et al., 2012; Owen et al., 2013, Murphy et al., 2017).

Por tal motivo, es posible que en el proceso de domesticacion de los cameélidos

sudamericanos hayamos perdido diversidad genética respecto a la inmunidad, es claro que



ganamos carne y fibra, pero es posible que en el proceso perdimos otra cosa y he alli una de
las causas del problema.

Esta investigacion es necesaria para conocer el estado presente de la capacidad de la
respuesta inmune de nuestros camélidos domesticados. Si es que estos presentan una pérdida
de diversidad en regiones del genoma involucrado a la respuesta inmune proponer cambios
en el manejo del recurso hacia el incremento de este tipo de diversidad que permitiria sumado
al mejoramiento de pastizales, farmacos y vacunas disminuir con mayor eficacia
enfermedades de importancia clinica. Los resultados beneficiaran a la comunidad cientifica,
sea cual fuese el resultado, la vision de la propuesta ain no se ha realizado en el pais
permitiendo aplicarla a otros recursos domesticados; como el ganado vacuno y ovino criollo,

asi como el tradicional cuy.

Por lo tanto, el presente trabajo realizado tiene como objetivo principal comparar la
variabilidad genética analizando las regiones moleculares de reconocimiento a antigenos de
los genes TLR2, TLR4 y MHC clase Il en poblaciones peruanas de Ilamas (Lama glama),
alpacas (Vicugna pacos) y vicufas (Vicugna vicugna). Asi como de sus objetivos especificos
de: elaboracién de cebadores especificos para la region LRR de los genes TLR2, TLR4 y
exon 2 de los genes del MHC clase |1, determinacion de sitios polimorficos en los genes
TLR2, TLR4 y MHC clase Il en las especies de camélidos sudamericanos, evaluar la
variabilidad de los genes TLR2, TLR4 y MHC clase Il dentro de las poblaciones de
camélidos sudamericanos y determinar el grado de diferenciacidn genética entre especies de
camélidos sudamericanos silvestres y domésticos usando como referencia a los genes TLR2,
TLR4 y MHC clase Il.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Camélidos Sudamericanos

2.1.1 Taxonomia

Los camélidos sudamericanos se clasifican junto con los camellos dentro de la familia
Camelidae; subdividida en las tribus Lamini (Sudamérica) y Camelini (Asia central y
Africa), suborden Tylopoda y en el orden Artiodactyla. En la actualidad hay cuatro especies
de camélidos sudamericanos representados por la vicufia (Vicugna vicugna), el guanaco
(Lama guanicoe), la llama (Lama glama) y la alpaca (Vicugna pacos) (Wheeler, 2005). Por

lo tanto, la clasificacion taxondmica utilizada seré la siguiente:

Dominio Eukaryota
Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mammalia
Orden Artiodactyla
Familia Camelidae
Tribu Lamini

Genero Lama
Especie L. guanicoe (Mdiller, 1776)
Especie L. glama (Linnaeus, 1758)

Genero Vicugna
Especie V. vicugna (Molina, 1782)

Especie V. pacos



Para la clasificacion de la alpaca, ain no esta claro si pertenece al género Vicugna o Lama.
Para Linnaeus (1758), pertenece al género Lama. Kadwell et al. (2001), sugiere hacer el
cambio del género Lama a Vicugna. Gentry et al. (2004), lo describe como Vicugna pacos,
la forma domesticada de Vicugna vicugna. Por lo tanto, este estudio usara la nomenclatura
descrita por J. Wheeler (2005; 2012) y Marin et al. (2007) donde se clasifica como Vicugna
pacos corroborando los estudios previos de Kadwell y Gentry.

2.1.2 Origen y evolucion

Los camélidos aparecen en el eoceno tardio y fueron unas de las primeras familias de
artiodactilos modernos. Los camélidos, tanto los de Sudamérica como los de Asia/Africa se
originaron en la parte central de Norte América, donde pasaron méas de 40 millones de afios
de su historia evolutiva y su dispersién a otros continentes ocurrié hace solo 2-3 millones de
afios (De Lamo, 2011).

El camello primitivo (Protylopus petersoni) tenia solo 30 cm de altura en la cruz, dando el
aspecto de una miniatura del guanaco actual, pero con mayor contextura muscular, cuatro
dedos en cada una de sus patas y 44 piezas dentarias sin separacion. Un descendiente de
Protylopus fue el denominado camello ancestral o Poebrotherium wilsoni del oligoceno
medio (25-30 millones de afios) que tenia el aspecto de un guanaco pequefio, altura
semejante al de una oveja moderna, dos dedos en cada pata y dientes con separaciones entre
los incisivos y caninos. Esta descendencia presentaba patas largas, cuello alargado y un muy

buen desarrollo muscular (De Lamo, 2011).

Durante el mioceno los camélidos mostraron un claro desarrollo en relacion a la locomocion;
los desplazamientos eran rapidos usando pasos largos, lo que aparece como una adaptacién

a ambientes amplios y planos (Franklin, 1982).

La evolucién en Norte America produjo dos grandes grupos de camelidos mucho mas
avanzados: Pliauchenia y Hemiauchenia. En el mioceno tardio (5-10 millones de afios) el
género Pliauchenia evoluciond hacia una forma que exhibia caracteristicas muy parecidas a
la de la llama actual. En el plioceno tardio (3 millones de afios) los camelidos emigraron a
Asia por el puente terrestre de Beringia. Cuando llegaron a Europa se dispersaron
rapidamente por Eurasia, llegando hacia el sur a la zona del Mediterraneo y hacia el este, a
través del desierto de Gobi, a China (De Lamo, 2011).



Estos camellos del Viejo Mundo se diferenciaron en las dos especies vivas actuales del
género Camelus. Ya en el pleistoceno, aparecieron los camellos modernos, el de dos jorobas
0 bactriano (Camelus bactrianus) en las estepas y montafias de Mongolia y el camello
dromedario o arabigo (Camelus dromedarius) del sudoeste de Asiay el norte de los desiertos
africanos (Gauthier-Pilthers y Dagg, 1981). Aungue estudios moleculares han elucidado que
la aparicion de Camelus bactrianus se debi6 a la domesticacion de Camelus ferus, siendo

este el primero en aparecer junto a Camelus dromedarius (Gentry et al., 2004; Burger, 2016).

En Ameérica de Norte durante el pleistoceno, Hemiauchenia migraba con la apertura del
puente de Panaméa para colonizar Sudamérica en conjunto con otras especies lo que se

denomind como “el gran intercambio americano” (Marshall et al., 1982).

En Sudamérica durante el pleistoceno, se pensaba que Paleolama era el ancestro comuin de
los géneros Lama y Vicugna, pero se determind que estos Ultimos pertenecian a la linea
evolutiva de Hemiauchenia. Hasta final del pleistoceno solo subsistieron los géneros Lama

y Vicugna, dando lugar a los camélidos modernos (Wheeler, 1991;Wheeler, 1995).

Hasta el afio 1800, la alpaca, la llama, el guanaco, la vicufia, el dromedario y el bactriano se
clasificaron en el mismo género Camelus, reflejando una ascendencia comdn.
Posteriormente, la alpaca, la llama, el guanaco y la vicufia fueron removidos del género

Camelus y colocados en el género Lama y Vicugna. (Wheeler, 2005)
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Figura 1. Origen y distribucién ancestral de los camélidos. Tomado de “Origin and current distribution of
camelids” por A. Ross, 2020, Museum of Natural History of Sweeden.

2.1.3 Distribucién geografica

Flores (2008) reporto una poblacién de camélidos en América del Sur en unos 8.1 millones
de ejemplares, de los cuales 46.5% son llamas, 43.2% alpacas, 7.5% guanacos y 2.8%
vicufia. También que el 53.7% de todos los camélidos sudamericanos se encuentra en Perd,
teniendo la mayor cantidad de alpacas y vicufias. Fuera de Sudameérica se estima un total de

234.840 ejemplares entre USA, Canada, Australia y Nueva Zelanda.

Estudios reciente de Vila & Arzamendia (2020) indican una poblacién aproximada de

camélidos en América del sur en unos 10.9 millones.
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Figura 2. Distribucion geogréfica y poblacional de las especies de camélidos en América del sur. Adaptado de
“South American Camelids: their values and contributions to people” por B.Vila & Y. Arzamendia, 2020,
Sustainability Science.

2.1.4 Domesticacion

La domesticacion es una transicion continua la cual promueve abundantes polimorfismos
morfolégicos en animales en relacion con sus antepasados silvestres. Dichos atributos
difieren segln la especie, los genes y su interaccion con el medio ambiente para producir los
caracteres seleccionables. Esto se ve reflejado a nivel molecular como una "huella de
seleccién artificial y demografia" en los loci de destino de domesticacion.(Driscoll et al.,
2009; Li et al., 2010).



Con la aparicion de las primeras sociedades-estado, la domesticacion de camélidos fue la
principal actividad ganadera que se desarrolld, sobre todo para aquellas civilizaciones que
surgieron en la region del altiplano peruano-boliviano, tal como las sociedades Pucara y
Tiwanaku (Lumbreras etal., 1978). El objetivo probable en sus inicios fue el
almacenamiento de comida para prevenir tiempos de necesidad (Hesse, 1982; Wheeler,
1984).

La domesticacion de la llama y alpaca data de hace unos 6 a 7 mil afios, esta informacion se
basa fundamentalmente en cambios observados en la curva de supervivencia y el aumento
en la ocurrencia de restos de camélidos sudamericanos en las colecciones Oseas
arqueoldgicas (Wheeler, 1991). Sin embargo el auge de su crianza y aprovechamiento se
alcanzd durante el imperio incaico del Tawantinsuyo, en el cual la ganaderia de llamas y
alpacas era una actividad regulada y también llevada a cabo por el Estado (Rostworowski,
1988; FAO, 2005). La perfeccién de la crianza y seleccion de alpacas productoras de fibra

se dio 4.500 afios después del inicio de su proceso de domesticacion (Wheeler, 1991).

2.2 Seleccién artificial

La seleccion artificial es el proceso por el cual se busca aumentar la frecuencia de rasgos

deseables en una poblacion de plantas o animales (Freeman y Herron, 2014).

Para Calle (1984), durante el periodo incaico, la crianza de alpaca y de llamas tuvo tendencia
para la preservacion y perpetuacion de estas especies. Después le dieron importancia en fibra
para sus grandes textiles en el caso de alpacas y musculatura para el transporte de materiales
para el caso de la Ilama. Durante la época colonial alrededor de los afios 1500, los esparioles
le dieron mayor importancia a la crianza de llamas para el transporte de minerales de los
andes hacia la costa, mientras que la crianza de alpacas decayd en esta epoca. Cuando
aparecieron los vehiculos motorizados, la crianza de llamas decayé y regreso el auge de la
crianza de alpacas con el fin de buscar cada vez una calidad de fibra méas fina como la de

vicuia.

Los criadores buscan tener una linea pura (aquella que implico la seleccién y reproduccién
de la progenie de organismos superiores durante varias generaciones hasta que se haya
establecido una progenie con solo las caracteristicas deseadas y que estas sigan siendo

transmitibles a su decendencia sin sufrir alteraciones) de interés econdémico para ellos. Esta



seleccion sin embargo conlleva problemas en caracteristicas las cuales no se esperaba, como
en el caso de caninos domésticos con pedigri donde las enfermedades hereditarias son un
problema del cual se busca reducir la frecuencia de genes no deseados pero manteniendo el
pedigri (Farrell et al., 2015). En ganado vacuno también se evidencio que la raza de linea
pura Hereford presentaba una longevidad més baja que la progenie del cruce entre Hereford
y una raza “sintética” (Arthur et al., 1993). Ratones seleccionados por su caracteristica de
buenos corredores, presentaron sensibilidad al farmaco ritalin, a diferencia de ratones control

sin seleccion alguna (Rhodes et al., 2003).

Li et al. (2010), evidencio un menor nimero de polimorfismos en la secuencia del gen mclr,
gen clave en la pigmentacion del pelaje, en cerdos domesticados en comparacion con su

antepasado silvestre.

En investigaciones en poblaciones de cerdos, el jabali mostrd la mayor variabilidad en su
secuencia genética TLR5 en comparacion con las poblaciones comerciales de Occidente. Lo
que es consistente con el supuesto comun de que la variabilidad genética disminuye como

resultado del mejoramiento selectivo (Yang et al., 2013).

Magalhaes et al. (2015), concluye gque existe una baja diversidad en la region DQA del gen

mch de clase Il en conejos domésticos en comparacidn con sus parientes silvestres.

Segun Abrantes et al. (2013), habian diferencias en la variabilidad del gen TLR3 en las
poblaciones de conejo silvestre y sus razas domésticas, en donde la poblacion silvestre

presentaba un mayor nimero de polimorfismos.

Casos positivos también pueden encontrarse en animales seleccionados. En el ganado
vacuno, algunos autores como Mariotti et al. (2009), Zhang et al. (2009), y Sharma et al.
(2006) buscaron polimorfismos en los genes TLR2 y TLR4 y evaluaron la posibilidad de que
estos cambios conferian resistencia a enfermedades en el ganado vacuno. Ademas, Bishop
et al. (2010) reporta investigaciones sobre polimorfismos que si estan relacionados con la
resistencia a enfermedades en animales de granja, tales como polimorfismos en los genes
TLR2 y TLR4 en ovejas para resistencia a la mastitis o polimorfismos en el gen TLR4 de
pollos para resistencia a Salmonella. Xu etal. (2008) encontré que en la crianza de
Paralichthys olivaceus, existen polimorfismos en el gen mch clase Il, que confieren tanto

resistencia como susceptibilidad a la bacteria Vibrio anguillarum.



2.3 Sistema inmune

El sistema inmune es aquel en donde participan todas aquellas células y moléculas
responsables, cuya reaccién conjunta y coordinada responden frente a la entrada de los
componentes de los microrganismos, macromoléculas (como proteinas y polisacéridos) y a
pequefios compuestos quimicos que sean reconocidos como ajenos (Abbas et al., 2012). El
sistema inmune se divide en dos partes determinadas por la velocidad y la especificidad de
la reaccidn conocidas como la respuesta innata y la respuesta adaptativa (Parkin y Cohen,
2001; Abbas et al., 2012).

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra las infecciones microbianas,
y es un sistema conservado entre invertebrados y vertebrados (Parkin y Cohen, 2001; Takeda
y Akira, 2001). Tiene como objetivo el reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) de microorganismos. Las principales estructuras de
reconocimiento que mas destacan son las proteinas TLR (Toll like Receptor) encargadas del
reconocimiento de patdgenos y la subsecuente activacion del sistema inmune innato (Takeda
y Akira, 2001; Uematsu y Akira, 2006).

La inmunidad adaptativa es el sello distintivo del sistema inmune de los animales superiores
y es la segunda linea de defensa contra patogenos (Parkin y Cohen, 2001). Esta respuesta
consiste en reacciones especificas del antigeno a través de linfocitos T y linfocitos B, es
precisa, pero toma varios dias o semanas para desarrollarse (Takeda y Akira, 2001). La
respuesta adaptativa tiene memoria, de modo que la exposicién posterior conduce a una

respuesta mas vigorosa y rapida (Abbas et al., 2012).

2.4 Receptores de tipo toll (TLR’s)

Los receptores tipo toll, son una familia de receptores trans-membranales de reconocimiento
del patrén del sistema inmunitario. Son expresados en la superficie y en endosomas de
muchos tipos celulares, que reconocen estructuras microbianas como la endotoxinay el RNA
virico. Posteriormente, desencadenan la activacion de vias para la expresion de genes
inflamatorios y antiviricos de transduccion de la sefial. Estan conformadas por una regién
extracelular rica en leucinas, flanqueadas por estructuras ricas en cisteinas y una region
citoplasmatica llamado dominio TIR. Los TLR trabajan de manera conjunta ya sea formado

dimeros entre si 0 juntamente con otros (heterodimeros). También induce la maduracion de
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las células dendriticas y a la produccion de citoquinas, dando como resultado el desarrollo
de inmunidad adaptativa (Uematsu y Akira, 2006; Abbas et al., 2012; Delves et al., 2017)

Bacterial Bacterial Bacterial
Lipopéptidos Lipopétidos Bacterial Bacterial  Lipopéptidos Toxoplasma gondiii
Lipoproteinas  Lipoproteinas LPS  Flagelina Lipoproteinas Desconocido  Profilina
TLRT @TLRz @ TLR4 @TLRS @ TLR6 @ TLR10 @ TLR11 @
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. . . . . . . plasmatica
f e =
Dominio Viral
TIR Analogos de Bacterial

Viral  nucledtidos de CpG DNA
dsRNA ssRNA desmetilado

Compartimento
endosoémico

Transcripcion

.......................................

Figura 3. Familia de receptores tipo toll (TLR) y los diferentes patrones moleculares asociados a patdgenos
que activan a los factores de transcripcion. Adaptado de “Roitt’s Essential Immunology 13 ed” por D. Burton,
P. Delves, S. Martin & 1. Roitt, 2017.

Los TLR transducen sefiales en la célula a través de sus dominios TIR, que reclutan proteinas
adaptadoras dentro del citoplasma (como MyD88) que poseen motivos TIR similares. Estos
adaptadores propagan la sefial en sentido descendente, culminando en la activacion de los
factores de transcripcién NF«xB y la familia reguladora del interferon (IRF). La transcripcién
dependiente de NF«B se da por la activacion del complejo de quinasa IkB (IKK). En
conjunto, estas proteinas activan el complejo IKK, que a su vez fosforila el inhibidor de
NF«B (IkB). La fosforilacion de IkB se dirige a este tltimo para su degradacion, liberando
a NF«xB que luego puede translocarse al nucleo e iniciar la transcripcion de multiples genes.

(Abbas et al., 2012; Owen et al., 2013; Delves et al., 2017).
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Figura 4. Esquema general de la cascada de sefializacion cuando el PAMP se une al TLR. Adaptado de “Roitt’s
Essential Immunology 13 ed” por D. Burton, P. Delves, S. Martin & I. Roitt, 2017.

Nucleo

2.4.1 Repeticiones ricas en Leucinas (LRR)

Las repeticiones ricas en leucina (LRR) consisten en 2-45 motivos de 20-30 aminoacidos de
longitud (Enkhbayar et al., 2003). Las LRR crean un andamio proteico en forma de herradura
que es adaptable para la union y el reconocimiento de ligandos en las superficies externa
(convexa) e interna (concava) (Murphy et al., 2017). Las leucinas miran hacia el interior de
la proteina, formando un nucleo hidréfobo que actla para estabilizar la estructura general de
la proteina, con regiones variables hacia afuera para formar una hoja-p. Tal disposicion le

da alos TLR una forma clasica similar a un solenoide (Delves et al., 2017).

Los LRR se encuentran en proteinas que van desde virus hasta eucariotas, y parecen
proporcionar un marco estructural para la formacion de interacciones proteina-proteina

(Kobe & Kajava, 2001). Las proteinas que contienen LRR incluyen receptores de tirosina
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quinasa, moléculas de adhesidn celular, factores de virulencia y una matriz de glucoproteinas
de unién extracelular. Estan involucradas en una variedad de procesos bioldgicos,
incluyendo transduccion de sefiales, adhesion celular, reparacion de ADN, recombinacion,
transcripcion, procesamiento de ARN, resistencia a enfermedades, apoptosis y la respuesta
inmune (Rothberg et al., 1990; Ng & Xavier, 2011)

Repeticion rica en Leucinas (LRRs)
G

Dominio
Exteriror

Modelo en “Lazo”
del dominio exterior

SN L
848488 8488)188888888888888888

Membrana Celular

—~ | |

Dominio TIR <

Figura 5. Estructura de una cadena polipeptidica del TLR. Cada cadena de polipéptido TLR esta formada por
un dominio exterior de unidn al ligando (LRR, que contiene la secuencia LxxLxLxx, donde L es leucina y x
cualquier aminodcido), un dominio que atraviesa la membrana y un dominio interior (TIR). Adaptado de
“Janeway’s Immunobiology 9ed” por K. Murphy, et al., 2017.
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242 TLR2

El gen TLR2 codifica un receptor proteico capaz de detectar una variedad de patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPSs) asociados con bacterias gram-positivas o gram-
negativas, micobacterias, hongos, virus y parasitos. Reconoce varios componentes
microbianos, tales como lipoproteinas y peptidoglucanos de bacterias gram-positivas y
gram-negativas, acido lipoteicoico de bacterias gram-positivas. También se informa que
participa en el reconocimiento de lipopolisacaridos atipicos; estructuras diferentes de los
lipopolisacérido tipicos de bacterias gram-negativas (Takeuchi etal., 1999; Uematsu y
Akira, 2006; Mariotti et al., 2009; Zhang et al., 2009).

243 TLR4

El receptor Toll-like 4; sintetizado por el gen TLR4, reconoce especificamente el
lipopolisacarido bacteriano (LPS) junto con varios otros componentes de patdgenos,
moléculas enddgenas y endotoxinas asociadas con bacterias Gram negativas, lo que conduce
a la iniciacion de vias de sefializacion de células posteriores y la activacion de respuestas

inmunes innatas y adaptativas (Vaure y Liu, 2014; Behl et al., 2014).

2.5 Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)

El complejo MHC es una region gendmica que comprende genes muy polimérficos los
cuales codifican moléculas de anclaje de péptidos reconocidas por los linfocitos T.
Desempefian un papel crucial en las interacciones del hospedador y del patdgeno (Abbas
etal., 2012; Plasil et al., 2016). Los polimorfismos en MHC parecen haber sido fuertemente
seleccionados por presiones evolutivas. Esto probablemente ha surgido a través de la
seleccidn dirigida por patogenos para formar nuevos alelos que puedan ofrecer una mayor
"aptitud" para el individuo contra ellos. Estos polimorfismos pueden ser de sustituciones por
reemplazo (cambian un aminoacido) o sustituciones silenciosas (cambian el codén, pero
dejan el aminoéacido igual). Las sustituciones de reemplazo ocurren con una frecuencia mas

alta en relacion con las sustituciones silenciosas. (Delves et al., 2017; Murphy et al., 2017).

Hay dos maneras en las que el péptido del antigeno puede unirse al MHC. El antigeno puede
haber sido producido enddégenamente dentro de la célula, y estos son anclados con el MHC

de clase | a través de vias de procesamiento intracelular. El antigeno exdgeno se procesa a
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través de una via diferente, y se anclan también intracelularmente a las moléculas MHC de
clase Il (Parkin y Cohen, 2001). Las moléculas del MHC de clase Ill, son un grupo de
proteinas no relacionadas que no comparten similitud estructural o funcion con las moléculas
de clase | y Il, aunque muchas de ellas participan en otros aspectos de la respuesta
inmunitaria (Owen et al., 2013). Por lo tanto las moléculas codificadas por MHC que se
anclan al antigeno, estan directamente implicadas en interacciones moleculares con péptidos

especificos derivados de patdgenos a los que esta expuesta una poblacion (Plasil et al., 2016).

Los genes que componen al sistema MHC de clase | y Il, son los mas polimérficos del
genoma humano. Para algunos de estos genes se han identificado més de 600 variantes
alélicas. Sin embargo, cabe exceptuar la region genética DRA dentro del sistema MHC ya
que dicha secuencia gendémica no varia entre distintos individuos por lo que se dice que son

monomorficas (Delves et al., 2017).
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2.6 Cebadores

Un cebador es una secuencia corta de ADN monocatenario necesario para la replicacion del
ADN debido a que las enzimas que catalizan este proceso (ADN polimerasas) solo pueden
agregar nuevos nucledtidos a un fragmento existente de ADN. Es utilizado en la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en donde se utiliza un par de cebadores que se
hibridan con un ADN molde para definir la region a amplificar (NIH, 2022).

2.6.1 Disefio de cebadores

Un buen cebador es aquel que amplifican especificamente la regidn de interés en el genoma
y el investigador debe tener en cuenta ciertos criterios basicos para su elaboracion (Beyene,
2014)

Como primer criterio esta la especificidad donde se toman en cuenta dos puntos criticos: a)
Los cebadores deben ser complementarios a las secuencias que flanquean a la region diana
y b) los cebadores no deben ser complementarios a otras zonas gendémicas que no sean las

requeridas (Beyene, 2014).

El segundo criterio para tomar en cuenta es el tamafio del cebador. Un rango ideal de los
oligonucledtidos puede estar comprendido entre 18-24 nucleétidos (Beyene, 2014). La
longitud del cebador determina la temperatura de annealing y preferiblemente se excluyen
aquellas que muestran una temperatura inferior a 50°C (Chen et al., 2003). Cebadores cortos
de entre 8-10 pb presentan temperaturas de annealing relativamente bajas (36-40°C) (Liu &
Cordes, 2004).

El tercer criterio es la temperatura de fusion (Tm). Es aquella temperatura a la que la mitad
de un ADN bicatenario particular se disociard y se convertird en ADN monocatenario. La
estabilidad de un duplex de ADN cebador-molde se puede medir mediante su Tmy aquellos
cebadores que presenten un Tm entre 52-60°C generalmente presentaran mejores resultados
(Beyene, 2014). Cabe mencionar que entre cada par de cebadores, el Tm solo puede tener

una diferencia maxima de 5°C (Chen et al., 2003).

Como cuarto criterio esta el tamafio del amplicon. La Taq polimerasa amplifica facilmente
una longitud de fragmento en un rango de 1000 bp a 2000 bp, agregando 1000 bp por minuto.
Para una PCR estandar, los cebadores deben ser complementarios a las regiones del ADN

diana con una separacion de 1000 pb entre si (Beyene, 2014).
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El quinto criterio son los dimeros de cebadores. La cual consta de cebadores que se han
unido (hibridado) entre si debido a bases complementarias en los mismos. En consecuencia,
la ADN polimerasa amplifica los dimeros, conduciendo a la competencia por los reactivos
de PCR (Beyene, 2014). Hay dos tipos de dimeros intermoleculares: el self-dimer, formado
por cebadores que se hibridan consigo mismo, y el hetero-dimer, formado por los cebadores
forward y reverse que hibridan entre si (Beyene, 2014; Pala, 2019). Para evitar la formacién
de dimeros, se evalta la energia libre de Gibbs (AG) ya que la estabilidad de union se mide
mediante este parametro y cuanto menor sea la AG, mas estable es el dimero (Qu &
Chenggang, 2015). La AG también es usada para evaluar el hairpin-loop (una estructura
secundaria) ya que esta se forma debido al doblez que realiza el extremo 3"de un cebador
cuando se une con sus propias bases (Chen et al., 2003). Generalmente, valores para el AG
> -6.0Kcal/mol son aceptables (Pala, 2019) aunque algunos autores como Kim et al. (2016)

consideran validos valores AG > -9.0Kcal/mol.

Como ultimo punto esta la evaluacion del contenido G/C dentro de los cebadores. Un buen
contenido G/C dentro del cebador oscila entre el 40-60%, lo que garantiza una unién estable
entre el cebador y el ADN molde (Beyene, 2014; Buck et al., 1999). Un alto contenido G/C
dentro de los cebadores asegura una mayor estabilidad a su unién con al ADN molde, pero
a su vez disminuye el AG (Qu & Chenggang, 2015).

Para (Chen et al., 2003), otro criterio también para tomar en cuenta es la baja complejidad
en el cebador durante su elaboracion. Debido a que reducird su poder de discriminacion
dentro del genoma y por ende reducira su especificidad. Normalmente, se excluyen cuatro o
mas nucledtidos continuos, como AAAA, TTTT, CCCC o GGGG tanto para el cebador
forward como reverse. También se evitan las repeticiones continuas de nucledtidos tales
como: "ATATAT", “GCGCGC”, etc.

2.7 Diversidad genética

Es la variacion de alelos y genotipos presentes en una poblacion la cual proporciona una
base para los procesos adaptativos y evolutivos (Sheriff & Alemayehu, 2018). La diversidad
genética surge principalmente como variantes en la secuencia de nucledtidos en el ADN. Las
mutaciones pueden ocurrir en la region codificante de los genes, en las regiones espaciadoras
dentro y entre los genes, en el nimero de copias de genes, en la relacion de ligamiento entre

varios genes o incluso en cromosomas completos. Una pequefia parte de estos cambios se
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traduce en variacion de proteinas, en polimorfismos de marcadores o en variaciones de

caracteres fisioldgicos o morfoldgicos (Brown, 2008).

La diversidad genética en los animales de granja es necesaria para satisfacer las necesidades
de produccidn actuales en diversos entornos. Permite un mejoramiento genético sostenido
facilitando una rapida adaptacion de aquellos caracteres seleccionados durante la crianza
(Notter, 1999).

La diversidad genética es estimada mediante el calculo de pardmetros o indices que
cuantifican la variacion genética (polimorfismos) y resumen dicha informacion en términos

numéricos mucho mas manejables (Barahona Padilla, 2014).

2.8 Red y estimacion de haplotipos

La construccion de redes de haplotipos es un enfoque ampliamente utilizado para analizar
datos genéticos y visualizar, dentro de una poblacion o especie, relaciones genealdgicas a
nivel intraespecifico. Es una herramienta que nos ayuda a realizar inferencias sobre la

biogeografia y la historia de las poblaciones (Leigh & Bryant, 2015; Paradis, 2018).

Las redes permiten distinguir patrones demograficos, flujo genético, cuello de botella
genético o un probable efecto fundador en las poblaciones. También es empleado para
evaluar eventos como hibridacion, transferencia genética horizontal o recombinacion
(Pajares Chirre, 2018; Villanueva Caceda, 2018).

La estimacion de haplotipos es cada vez mas importante a medida que entramos en la era de
la secuenciacion a gran escala. Debido a que las secuencias y datos de polimorfismos
generalmente toman la forma de genotipos no estimados, no se observa directamente en cual
de los dos cromosomas parentales (o0 haplotipos) se encuentra un alelo particular.
Afortunadamente, los nuevos avances en los métodos computacionales y de laboratorio
prometen una mejor determinacion en la estimacion de los haplotipos. Estos métodos pueden
ayudar en la deteccion de mutaciones recurrentes dentro de una secuencia (Browning &
Browning, 2011; Kong et al., 2008)

En la actualidad, uno de los métodos de reconstruccion de haplotipos mas utilizados se
implementa en el software PHASE. Este enfoque bayesiano emplea los tiempos de
coalescencia entre un haplotipo dado y el haplotipo de plantilla subyacente. Ademas, utiliza

el método de Monte Carlo basado en cadenas de Markov permitiendo explorar el espacio de
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todas las soluciones posibles. PHASE es adecuado para cantidades moderadamente pequefias
de marcadores (hasta 100) y tamafios de muestréales pequefios (hasta varios cientos de
individuos) (Browning & Browning, 2011; Garrick et al., 2010; Marchini et al., 2006).

La mayor desventaja del programa PHASE es la transformacion en un codigo numérico antes
de ejecutar el programa, y los resultados deben transformarse nuevamente a la nomenclatura
nucleotidica original. Por lo tanto, la transformacién de datos puede resultar muy laboriosa
con grandes conjuntos de datos (Bettencourt et al., 2008). También, que a pesar de tener un
umbral de confianza mayor al 90% y generar muy pocos falsos positivos, la mayoria de los
genotipos cuyo alelo solo se presentaban una vez no pudieron resolverse (Garrick et al.,
2010). Tishkoff et al. (2000) recalca que en aplicaciones donde los haplotipos raros son

informativos, los enfogues computacionales por si solos pueden ser inadecuados.

Bettencourt et al. (2008), concluye que el uso del software PHASE v2.1.1 tuvo el mejor
rendimiento general tanto en la construccién de haplotipos como en el célculo de su
frecuencia. Su investigacion fue el primer trabajo destinado a probar métodos estadisticos
utilizando 122 haplotipos de HLA (A-B-Cw-DQB1-DRB1); determinado mediante recuento
directo, y comparandolos con haplotipos obtenidos mediante programas de estimacion
haplotipica. Marchini et al. (2006) también demuestra que el algoritmo del programa PHASE

es el mas preciso para la estimacion de haplotipos.

Al igual que con otros genes y tamafios de muestra, se comprueba que los métodos
computacionales pueden proporcionar un calculo eficaz de las frecuencias de haplotipos
mediante el uso de datos de individuos no relacionados (Fallin & Schork, 2000; Zhang et al.,
2001; Xu et al., 2002; Avery et al., 2005; Bettencourt et al., 2008)

La préctica estandar de omitir genotipos no resueltos de los andlisis posteriores puede dirigir
a reducciones considerables en la diversidad filogenética general que se inclina hacia la
pérdida de alelos con divergencias de secuencia por pares mayores que el promedio y, a su
vez, esto causa un sesgo sistematico en las estimaciones de parametros genéticos. (Garrick
etal., 2010)
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de muestreo

Se escogieron zonas geograficas en donde la poblacion de camélidos presentaba una mayor
densidad poblacional. Para el caso de alpacas y Ilamas se escogio el centro de investigacion
en camélidos del INIA ubicado en el anexo Quimsachata de la EEA Illpa. Ubicado entre los
distritos de Santa Lucia y Cabanillas de las provincias de Lampa y San Roméan
respectivamente en el departamento de Puno. Esta situado entre las coordenadas 15° 04’ S'y

70° 78> W. Este centro viene realizando trabajos de investigacion bajo la direccion del
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Figura 7. Ubicacién de los puntos de muestreo en Ayacucho y Puno.



En vicufias se escogid La Reserva Nacional Pampa Galeras Barbara D’ Achille, ubicada en
la provincia de Lucanas, departamento de Ayacucho y entre las coordenadas 14°41°35”” S y
74°22°08”” W. Esta reserva nacional concentra la mayor poblacion de vicufias del pais y del

mundo en un espacio muy reducido.

Se colectaron 30 muestras de alpacas, llamas y vicufias. Dando en total 90 muestras de
camélidos sudamericanos (Anexos 1y 2). Para este estudio, no se pudo considerar a la

poblacion de guanacos.

3.2 Toma de muestra

El animal fue inmovilizado sujetandolo del cuello mediante una maniobra tipo ahorque y
también de la cola levantandola al mismo tiempo. Se ubicaron los huesos tubérculo ventral
caudal y Proceso transverso en las vértebras cervicales VI 'y VII. En esta zona se encuentran
las venas yugulares donde se inserta la aguja vaccutainer de 21g para la extraccion
aproximada de 5ml de sangre en tubos vaccutainer conteniendo EDTA. Como plan de
contingencia en caso no poder extraer sangre de la yugular, se postra al animal en el suelo
hacia uno de sus costados y se ubica la vena femoral cercana al hueso Fémur en el miembro

pélvico y se procede a la extraccion.

Figura 8. Toma de muestra sanguinea. (Izquierda) toma a partir de la vena yugular.
(Derecha) toma a partir de la vena femoral.
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3.3 Procesamiento de las muestras

Los tubos que contuvieron la sangre fueron almacenados a 4°C esperando a la sedimentacion
de globulos rojos para la visualizacion de tres fases: Plasma, Glébulos blancos y Globulos
rojos. Se colecto 200pl de la interfase, tratando de colectar la mayor cantidad de glébulos
blancos posibles en tubos eppendorf de 1.5ml. Posteriormente se realiz6 una serie lavados a
la muestra con 500ul de TE 20:5 en una centrifuga a 7500rpm por 3 minutos para poder

descartar el exceso de plasma y glébulos rojos presentes.

3.4 Extraccién y evaluacion de ADN a partir de glébulos blancos

La metodologia empleada para la extraccion de ADN fue la de Salting out (Aljanabi &
Martinez, 1997) con ciertas modificaciones ya establecidas por el Laboratorio de Ecologia

Molecular y Biodiversidad de la UNMSM. Dicho protocolo se explica a continuacion:

1. A cadatubo conteniendo los glébulos blancos limpios se le adiciono un volumen
de TNE:Urea c.s.p 250 ul, 50pl de SDS 10% (concentracion final 2%) y 5ul de
Proteinasa K 20mg/ml. Se homogeneizo por inversion cada tubo para que cada
reactivo pueda actuar de mejor manera y posteriormente se incubo a 60°C por un

tiempo de dos horas realizando agitaciones constantes cada cierto lapso.

2. Al término de la lisis, se agreg6 15ul de NaCl 5N (concentraciéon final 0.25M),
se invirtié el tubo hasta homogenizarlo. El siguiente paso fue agregarle una
tercera parte con respecto al volumen de solucién con acetato de amonio 10M y
repetir el proceso de homogenizacion. Finalmente se agregd un volumen de
Isopropanol helado en proporcion 1:1 con respecto al volumen total, se agito por

inversion hasta formar una nubosidad y se incubo a -20°C por 30 minutos.

3. Al término de la incubacion, las muestras se centrifugan a 7500rpm por 10
minutos debido a la alta concentracion de ADN presente en el tubo. Se descarto
el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 100ul de TE 20:5 para
posteriormente agregarle 5ul de NaCl 5M (concentracién final 0.25M) y Etanol
absoluto helado en relacién 3:1 con respecto al volumen del tubo. Se agito por
inversion hasta volver a formar la nubosidad y se centrifugd a 7500rpm por 10

minutos.
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4. Se descarto el sobrenadante y el pellet fue lavado 3 veces. El primer lavado con
500ul de Etanol Absoluto (70%): TE20:5(30%). El segundo lavado con 500ul de
Etanol Absoluto (70%): TE20:1(30%) y finalmente, el tercer lavado con 500ul
de Etanol Absoluto (70%): Agua destilada (30%). En cada lavado el pellet se
centrifugo a 13500rpm por 5 minutos y descartando al término de cada lavado el
sobrenadante.

5. El pellet resultante se llevé a incubacién a 60°C por 30-40 minutos para evaporar

la totalidad de etanol presente en la muestra.

6. Una vez terminado el tiempo de incubacion, el pellet fue resuspendido en 100pl
de TE 20:1

Una vez obtenido el ADN, se procedio a la evaluacion de la integridad de este. Para ello, se
mezcl6 3ul de ADN de cada individuo con 1l de Buffer Loading 6X y se carg6 en geles de
Agarosa a una concentracion del 1%. Las condiciones de la electroforesis fueron 110 V por
un tiempo de 30 minutos. La tincién del gel fue en Bromuro de Etidio (5mg/ml),

visualizandose en un transiluminador UV.

3.5 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion para determinar la concentracion de ADN (ng/ul) y el estado de pureza o
relacibn ADN/Proteina mediante la relacién entre la absorbancia a 260nm y la absorbancia
a 280nm (A260/A280), se determind mediante el uso de un espectrofotometro Nanodrop™

(Thermo Fisher Scientific, Inc).
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Figura 9. Equipo Nanodrop™ para cuantificacién de ADN.

3.6 Amplificacion de los genes TLR2 y TLR4

3.6.1 Disefio de cebadores

La busqueda de los genes se realiz6 en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Los cddigos de accesién para los mMRNA de los genes TLR2 y
TLR4 en Vicugna pacos fueron XM_015246997.2 (ubicado en la secuencia gendmica
NW_021964157.1) y XM _006211381.3 (ubicado en la secuencia gendémica
NW_021964163.1) respectivamente. Como el mMRNA se compone de varios exones, en cada
secuencia se identificd a aquel exon que contenian la region codificante del gen de interés.
Para el caso del gen TLR2 su mRNA tenia un tnico exon por lo fue sencillo ubicar su region
codificante. Sin embargo, para el gen TLR4 su mRNA presentaba 3 exones y cuya region
codificante del gen de interés se encontraba en el exdn nimero 3. A continuacion, se utilizo
la herramienta blastx (Zhuang et al., 1997) del NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para traducir cada region codificante a proteina e

identificar la posicién de su dominio extracelular o region rica en leucinas (LRR). La
secuencia del gen TLR2 se amplié 400bp aguas arriba, para poder realizar el disefio de su

cebador forward.
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El proceso se repitié usando a los miembros de la familia Camelidae (Camelus ferus,
Camelus dromedarius y Camelus bactrianus) con la finalidad de elaborar cebadores
universales. Las secuencias obtenidas fueron descargadas y posteriormente alineadas entre
si usando la herramienta ClustalW del programa BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) para ver su

estado de conservacion.

Como secuencia molde para la elaboracion de los cebadores se utilizd la secuencia de
Vicugna pacos para ambos genes debido a su relacion directa con todas las especies de
camélidos sudamericanos. Se usO la herramienta OligoAnalyzer y PrimerQuest de IDT

(http://www.idtdna.com/Scitools/Scitools.aspx) asegurando que los valores de los AG

(kcal/mol) para hetero-dimer, self-dimer y hairpin sean AG>-6 kcal/mol. Ademas de que

cada cebador tuviera una Tm=60°C £ 1°C y una proporcion G/C entre 45-55%.

Los cebadores candidatos fueron alineados usando la herramienta ClustalW del programa
BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) con todos los individuos seleccionados con la finalidad de
obtener un consenso entre las secuencias (Clustal consensus) que difiera en maximo 2 bases

por cada cebador.

Cada cebador fue alineado en el genoma de la alpaca (Vicugna pacos) utilizando la

herramienta In-Silico PCR de la Universidad de Santa Cruz de California

(https://genome.ucsc.edu) para determinar que exista una tnica zona de union para cada uno.

Tabla 1: Secuencia de cebadores usados para la amplificacion de la region LRR en los genes TLR2 y
TLR4 en camélidos

Cebador Direccion Secuencia (5°—3’) Tamafio del
amplicon (bp)

V.PTLR2 Forward ~ GCTGTCAAACACAATCACTC
LRR F

878
V.PTLR2 Reverse CAGTTTCACCAGCTCACTAA
LRR R
I\_/I.QPRTIL_R4 Forward TTCAAGGGTTGCTGTTCTC

615
\L’;RTFER“ Reverse CAGGAAATGCTGGTGTTCA
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3.6.2 Amplificacion de la region LRR de los genes TLR2 y TLR4 mediante PCR

La estandarizacion de los cebadores para la amplificacion de la region rica en leucinas (LRR)
de los genes Toll Like Receptor se llevo a cabo utilizando la enzima Maximo Tag DNA
Polymerase 5U/ul y MgCI2 100mM (GeneOn), Fermentas Taq Buffer 10X with KCI
(Thermo Fisher Scientific) y dNTPs (Geneaid™) utilizando distintas concentraciones de
MgCI2 (1, 1.5, 2 y 2.5 mM) y rangos de temperatura (50-60°C) y determinar el mas 6ptimo
de ellos. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosystems
Abi 2720 GeneAmp. Las concentraciones finales establecidas para los reactivos y el

programa final de amplificacién se muestran en las tablas 2 y 3 respectivamente.

Para verificar si la amplificacion de los genes se realiz con éxito, los productos de PCR
fueron separados mediante electroforesis en un gel de Agarosa al 2.5% junto con un DNA
ladder 100bp RTU (GeneDireX). Las condiciones de la electroforesis fueron 110 V por un
tiempo de 20 minutos. La tincion del gel se realizé con Bromuro de Etidio (5mg/ml) y

revelado en un transiluminador UV.

Tabla 2: Protocolo de amplificacion de la region LRR en los genes TLR2 y TLR4

: Concentracion Concentracion Volumen x

Reactivo L .

inicial final Tubo
Agua Estéril 20.325 pl
Taq Buffer 10X 10X 1X 2.5 ul
MgCl> 100 mM 1.5 mM 0.375 pl
dNTPs 10 mM 0.08 mM 0.2 ul
Cebador Forward 10 uM 0.08 uM 0.2 ul
Cebador Reverse 10 uM 0.08 uM 0.2 ul
Taq DNA Polymerase 5U/ul 1U 0.2 ul
ADN 100 ng/ul 100 ng 1pl
Volumen final 25ul
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Tabla 3: Programa de amplificacion de la region LRR en los genes TLR2 y TLR4

Fase Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 35 95°C 30 segundos
Hibridacién 35 58°C 30 segundos
Extension 35 72°C 1 minuto
Extension final 1 72°C 5 minutos

3.7 Amplificacion de los genes DPB1, DQB1 y DRB1 del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 11 (MHCII)

3.7.1 Disefio de cebadores

La bdsqueda de estos genes se basé en los genomas de los camélidos del viejo mundo para
posteriormente ubicarla en el genoma de alpaca. La blsqueda se realiz6 en la base de datos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information). El codigo de accesién para el
gen DPB1 en Camelus ferus fue XM_032462786.1 ubicado en la secuencia genémica
NC_045715.1. Para los genes DQB1 y DRBL se utilizaron los codigos de accesion de mRNA
XM _010949126.1 y XM _010949122.1 respectivamente de Camelus bactrianus ubicados en
la secuencia genémica NW_011511766.1. La secuencia de los genes DPB1 de Camelus
ferus y DQB1 y DRB1 de Camelus bactrianus, se alinearon en el genoma de Vicugna pacos
usando el programa BLAST-genomes (Zhang et al., 2000)
(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) del NCBI para poder extraer las secuencias
correspondientes en alpaca. De cada gen del complejo mayor de histocompatibilidad clase
I1 (MHCII) se identifico la region codificante para el exon nimero 2.

Todas las secuencias molde durante la elaboracion de los cebadores fueron sacadas del
genoma de Vicugna pacos. Se usé la herramienta OligoAnalyzer y PrimerQuest de IDT

(http://www.idtdna.com/Scitools/Scitools.aspx) asegurando que los valores de los AG
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(kcal/mol) para hetero-dimer, self-dimer y hairpin sean valores AG>-6 kcal/mol. Ademas,
que cada cebador tuviera un Tm=60°C + 1°C y un G/C entre 45-55%.

Los cebadores candidatos fueron alineados usando la herramienta ClustalW del programa
BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) con los individuos de la familia Camelidae con la finalidad de
obtener un consenso entre secuencias que difiera en méaximo 2 bases por cada cebador ya
que, si la diferencia de bases aumenta, la especificidad de union del cebador con la secuencia
molde disminuiria mas aun si dicha diferencia se ubica cerca del extremo 3’ (Iserte et al.,
2013).

Cada cebador fue alineado en el genoma de la alpaca (Vicugna pacos) utilizando la
herramienta In-Silico PCR de la Universidad de Santa Cruz de California
(https://genome.ucsc.edu) para determinar que exista una Unica zona de unidn para cada

uno.

Para la elaboracion de estos cebadores, se tomé en cuenta la nomenclatura IUPAC para el

sistema de bases degeneradas como se muestra en la Tabla 4

Tabla 4: Nomenclatura IUPAC para el sistema de bases nucleotidicas degeneradas

Cadigo Nucledtidos Explicacién de la denominacién*
R AlG PuRine

Y CIT PYrimidine

M A/C AMino

K GIT Keto

S CIG Strong interaction

W AIT Weak interaction

H AICIT Not G, H follows G in alphabet
B CIGIT Not A, B follows A in alphabet
\Y/ A/CIG Not T/U, V follows U in alphabet
D AIGIT Not C, D follows C in alphabet
N A/TIGIC ANy

Nota: Adaptado de “The State of Knowledge in Designing Primer of interest for successful
Polymerase Chain Reaction: A review” por D. Beyene, 2014. Advanced Journal of Biological
Sciences Research, 2(1), 1-12

*Abreviatura del idioma inglés en mayUscula y en negrita, la letra usada en la columna del cédigo.
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Tabla 5: Secuencia de cebadores usados para la amplificacion del exén 2 en los genes DPB1, DQB1y
DRBL1 del MHC clase Il en camélidos

Cebador Direccion Secuencia (5°—3”) Tam_aﬁo del
amplicon (bp)
V.P
Forward
DPB1 E CAGGGTCTTCTCTCCTCMA
357
V.P
Reverse
DPB1 R AGAGYGTCTCATGGGTGTT
V.P = d
orwar CGTGATCTCAYRTCTCACTATG
DQB1F
326
V.P
Reverse
DOB1R TCTCTTACGCCACTCCAC
VP Forward CTTGTGCTGGTGCTTAGG
DRB1F
598
V.P
Reverse
DRBL R TGAAGTCACGCAYTGTCTC

3.7.2 Amplificacion del exdn 2 para los genes DPB1, DQR1 y DRB1 del MHC clase Il
mediante PCR

La estandarizacion de los cebadores para la amplificacion de la region rica en leucinas (LRR)
de los genes Toll Like Receptor se llevo a cabo utilizando la enzima Maximo Taq DNA
Polymerase 5U/ul y MgCl> 100mM (GeneOn), Fermentas Taq Buffer 10X with KCI
(Thermo Fisher Scientific) y dNTPs (Geneaid™) utilizando distintas concentraciones de
MgCI2 (1, 1.5, 2 y 2.5 mM) y rangos de temperatura (50-60°C) y determinar el méas éptimo
de ellos. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosystems
Abi 2720 GeneAmp. Las concentraciones finales establecidas para los reactivos y el

programa final de amplificacion se muestran en las tablas 6 y 7 respectivamente.

Para verificar si la amplificacion de los genes se realizé con éxito, los productos de PCR
fueron separados mediante electroforesis en un gel de Agarosa al 2.5% junto con un DNA
ladder 100bp RTU (GeneDireX). Las condiciones de la corrida electroforética fueron 110
V por un tiempo de 20 minutos. La tincidn del gel se realiz6 con Bromuro de Etidio (5mg/ml)

y revelado en un transiluminador UV.
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Tabla 6: Protocolo de amplificacién del exén 2 para los genes DPB1, DQB1 y DRB1 del MHC clase 11

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen x
inicial final Tubo
Agua Estéril 20.325 pl
Taq Buffer 10X 10X 1X 2.5 ul
MgCl, 100 mM 1.5mM 0.375 ul
dNTPs 10 mM 0.08 mM 0.2 ul
Cebador Forward 10 uM 0.08 uM 0.2 ul
Cebador Reverse 10 uM 0.08 uM 0.2 ul
Taq DNA Polymerase 5 U/l 1U 0.2 ul
ADN 100 ng/pl 100 ng 1l
Volumen final 25ul

Tabla 7: Programa de amplificacion para el exon 2 de los genes DPB1, DQB1 y DRB1 del MHC clase 11

Fase Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 35 95°C 30 segundos
Hibridacién 35 60°C 30 segundos
Extension 35 72°C 30 segundos

Extension final 1 72°C 5 minutos




3.8 Secuenciamiento

Todos los fragmentos de ADN amplificados se enviaron a los laboratorios MCLAB
(Molecular Cloning Laboratories). El formato seguido para el establecimiento de volimenes
y concentraciones previas para su correcto secuenciamiento, fue estipulado por la misma
empresa segun lo registrado en su propia pagina web
(https://www.mclab.com/Ipage/sequencingpromotion/easyformat.html).  Se enviéo un
volumen de 20ul de ADN amplificado de cada muestra a una concentracion aproximada de
10ng/ul. Para los cebadores, se requirid una concentracion de 5uM y un volumen total
necesario para que cada muestra a secuenciar requiera de 5ul de estos. Previo al
secuenciamiento, las muestras fueron purificadas mediante el protocolo propuesto por la
empresa MCLAB (PCR clean-up). El secuenciamiento se realizé en un solo sentido (reverse)

y bajo el protocolo Easy Format™ Reaction de la propia empresa MCLAB.

3.9 Calidad de secuencias

La calidad de las secuencias obtenidas se evalu6 visualizando los electroferogramas
correspondientes de cada individuo obtenidos del secuenciamiento (archivo AB1). Estas
ayudaron a identificar las posibles bases erradas nucleotidicas “N” resultantes para su

correccion, el ruido obtenido en las secuencias y las bases que presenten heterocigosidad.

Usando el programa BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999), las secuencias fueron alineadas entre si con
su secuencia gendémica correspondiente de la base de datos del NCBI. Una vez alineadas, se
extrajeron las posiciones desde el inicio hasta la ultima base de la region a analizar. Para
comprobar la identidad de las secuencias extraidas, se realizd un alineamiento con la base
de datos Genebank del NCBI mediante la herramienta Blastn (Zhang et al., 2000). Esto

permitio corroborar si las secuencias extraidas fueron las correctas.

3.10 Reconstruccion de haplotipos

Al ser las secuencias provenientes del ADN nuclear, los resultados obtenidos del
secuenciamiento muestran el resultado de la combinacion de 2 secuencias parentales. Es por
ello por lo que el secuenciamiento llega a presentar en ciertas posiciones nucleotidicas picos
superpuestos (heterocigosis). Mediante el programa PHASE v2.1.1 (Stephens et al., 2001,

Stephens & Scheet, 2005) se reconstruyeron los haplotipos de cada individuo. Se
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transformaron las bases nucleotidicas que presentaban heterocigosis a un codigo binario para
obtener bajo el mismo codigo los resultados de las secuencias nucleotidicas méas probables.
Posteriormente se transforma el cddigo binario resultante a las bases nucleotidicas

obteniendo asi los haplotipos parentales.

3.11 Analisis de la diversidad genética

La diversidad genética de las secuencias fue estimada a traves del calculo de los indices de
diversidad genética mediante el programa bioinformatico DnaSP v6.12.03 (Rozas et al.,
2017). Se calculo el nimero de haplotipos (h), numero de sitios polimorficos (S), diversidad
haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (m), nimero promedio de diferencias a pares de

individuos (k) y el estimador de watterson (6w).

Para estimar los valores de la variabilidad y diferenciacion genética, se utilizaron los
programas bioinformaticos DnaSP v6.12.03 (Rozas et al., 2017), Arlequin v3.5.2.2
(Excoffier & Lischer, 2010) y el software NETWORK 10.0.

También se analiz6 el indice de diversidad molecular tales como: el nimero de
transversiones (Tv), el nimero de transiciones (Ts), composicién nucleotidica porcentual de
las secuencias, entre otros. Estos valores fueron obtenidos mediante el programa Arlequin
v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

3.11.1 NUmero de haplotipos (h)

Son todos aquellos haplotipos diferentes dentro de una muestra. Es decir, el nimero de
secuencias diferentes (Masatoshi Nei, 1987). Un haplotipo es aquel material genético

haploide heredado por una sola linea parental (Pajares Chirre, 2018)

3.11.2 NUmero de sitios polimérficos (S)

Se refiere al nimero de posiciones en la secuencia que presentan por lo menos un
polimorfismo (Barahona Padilla, 2014; Pajares Chirre, 2018). Los sitios polimorficos, dentro

de una secuencia de ADN, pueden dividirse a su vez en:
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e Sitios informativos: Son los sitios en los cuales hay, por lo menos, dos nucleétidos
diferentes y uno de ellos con una frecuencia muy alta.
e Sitios no informativos (singletons): Son los sitios que contienen solamente un

nucledtido distinto al ser comparados con las demas secuencias en un alineamiento.

3.11.3 Numero promedio de diferencias nucleotidicas (k)

Es el promedio de diferencias nucleotidicas entre cada par de secuencias dentro de una
muestra (Tajima, 1983). Depende en gran medida del nidmero de posiciones y solo es

comparable en muestras de igual longitud.

El pardametro k se calcula mediante la siguiente ecuacion:

n
k..
-3
i=1; i<j (%)

Donde:

kij= Numero de diferencias entre la secuencia i y la secuencia j
n= numero de secuencias

i=la secuencia i-ésima

j= la secuencia j-ésima

3.11.4 Estimador de Watterson Theta-W (6w)

El estimador Watterson es un método para describir la diversidad genética en una poblacion
contando el nimero de sitios polimdrficos. También es una medida de la "tasa de mutacion

poblacional” ligada a la diversidad de nucleétidos observada (Watterson, 1975).

El parametro 6y se calcula con la siguiente ecuacion:
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Donde:
S= numero de sitios polimorficos
n= numero de secuencias diferentes comparadas

i= la secuencia i-ésima

3.11.5 Diversidad haplotipica (Hd)

Nei (1987) la define como es la probabilidad de que 2 haplotipos tomados al azar sean
diferentes. El valor de Hd varia dentro de un rango entre 0 y 1. Si todos los haplotipos son

iguales el valor de Hd sera 0 y si todos son distintos el valor de Hd sera 1.

La diversidad haplotipica se calcula son la siguiente formula:

Donde:

n= numero de secuencias

h= numero de haplotipos diferentes
pi= frecuencia del haplotipo i

i= la secuencia i-ésima

3.11.6 Diversidad nucleotidica ()

Es la probabilidad de que 2 nucle6tidos en la misma posicién (homdlogos) tomados al azar
sean diferentes (Nei & Li, 1979). Se calcula determinando las diferencias nucleotidicas a

pares de haplotipos ponderandolas con las frecuencias de éstos.

La diversidad nucleotidica varia en un rango de 0 a 1. Si las secuencias de una muestra
presentan los mismos nucledtidos sera 0 y si las secuencias de una muestra presentan todos

los nucledtidos diferentes sera 1 (Villanueva Caceda, 2018).

Se calcula con la siguiente formula:
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T =

n
n—1 2 Pipjdij

Donde:

n= numero de secuencias

pi= frecuencia del haplotipo i
p;j= frecuencia del haplotipo j

dij= proporcion de nucledtidos diferentes entre los haplotipos iy j

3.12 Pruebas de neutralidad

Las pruebas de neutralidad son estadisticos que evallan si las secuencias han evolucionado
al azar (neutralmente) o si han sido influenciadas por eventos de seleccién, contraccion o
expansion, es decir, detectan desviacion de la hipétesis nula de evolucion neutral (Barahona
Padilla, 2014). Las pruebas mas empleadas son el estadistico D de Tajima (Tajima, 1989),
el estadistico Fs de Fu (Fu, 1997), el estadistico D* de Fuy Li (Fu & Li, 1993) y el estadistico
R> (Ramos-Onsins & Rozas, 2002).

Los estadisticos D de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997), fueron calculados con
el programa Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). El estadistico D* de Fu y Li (Fu
& Li, 1993) y el estadistico R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002), se calcularon con el
programa DnaSP v6.12.03 (Rozas et al., 2017). Ya que es imposible calcular el p-value
exacto asociado a estadisticos, el nivel de significancia fue estimado con 10000 simulaciones
de coalescencia y un intervalo de confianza del 95% con la herramienta coalescent
Simulations (DnaSP v5) del software DnaSP v6.12.03. Solo el calculo del estadistico D de

Tajima se realizé a un nivel de confianza del 90%.

3.12.1 D de Tajima

El parametro D de Tajima calcula la diferencia entre dos medidas de diversidad genética: el
namero medio de diferencias nucleotidicas () entre pares de secuencias y el nlimero de
sitios polimarficos (S). Se espera que estas medidas sean iguales en una poblacion de tamafio

constante que evoluciona de forma neutral (Tajima, 1989).
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El indice D de Tajima se calcula de la siguiente manera:

d
D =
VV(d)
d=6,—-86,
0, =mXm

Donde:

d= diferencia entre 2 estimadores
V(d)= varianza de “d”

0.= estimador Theta-pi

Bw= estimador de Watterson

7= diversidad nucleotidica

m= tamafio en pares de bases de la secuencia

Si D = 0 significa que las secuencias mutan de manera aleatoria, mientras que valores
diferentes a cero permiten el rechazo de hip6tesis nula de estabilidad poblacional: D < 0
significa que hubo una expansion poblacional reflejada en el exceso de haplotipos raros de
baja frecuencia, y D > 0 indicaria la presencia de haplotipos frecuentes (seleccion positiva)
y la carencia de haplotipos raros en la poblacién (Barahona Padilla, 2014; Villanueva
Céceda, 2018).

3.12.2 Fs de Fu

Es considerado el indice mas poderoso para detectar cambios poblacionales cuando el
tamafio de muestra es grande (Barahona Padilla, 2014). Fu propone una estadistica diferente
basada en el modelo de mutacién de sitios infinitos. Sugiere estimar la probabilidad de
observar una muestra aleatoria con un numero de alelos igual o menor que el valor observado
segun los niveles de diversidad (S”) y el supuesto de que todos los alelos son selectivamente
neutrales (Fu, 1997).
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La ecuacion para el célculo de Fs es la siguiente:

-
A =in(=5)

Para valores Fs negativos, se evidencia un exceso en el numero de alelos. Probablemente a

ocurrido expansion poblacional reciente.

Para valores Fs positivos, se evidencia una deficiencia de alelos, probablemente por un

reciente cuello de botella o un proceso de seleccion.

3.12.3D*de Fuy Li

Fu & Li (1993) calculan un estadistico D como la diferencia de dos estimadores de 6. Esta
prueba se basa en que diferentes tipos de mutaciones se acumulan de forma diferente en una
filogenia. Asi, las mutaciones puramente neutrales pueden acumularse a lo largo de toda la
filogenia, pero las mutaciones ligeramente deletéreas lo haran Unicamente en las ramas
externas, o lo que es lo mismo, son mas recientes, puesto que la seleccion habra tenido mas
tiempo para eliminar las mutaciones deletéreas que aparecieron hace mas tiempo (Perfectti

et al., 2009). Valores negativos significativos indicarian una expansién de la poblacién.

Su célculo se realiza de la siguiente manera:

e e — O
\/V(BES QW)
n
9{5 1 (775)

Donde:

n= numero de secuencias

V(0s-0w) = varianza de la diferencia de los estimadores
Bw= estimador de Watterson

Ms= numero de sitios no informativos (singletons)
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3.12.4 Estadistico R2

Ramos-Onsins & Rozas (2002), desarrollaron una serie de pruebas basadas en la diferencia
entre el nimero de sitios polimdérficos no informativos (singleton) y el nimero medio de
diferencias nucleotidicas. Una de esas pruebas es la R2. EI fundamento de esta prueba es que
el nimero esperado de singletons en una linea genealogia después de un reciente evento
severo de crecimiento de la poblacion es k/2. En consecuencia, se esperan valores mas bajos

de R en este escenario demogréfico.

Fsy R2 son las mejores pruebas estadisticas para detectar el crecimiento de la poblacion. El
comportamiento de Rz es mejor para tamafios de muestra pequefios, mientras que Fs es mejor
para tamafios de muestra mas grandes. También indican que el comportamiento de R»
deberia ser superior cuando se considera la recombinacion intragénica (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002).

Donde:

n= numero de secuencias

Ui= namero de sitios polimorficos no informativos (singletons) en la secuencia i
k= numero promedio de diferencias nucleotidicas dentro de 2 secuencias

S= numero toral de polimorfismos en la secuencia

i= la secuencia i-ésima
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3.13 Elaboracion de la red de haplotipos
Para poder evaluar la relacion entre los diferentes haplotipos encontrados de cada gen dentro

de los camélidos sudamericanos, se elabord una red de haplotipos. La elaboracion de la red

se construyé con el software NETWORK 10.0 (http://www.fluxus-engineering.com)

empleando el método Median-Joining (Bandelt et al., 1999). El tamafio de cada haplotipo
estd directamente relacionado con su frecuencia en la poblacién. Las conexiones con otros
haplotipos permiten visualizar las variaciones genéticas que se dan. Posteriormente el

grafico obtenido fue elaborado nuevamente mediante el programa Adobe Illustrator.

3.14 Estimacion del grado de diferenciacion genética

La evaluacion de la diferenciacion genética se basa en cémo la distribucién espacial y las
frecuencias relativas de los alelos en los loci polimérficos difieren entre poblaciones (Smock,
2007). Se han empleado diversas técnicas para este propoésito, incluido el andlisis de

aloenzimas, ADN mitocondrial, RAPDs y microsatélites (Bilton et al., 2001).

El indice de fijacion Fsr, es el pardmetro estadistico usado para determinar el grado de
diferenciacion genética entre las poblaciones o subpoblaciones determinadas, es decir, que
tan diferentes o parecidos son estas (Sanchez Marquez, 2017; Valladares Delgado, 2019).
Un valor 0 indica que las frecuencias alélicas son iguales y un valor 1 demuestra que las
frecuencias alélicas son diferentes en las poblaciones y estas estan fijadas (Avilés Esquivel,
2016).

El calculo del indice de fijacion usa la suiente ecuacion:

Donde:
ca>= Valor de la varianza debido al efecto entre grupos

o1%= Valor de la varianza total
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Harlt & Clark (2007) clasifican los valores de Fst de la siguiente manera:
0 <Fst < 0.05 indicaria poca diferenciacion genética.

0.05 < Fst < 0.15 indicaria una diferenciacion moderada.

0.15 < Fst < 0.25 indicaria una gran diferenciacion.

0.25 < Fsr indicaria una diferenciacion muy grande.

El célculo del indice de fijacion se realiz6 mediante el uso del programa Arlequin v3.5.2.2
(Excoffier & Lischer, 2010), estableciéndose los pardmetros de 10000 permutacion y una

significancia de p-value<0.05 a evaluar entre las especies de camélidos.

3.15 Determinacion de cambios aminoacidicos

Con la ayuda del programa BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999), se alinearon todas las secuencias de
los respectivos genes y se identificaron los codones de inicio para cada secuencia. Una vez
alineados se tradujeron las secuencias y se identificaron los posibles cambios de aminoacidos
producidos debido a los cambios nucleotidicos identificados previamente. Estos cambios

pueden ser sinbnimos o representativos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extraccién de ADN

La metodologia basada en Salting out por Aljanabi et al. (1997) y modificada en el
laboratorio de Ecologia Molecular y Biodiversidad para la extraccién de ADN, permitio
obtener ADN integro sin fragmentacion a partir de leucocitos. El resultado es facilmente
apreciable en geles de agarosa al 1% en las Figuras 10-12

La calidad del ADN extraido resulto buena bajo la metodologia propuesta de extraccion en
la gran mayoria de las muestras. Las concentraciones de ADN en ng/ul y sus purezas

(A260/A280) se consideraron adecuadas para realizar las amplificaciones (Anexo 3).

VPI VP2  VP3 VP4 VPS5 VP6 VP7 VP8 VP9 VPIO VPIl VPI2Z VPI3 VPI4 VPI5

Figura 10. Evaluacién de la calidad de ADN por electroforesis en alpacas (codigo del individuo usado: VP
(Vicugna pacos)).
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Figura 11. Evaluacion de la calidad de ADN por electroforesis en llamas (codigo del individuo usado: LG

(Lama glama)).

VVI  VV2 VV3 Vv4 VV5 VV6 VV7 VV8 VV9 VVI0 VVII VVI2 VVI3 VVI4 VVI5

Yot

VV16 VV17 VVI18 VVI9 VV20 VV2l

VV22 VV23 VV24 VV25 VV26 VV27 VV28 VV29 VV30

Figura 12. Evaluacion de la calidad de ADN por electroforesis en vicufias (codigo del individuo usado: VV
(Vicugna vicugna)).

La metodologia Salting Out es rapida, econdémica y no contaminante ya que elimina casi la
totalidad de proteinas durante la precipitacion con sales. Puede ser usada para la extraccion
de ADN de varias especies de organismos, entre animales y plantas. Sin embargo,
dependiendo del tipo de organismo y el tipo tejido, es necesario realizar ciertas
modificaciones. Por ello, el laboratorio de ecologia molecular y biodiversidad acuética,
modifico el método de Aljanabi et al (1997) con el fin de poder extraer ADN de manera méas
satisfactoria a partir de tejido muscular en peces. Sin embargo, como reporta Barahona
(2014), se pierde mucho ADN durante la eliminacion de las proteinas con acetato de amonio.
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Por ende, el uso de una muestra poco abundante como lo son glébulos blancos haria que
gran parte del ADN de pierda y se requiera una mayor cantidad de muestra. Es por ello por
lo que se tuvo que realizar varias extracciones de una misma muestra para obtener una alta

concentracion final.

Barahona también reporta que para muestras escasas 0 aquellas muestras no invasivas
(escamas, mucosa bucal o pelaje), es conveniente utilizar otras metodologias como silica,

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico, chelex 100 o kits comerciales.

4.2 Amplificacion de los genes

4.2.1 Disefio de cebadores

En primera instancia, se esperaba que los cebadores candidatos para los genes TLR2 y TLR4
fueran universales para diversas especies del orden Artiodactyla y Perissodactyla debido a
que las secuencias presentaban un estado de conservacion moderado. Sin embargo, el
consenso entre las secuencias diferia en una notable cantidad de bases. Se optd entonces por
realizar el alineamiento con especies ganaderas, pero dio un resultado similar en cuanto a
diferencias entre bases. Finalmente, se alinearon con los miembros de la familia Camelidae

comprobandose que los cebadores eran altamente conservados.

Para el caso de los genes DPB1, DQB1 y DRB1, no pudo realizarse un alineamiento con
otras especies debido a la alta variabilidad que presentan estas secuencias genémicas. Solo

las secuencias entre la familia Camelidae, presentaron un alto estado de conservacion.
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1210 1220 1230 1240 1250 1280 1270 1280
Vicugna pacos CTGCRRACCT TARTTITIAAG GCARARATCAT TTGRRATCAT TGGARRRARC TGGCGRAGIT ITGCTTACTC TGARRRRCCT
Camelus dromedarius CTGCRARACCT TARTTTIAAG GCARRATCAT TTGARATCAT TAGARRRARC TGGCGRAGIT ITGCTTACTC TGAARRRCCT
Camelus bactrianus CTGCRRACCT TARTTITIAAG GCARRATCAT TTGARATCAT TAGARRRARC TGGCGRAAGIT ITGCTTACTC TGAARRRCCT

Ceratotherium simum  CTACARACCT TAATTTITAAG GCARRATCAT TTGACATCGT TAGGARARAC TGGAGARACT TTGCTTACTIC TGRAAARACCT
Equus asinus CTCCRRACCT TARTTTTIAAG GCARRATCAT TTGACGTCAT TAGGRRRARC TGGARGARRCT TTIGCTTACTC TGRARRRCCT
Equus caballus CTCCRRACCT TARTTTTAAG GCARRATCAT TTGACGTCAT TAGGARRARC TGGAGARRCT TTIGCTTACTC TGAARRRCCT
Bquus przewalskii CTCCRRACCT TARTTTTAAG GCARAATCAT TTGACGTCAT TAGGRRRARC TGGAGARARCT TTGCTTACTC TGAARRRCCT
Sus scrofa CTACRCACTT TARTTTTAAG GCARAATCAT TTGARATCAT TAGARRRARC TGGAGAAGTT TTGGITACTC TGAARRRACCT
Bubalus bubalis CTTCRRACCT TGGITTTIAAG GCAGAATCGT TTGRRATCAC TAGARRRARC AGRRCTT TTGCTTACIC TGGARRATCT
Bison bison bison CTTCRRACCT TGGITTTAAG GCAGAATCGT TTGRRATCAC TAGARRRARC ARGRRCTT TTGCTTACIC TGGARRATCT
Bos taurus CTTCRRACCT TGGITTIAAG GCAGAATCGT TTGARATCAC TAGARRRARC GGGAGAACTT TTGCTTACTC IGGARRRICT
Bos indicus CTTCRRACCT TGGITTIAAG GCAGAATCGT TTGARATCAC TAGARRRARC GGGAGAACTT TITGCTTACTC IGGARRRICT
Bos mutus CTTCRRACCT TGGTTITIAAG GCAGRAATCGT TTGARATCAC TAGARRRARC GGGAGRACTT TITGCTTACTC TGGARRATCT
Capra hircus CTTCRRACCC TGGTTITIAAG GCAGAATCGT TTGARATCAC TAGARRRARC TGGAGRACTT TTGCTTACTC TGAARRATCT
Ovis aries CTTCRRACCC TGGTTTTAAG GCAGRAATCGT TTGARATCAC TAGARRRARC TGGAGAACTT TTGCTTACTC TGRAARRATCT

Pantholops hodgsoni CITCRRACCC TGGTTTTIAAG GCAGRATCGT TTCARAATCAC TAGARARRAAC TGGAGAACTT TTGCTTACIC TGRARRATCT
Clustal Consensus LRI R L] ANNAAELE K&K AAKE & AX & AN A A ARAAAN AN kAR A KAk AAANNAN KK KAAA AN
Primer Forward = = -—-————————— —- GCTGICAR ACACARATCAC TC
Clustal Consensus LR LEREEEE] x
Primer Reverse
Clustal Consensus
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810 g20 £30 g40 850 g€0 £70 880
Vicugna pacos CITTAGRART GTARARRTCA CTGRIGARAG TTTTAGIGAG CTGGIGRAAC TGCTGARTTA TATTICTIGGG ATGTTAGARG
Camelus dromedarius  CTTTAGAAAT GTRAARARTCA CTGRIGAAAG TTTTAGIGAG CTGGIGAAAC TGCTGARITA TATTICIGGG ATGITAGARG
Camelus bactrianus CITTAGRART GTAAARRTCA CTGATIGARAG TTTTAGIGAG CTIGGIGAAAC TGCTGAATTA TATTICIGGG ATTTTAGARG
Ceratotherium simum  ATITAGARAT GTGGAARICA CTIGRIGARAG TTTTARIGAR GTIGIGAAAC TGITGARITA CGITICIGGA GRAGITCGART

Equus asinus ATTTAGAART GTGAARRTCA CTIGRTGAAARG TTTTGAIGAR ATIGIGAAGC TGTTGARITA TATTICIGGA GIGICAGARG
Equus caballus RTTTAGAART GTGAAARTCA CTGRTGARAG TTTTGATGRR ATTGTGAAGC TGTTGARTTA TATTICTGGA GIGTCAGARG
Equus przewalskii ATTTAGAAAT GTGARARTCA CTIGRTGARRG TTTTGRIGRR ATIGIGAAGC TGITGARITA TATTICIGGAR GIGICAGARG
Sus scrofa GITICGAARG GCAGARRTCA CTGACGCAAG TTTTACGGAR ATTGIGAAAC TGITAAATTA TGITICIGGA GCCITAGARG
Bubalus bubalis ATTTAGAART GTGCRATICA CCGRIGAARG TTTTGICGAR GTIGICARAC TGITTARCTA TGITICIGGG ATICTITAGARG
Bison bison bison ATTTAGAART GTGCAATTCA CCGRTIGAAAG TTTTGTIGAR GTIGICAAAC TGITTARCTA TGTTICIGGG ATTTITAGARG
Bos taurus ATTTAGAART GTGCAATTICA CCGRTGARAG TTTTGTIGAR GTTGTCAAAC TGTTTARCTA TGTTICTGGG ATCTTAGARG
Bos indicus ATTTAGAAAT GTGCRATICA CCGRTGARARG TTITTGTIGAR GTIGTICARAC TGITTARCTA TGTTICIGGG ATCITAGARG
Bos mutus ATTTAGAAAT GTGCAATTICA CCGRATIGAAAG TTTTGITGAR GTIGICAAAC TGITTARCTA TGITICIGGG ATCTTAGARG
Capra hircus ATTTAGAART GTGCAATICA CCGRIGAAAG TTTTGITGAR GTIGICAAAC TGITTARCTIA TGITICIGGG ATICTTAGARG
Ovis aries ATTTAGAART GTGCAATTICA CCGRTGACAG TTTTGTTGAR GTIGICAAAC TGTITTARCTA TGTITICIGGG ATCTITAGARG
Pantholops hodgsoni  GITTAGAAAC GTGCAATTCA CCGRTGARAG TTTTGTTGAR GTTGTCAAAC TGTTTARCTA TGTITCIGGG ATCITAGARG
Clustal Consensus KAk kAR & KA KN A Ak K Ak KRN kK K oAK Ak N AN Ok KA kA SRR EE] T ]

Primer Forward

Clustal Consensus
Primer Reverse --TTAGIGAG CTGGIGRAAC TIG
Clustal Consensus *k EL) A Ak Ak A Ak

Figura 13. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen TLR2 en animales del orden Artiodactyla
y Perissodactyla.
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360 370 380 3580 400 410 420

Vicugna pacos GCATTTTACA AAGTGITITT CAAGA-CARG CATTAAGATA TGCIGTCAAA CACARTCACT CATTTGAACC
Sus scrofa ----CACACA CAAGIGIGCG TTACATCITA TARARACATCT CACTGITAMRA CACAGTCACT CACTTIGCACC
Bos taurus ----CTTACA GAACAITICT CAAGAACTIGG AATTARGCCA TGATGICAMRA CACAGTCATT CATTIGAACC
Equus caballus ----CTITACA GAACGITICT CAAGAACIGG ARTTACGATA CCCIGICARA CA--ATCACT CAICIGAATIG
Capra hircus ----CITACA GAATGITICT CAAGAACIGG ARTTARGCCA TGATGICARA CACAGTCATT CATTIGAACC
Ovis aries ----CTTACA GAACGITICT CAAGAACIGG ARTTARGCCA TGATGICARA CACAGTCATT CATTIGAACC
clustal cOnsensus KhL NEN Ak KKK & NN L
Primer Forward -GCIGTCAAA CACAATICACT C-—--=—--—-
clustal cOnsensus KKK NEN Ak KKK & N

Primer Reverse
Clustal Consensus

RPN EETEY T PP PR PR TR PR P NPT EEETE PSP PR [P R P |
1220 1230 1240 1250 12¢€0 1270 1280

Vicugna pacos TGGATTAACA AGTTGACCTT TAGAARRTGTA AARARTCACTIG ATGAAAGTIIT TAGTGAGCIG GIGARACTGC TGRATTATAT
Sus scrofa GIGATGARRA RATTTACGIT TCGARRGGCR GAAARTCACTIG ACGCAAGTIT TACGGAARTT GIGARACTGT TARATTATGT
Bos taurus TCGGTTARRA AGCTITATATT TAGARRTGTG CAATTCACCG ATGRAAGTITIT TGTTGAAGIT GTCARACTGT TTRACTATGT
Equus caballus TTGATTARRA AGTTCACATT TAGARRTIGIG AARATCACTIG ATGAAAGTIT TGATGAAATT GIGARGCTGT TGRATTATAT
Capra hircus TCAGTTARRA AGCTTATATT TAGAARRTIGIG CAATICACCG ATGAAAGTIT TGTTGAAGIT GICARACTGT TTARACTAIGT
Dvis aries TCAGTTARRA AGCTITACARTT TAGARRTGIG CAATICACCG ATGACAGIIT TGTTGAAGIT GICARACTGT TTIRACTATGT
Clustal Consensus L T O} LI Ak & AAAN K& AL AXAKL K & X EEE T Ak ] Ak AN AAK LI E I
Primer Forward

Clustal Consensus

Primer Reverse T TAGTGAGCTG GIGARACTG- ==========
Clustal Consensus X oa KA K KK KK AAN

Figura 14. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen TLR2 en especies ganaderas.
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330 340 350 360 370 380 380 400
Vicugna pacos TITTTICAAGA CAAGCATTAR GATATGCIGT CAAACACART CACTCARITIG AARCCICICIT ATTIGIAGGT IGCGICGCIG
Camelus dromedarius TITTTCAAGAR CAAGARTTAR GATATGCIGT CAARCACART CRCTCRITTG ARCCTCTICIT ATTIGTAGGT TGCGTCACIG
Camelus bactrianus TITITCAAGR CARAGAATTAR GATATGCIGI CARAACACAART CACTCATITIG ARCCICICIT ATTIGIAGGT TIGCGICACIG
cl-ustal COnsensus AAAKAANEANND AAAAN ANAAN AAAAAANANAN AAANAAANAD AAAANANAANRLD AAAAAANAAN AANAAANNAN AAARAL AU
Primer Forward GCTGT CAAACACRRT CACTC
clu_stal COnsensus AAAAR HAANNAANAL VAW
Primer Reverse
Clustal Consensus

canalesanl wnnalanual wanalanan] wunalowan] wuaalaneal svnalonaal sunaloanal vunulanual

1210 1220 1230 1240 1250 12€0 1270 12380
Vicugna pacos GITTTAGTGA GCTGGIGARAR CIGCTIGAATT ATATTICTGG GATGTIAGAA GTAGAGITIG ATGGCTGCAC CCTGRACGGA
Camelus dromedarius  GITITAGTGA GCIGGTGAAR CTIGCIGARTT ATATTITICTIGG GATGITAGAR GTAGAGTITG ATGGCTGCAC CCTGRACGGA
Camelus bactrianus GITITAGIGA GCIGGIGARR CIGCIGAARTT ATATTICIGG GATITTIAGRA GIAGAGITIG ATGGCTGCAC CCIGRACGGA

Clustal Consensus IR R R I R N I R S E R T R R R R

Primer Forward

Clustal Consensus
Primer Reverse ---TTAGTGR GCIGGTGAAR CTIG
Clustal Consensus AAKKKED KNRARKAAAR AAK

Figura 15. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen TLR2 en la familia Camelidae.



SEQUENCE 5-GCT GTCAAACACAAT CACTC-3'
structure Image AG (kcal.mole?)

1 0.12 COMPLEMENT  5-GAGTGATTGTGT TTGACAGC-3'

LENGTH 20

2 03
GCCONTENT  45%
= i MELT TEMP 51.9°C

Dimer Sequence:

5- GCTGTCAAACACAATCACTC-3'
Maximum Delta G: -33.51 kcal/mole

Delta G: -3.3 kcal/mole Base Pairs: 3
5! GCTGTCAAACACAATCACTC

Il
3' CTCACTAACACAAACTGTCG

Figura 16. Analisis fisicoquimico del cebador forward para el gen TLR2 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusion (Tm). C. Andlisis self-dimer..

A. B.
structure Image AG (kcal.mole?) SEQUENCE 5-CAGTTT CACCAGCTCACTAA-3'
1 = 0.68 COMPLEMENT  5-TTAGTGAGC TGG TGAAACTG-3'
LENGTH 20
2 @ 0.89
[k GC CONTENT 45%
3 @ 1.21 MELT TEMP 523°C
C.

Dimer Sequence:

5-CAGTTTCACCAGCTCACTAA-3'
Maximum Delta G: -34.39 kcal/mole

Delta G: -6.34 kcal/mole Base Pairs: 4
5' CAGTTTCACCAGCTCACTAA

1111
Si AATCACTCGACCACTTTGAC

Figura 17. Andlisis fisicoquimico del cebador reverse para el gen TLR2 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Anadlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Analisis self-dimer.



Primary Sequence: 5- GCTGTCAAACACAATCACTC -3'
Secondary Sequence: 5- CAGTTTCACCAGCTCACTAA-3'

Maximum Delta G: -34.39 kcal/mole

Delta G: -6.69 kcal/mole Base Pairs: 4

5 GCTGTCAAACACAATCACTC
(NN 68

3' AATCACTCGACCACTTTGAC

Figura 18. Analisis hetero-dimer de los cebadores forward
y reverse para el gen TLR2 usando Oligoanlyzer del IDT.

840 00 al0 §20 430 940 50 4960
Vicugna pacos CICRAGGGARA ATGATTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT CGGGACARACC ARACTGARAGT ATTTIAGAICT
Camelus ferus CICRAGGGAA ATGATTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT TGGGACAARCC ARACTGAAGT ATTIAGATICT

Camelus dromedarius CICRAGGGAA ATGATTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT TGGGACARCC ARACTGRAGT ATTIAGATCT
Camelus bactrianus CICRAGGGAA ATGATTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT TGGGACAACC ARACTGRAGT ATTIAGATICT

Sus screfa CTCAGIGGAA ATCACTITIGAG CTITAAAGGT TGCIGITCIC ACAATGAATT TGGGACAACC AARCTGAAGC ATTTAGATCT
Bison bison bison CICAARRAGAR ATCACTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT TGGGACRACC ARCCTGRAGC ATITAGAICT
Bos taurus CICAARAGAR ATCACTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT TGGGACARACC ARCCTGRAGC ATTTAGAICT
Bos indicus CTICARRAGAA ATCACTIGAG TTICAAGGGK TGCIGITICIC ACACIGATIT TGGGACARACC ARCCTGRAGC ATTTAGAICT
Bos mutus CTCARRAGAA ATCACCIGAG TTICAAGGGT TGCIGITCIC ACACIGATIT IGGGACAACC AACCTGAAGC ATTTAGAICT
Equus caballus CTCAGCAGAA ATCGCITGAG TTICAAGICC TGCIGTITCIG AGGCIGATIT GAARGACAACC AGACTGAAGC ATTTAGATICT
Equus asinus CTCAGCAGAA ATCGCITGAG TTICAAGICC TGCIGTTCIG AGGCIGATIT GAAGACAACC AGACTGAAGC ATTTAGATICT
Capra hircus CTCARRAGAA ATCACTTIGAG TTICAAGACC TGCIGTTCIC ACACIGATIT TGGGACAACC AACCTGAAGC ATTTAGATICT
Ovis aries CICAARAGAR ATCACTIGAG TTICAAGAGC TGCIGITCIC ACACIGATIT TGGGACARACC ARCCTGRAGC ATTTAGAICT
Bubalus bubalis CICARARAGAA ATCACTIGAG TTICAAGGGT TGCIGITICIC ACACIGATIT TGGGACRACC ARCCTGRAAC ATTTAGAICT
clustal Consensus AhA N ANL AN AAkAN AN AN AAKAN KA NL & & AL Ak AAR LA NN & ER R R Y IES R ER R R
Primer Forward -TICAAGGGT TGCIGTICIC

Clustal Consensus oA AEERAA KA

Primer Reverse
Clustal Consensus

N
1450 l4€0 1470 1420 1450 1500 1510 1520

Vicugna pacos TITGCCARGG AGCCTCGCTT TITTAARCCT TACTCAGAART GACTTTGCIT GIGITIGIGA ACARCCAGCAT TICCIGCAGT
Camelus ferus TITGCCARGG AGCCTTGCTIT TTITTARRCCT TACTCAGAAT GACTTTIGCIT GIGITIGIGA ACACCAGCAT TICCIGCAGT

Camelus dromedarius TITGCCARGG AGCCTIGCIT TTTTAAARCCT TACTCAGAAT GACTTIGCIT GIGITIGIGA ACACCAGCAT TICCIGCAGT
Camelus bactrianus TITGCCARGG AGCCTTIGCIT TITTAARACCT TACTCAGAAT GACTTIGCIT GIGITIGIGA ACARCCAGCAT TICCIGCAGT

Sus scrofa TCTGCCARGG AGCCTAGCTT TITTAARRICT CACTAAGAAT GACTTTTCIT GIGCGIGIGA ACRCCAGACT TICTIGCAGT
Bison bison bison TITGCCARGG AGCCTCACTT GGCTARRICT TACTCAGAAT GCAITIGCIT GIGITIGIGA ACAICAGAGT TICCIGCAGT
Bos taurus TITGCCARGG AGCCTCACTT GGCTAARICT TACTCAGAAT GCAITIGCIT GIGITIGIGA ACAICAGAGT TICCIGCAGT
Bos indicus TITGCCARGG AGCCTCACTT GGCTAARICT TACTCAGAAT GCAITIGCIT GIGITIGIGA ACAICAGAGY TICCIGCAGT
Bos mutus TITGCCARGG AGCCTCACTT GGCTARRICT TACTCAGAAT GCAITTGCIT GIGITIGIGA ACATCAGAGT TICCIGCAGT
Equus caballus TITTCCARGT AGICTAGCTT CCTTAARICT TACTCAARAT GACTTTIGCIT GIGITIGIGA ATACCAGAGT TITCIGCAGT
Equus asinus TITTICCARGT AGICTAGCTT CCTTAARICT TACTCAAAAT GACTTITGCIT GIGITIGIGA ATACCAGAGT TICCIGCAGT
Capra hircus TITGCCARGG AARCCTCACTT GGCTAARICT TACTCAGAAT GAAITTGCIT GIGITIGIGA ACAICAGAGT TICCIGCAGT
Ovis aries TITGCCARGG ARCCTCACTT GGCTAARICT TACTCAGAAT GAATTTGCIT GIGITIGIGA ACATCAGAGT TICCIGCAGT
Bubalus bubalis TITGCCARGG ARCCTCACTT GGCTARRICT TACTCAGAAT GCAITTIGCIT GIGITIGIGA ACAICAGAGT TICCIGCAGT
Clustal Consensus Kk NAAAN * Ak PRy AANEN kK AALk & KRN N AhkK KAhKk NAK AAKAL & & kAN e AANNAN

Primer Forward
Clustal Consensus
Primer Reverse TGA ACARCCAGCAT TICCIG----
Clustal Consensus LEE I P Ak kX

Figura 19. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen TLR4 en animales del orden Artiodactyla
y Perissodactyla.
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Figura 20. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen TLR4 en especies ganaderas.
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Figura 21. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen TLR4 en la familia Camelidae.



A. B.

structure Image AG (kcal.mole™) SEQUENCE 5-TTCAAG GGT TGC TGT TCTC-3'
1 v 011 COMPLEMENT 5~ GAGAACAGC AACCCT TGAA-3'
LENGTH 19
2 2. 0.24
>« GCCONTENT 474%
3 0.55 MELT TEMP 527°C
e

Dimer Sequence:

5-TTCAAGGGTTGCTGTTCTC-3'
Maximum Delta G: -35.12 kcal/mole

Delta G: -3.9 kcal/mole Base Pairs: 3
5 TTCAAGGGTTGCTGTTCTC

[
3' CTCTTGTCGTTGGGAACTT

Figura 22. Andlisis fisicoquimico del cebador forward para el gen TLR4 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Analisis self-dimer.

A. B

SEQUENCE 5-CAG GAAATG CTGGTG TTCA-3'

structure Image AG (kcal.mole?)
COMPLEMENT  5-TGAACACCAGCATTTCCTG-3'

1 [oom -0.33

- LENGTH 19

2 001 GCCONTENT  47.4%

MELT TEMP 53°C
C.

Dimer Sequence:

5- CAGGAAATGCTGGTGTTCA-3'
Maximum Delta G: -35.39 kcal/mole

Delta G: -3.55 kcal/mole Base Pairs: 3
5! CAGGAAATGCTGGTGTTCA

11
3' ACTTGTGGTCGTAAAGGAC

Figura 23. Analisis fisicoquimico del cebador reverse para el gen TLR4 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Anélisis self-dimer.
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Camelus ferus
Camelus dromedarius
Camelus bactrianus
Vicugna pacos
Clustal Consensus
Primer forward
Clustal Consensus
Primer reverse
Clustal Consensus

Primary Sequence: 5- TTCAAGGGTTGCTGTTCTC -3'
Secondary Sequence: 5- CAGGAAATGCTGGTGTTCA -3'

Maximum Delta G: -35.39 kcal/mole

Delta G: -3.55 kcal/mole Base Pairs: 3
5 TTCAAGGGTTGCTGTTCTC

3' ACTTGTGGTCGTAAAGGAC

Figura 24. Analisis hetero-dimer de los cebadores forward

y reverse para el gen TLR4 usando Oligoanlyzer del IDT.
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Figura 25. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen DPB1 en la familia Camelidae.



A. B.

structure Image AG (kcal.mOIG'l) SEQUENCE 5~CAGGGTCTTCTCTCCTCMA-3
COMPLEMENT 5-TKG AGGAGA GAAGACCCTG-3'

1 0.18

B LENGTH 19

I, GCCONTENT 55.3%
2 0.22

= MELT TEMP RANGE MIN MEAN MAX
53.2°C 54.4°C 55.5°C

Dimer Sequence:

5- CAGGGTCTTCTCTCCTCMA -3'
Maximum Delta G: -34.78 kcal/mole

Delta G: -4.67 kcal/mole Base Pairs: 3
58 CAGGGTCTTCTCTCCTCMA

| 38
3' AMCTCCTCTCTTCTGGGAC

Figura 26. Andlisis fisicoquimico del cebador forward para el gen DPB1 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Analisis self-dimer.

structure Image AG (kcal mole.:) SEQUENCE 5~ AGAGYGTCTCATGGGTGTT-3'
COMPLEMENT 5-AACACC CATGAGACRCTCT-3'
1 -0.65
o LENGTH 19
2 _— 047 GC CONTENT 50%
MELT TEMP RANGE MIN MEAN MAX
532°% 54.7°C 56.3°C

Dimer Sequence:

5- AGAGYGTCTCATGGGTGTT -3'
Maximum Delta G: -33.99 kcal/mole

Delta G: -5.38 kcal/mole Base Pairs: 4
5' AGAGYGTCTCATGGGTGTT

(RN
31 TTGTGGGTACTCTGYGAGA

Figura 27. Andlisis fisicoquimico del cebador reverse para el gen DPB1 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Anélisis self-dimer.
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Camelus
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Clustal Consensus
Primer Forward
Clustal Consensus
Primer Reverse
Clustal Consensus

bactrianus
ferus
dromedarius

Primary Sequence: 5- CAGGGTCTTCTCTCCTCMA -3'
Secondary Sequence: 5- AGAGYGTCTCATGGGTGTT -3'

Maximum Delta G: -34.78 kcal/mole

Delta G: -4.77 kcal/mole Base Pairs: 4

gt

3!

Figura 28. Analisis hetero-dimer de los cebadores forward

CAGGGTCTTCTCTCCTCMA

IR

Il
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y reverse para el gen DPB1 usando Oligoanlyzer del IDT.
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Figura 29. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen DQBL1 en la familia Camelidae.



A. B.

SEQUENCE 5 CGT GAT CTC AYRTCT CACTAT G-3'
structure Image AG (keal.mole”) COMPLEMENT 5'- CAT AGT GAG AYR TGA GAT CAC G -3
1 f, ) -1.13 LENGTH 22
— GCCONTENT 455%
MELTTEMPRANGE o o Yk
49.9°C 524°C 54.7°C
C.

Dimer Sequence:

5- CGTGATCTCAYRTCTCACTATG -3'
Maximum Delta G: -35.63 kcal/mole

Delta G: -8.48 kcal/mole Base Pairs: 5

5 CGTGATCTCAYRTCTCACTATG
LENELE sieisise

3' GTATCACTCTRYACTCTAGTGC

Figura 30. Analisis fisicoquimico del cebador forward para el gen DQB1 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Analisis self-dimer.

SEQUENCE 5-TCTCTTACGCCACTCCAC-3'

COMPLEMENT 5~ GTGGAGTGG CGT AAGAGA-3'
No structure was found for this sequence!

LENGTH 18
GCCONTENT 55.6%
MELT TEMP 53.9°C

Dimer Sequence:

5-TCTCTTACGCCACTCCAC -3'
Maximum Delta G: -33.25 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' TCTCTTACGCCACTCCAC

|1
3' CACCTCACCGCATTCTCT

Figura 31. Analisis fisicoquimico del cebador reverse para el gen DQB1 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Analisis self-dimer.
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Primary Sequence: 5- CGTGATCTCAYRTCTCACTATG -3'
Secondary Sequence: 5- TCTCTTACGCCACTCCAC -3'

Maximum Delta G: -35.63 kcal/mole

Delta G: -4.95 kcal/mole Base Pairs: 3
5! CGTGATCTCAYRTCTCACTATG

3' CACCTCACCGCATTCTCT

Figura 32. Andlisis hetero-dimer de los cebadores forward
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Figura 33. Alineamiento del cebador forward y reverse para el gen DRB1 en la familia Camelidae.



SEQUENCE 5-CTTGTGCTGGTGCTTAGG-3'

COMPLEMENT  5-CCT AAG CACCAG CACAAG-3'

structure Image AG (kcal.mole?)
, 8 PP LENGTH 18
GCCONTENT  55.6%
MELT TEMP 535
C.

Dimer Sequence:

5-CTTGTGCTGGTGCTTAGG-3'
Maximum Delta G: -34.16 kcal/mole

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2
5! CTTGTGCTGGTGCTTAGG

I
3' GGATTCGTGGTCGTGTTC

Figura 34. Andlisis fisicoquimico del cebador forward para el gen DRB1 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Analisis self-dimer.

A. B.
A Image  AG (keal.mole-) SEQUENCE 5-TGAAGT CAC GCAYTGTCTC -3
i — COMPLEMENT ~ 5- GAGACARTG CGT GACTTCA -3
LENGTH 19
4 i GCCONTENT 50%
3 074 MELTTEMPRANGE | vy MEAN MAX
526°C 537°C 547°C
G

Dimer Sequence:

5-TGAAGTCACGCAYTGTCTC -3'
Maximum Delta G: -33.21 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' TGAAGTCACGCAYTGTCTC

Il
3' CTCTGTYACGCACTGAAGT

Figura 35. Andlisis fisicoquimico del cebador reverse para el gen DRB1 usando Oligoanlyzer del IDT. A.
Andlisis Hairpin. B. Andlisis tamafio, %G/C y temperatura de fusién (Tm). C. Andlisis self-dimer.



Primary Sequence: 5- CTTGTGCTGGTGCTTAGG -3'
Secondary Sequence: 5- TGAAGTCACGCAYTGTCTC -3'

Maximum Delta G: -34.16 kcal/mole

Delta G: -6.44 kcal/mole Base Pairs: 4
(HY CTTGTGCTGGTGCTTAGG

(RN
3' CTCTGTYACGCACTGAAGT

Figura 36. Andlisis hetero-dimer de los cebadores forward
y reverse para el gen DRB1 usando Oligoanlyzer del IDT.

En las Figuras 16, 17, 22, 23, 26, 27, 30, 31, 34 y 35, se visualiza la conformacion, tamafio,
temperatura de fusién (Tm), valores AG, estructuras diméricas y contenido G/C de los
cebadores elaborados en este estudio. Mientras que en las Figuras 18, 24, 28, 32 y 36 se

visualizan sus estructuras hetero-diméricas. El tamafio de los amplicones

Para el caso de los genes TLR2 y TLR4 los cebadores presentaron una especificidad del
100%, mientras que para el caso de los genes DPB1, DQB1 y DRB1 no presentaban una
especificidad del 100% debido a que fueron elaborados cambiando algunas bases (maximo
en 2) bajo la nomenclatura IUPAC (Tabla 4) con la finalidad que sean utilizados bajo
cualquier estudio de estos genes dentro de la familia Camelidae. Sin embargo, esto en la
practica no es asi ya que en la sintesis de los oligonucleo6tidos se elaboran todas las
combinaciones posibles para estos casos. Esto hace que una de las combinaciones si sea
100% especifica e incluso, al no ser una base distinta ya sea lejana al extremo 3" del cebador,
aun es posible la unién del cebador a la secuencia flanqueante (Iserte et al., 2013). Para el
gen DPBL1 se uso el codigo M (A/C) en una base para su cebador forward y el codigo Y
(C/T) para una base de su cebador reverse. Para el gen DQBL se usaron los cddigos Y (C/T)
y R (A/G) en 2 bases de su cebador forward. Finalmente, para el gen DRB1 se us6 el cddigo

Y (C/T) en una base de su cebador forward.

Usando la herramienta in silico-PCR de la Universidad de Santa Cruz de California, se
comprobd que los cebadores para todos los genes evaluados eran especificos solo para las
secuencias dianas y mas no para otras secuencias genomicas dentro de la misma especie 0

en otras especies distintas. Asi mismo, se tuvo el mayor cuidado posible para que los
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cebadores cumplieran con todos los criterios requeridos para ser excelentes candidatos a
elegir. Los cebadores obtenidos en este estudio difieren de aquellos utilizados en trabajos
previos como los de Guzman (2011) y Montes et al. (2011) debido a que estos autores
utilizaron cebadores provenientes de especies como bovinos y porcinos para sus

investigaciones de los genes TLR2 y TLR4 en camélidos sudamericanos.

4.2.2 Amplificacion de los genes mediante PCR punto final

5ul de los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa al 2.5% junto con el Ladder
de 100bp RTU (GeneDireX) y un control negativo. La temperatura de annealing se
establecio mediante un gradiente de temperatura dentro del rango de 50-60°C con intervalos
de 2°C. Para los genes TLR se estandarizo una temperatura de annealing de 58°C mientras
que para los genes del MHC una temperatura de 60°C para su annealing (iméagenes no
mostradas).

La estandarizacion de MgCl> se dio a concentraciones de 1mM, 1.5mM, 2mM y 2.5mM.
Siendo establecida la concentracion de 1.5mM como la éptima para el protocolo de la PCR
(Figuras 37-41)
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Figura 37. Amplificacién de la region LRR del gen TLR2.
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Figura 38. Amplificacion de la regién LRR del gen TLR4.
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Figura 39. Amplificacion del exén 2 en el gen DPB1.
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Figura 40. Amplificacion del exén 2 en el gen DQBL1.
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Figura 41. Amplificacién del exén 2 en el gen DRBL.

Al termino de las amplificaciones de cada gen, no fue posible realiza la cuantificacion en el
equipo NanodropTM (Thermo Fisher Scientific, Inc) para registrar las concentraciones de
los amplicones obtenidos debido a problemas en la coordinacion con el laboratorio
encargado del anélisis. Como protocolo opcional, se realizé un método cualitativo usando
como referencia las intensidades de las bandas obtenidas en el Ladder. Cada banda del
Ladder 100bp RTU (GeneDireX) presentan una concentracion de ADN (ng/5ul) estandar
como se registra en su manual de uso. Por lo que se estim6 de manera visual, un aproximado
de la concentracion a la que se obtuvieron los productos de la amplificacién con respecto a
las intensidades de las bandas en el Ladder.
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4.3 Secuenciamiento

Las secuencias fueron discernidas a eleccion del criterio de un buen resultado del
electroferograma. Se descartaron a aquellas secuencias que presentaban ruido, baja

intensidad de sefial y aquellas mas cortas de lo esperado.

Del total de las 90 muestras, se logré obtener el secuenciamiento de: 54 secuencias para el
gen TLR4 (provenientes de 18 alpacas, 18 llamas y 18 vicufas), 49 secuencias para el gen
TLR2 (18 alpacas, 18 llamas y 13 vicufas) y 20 secuencias para el gen DRB1 (3 alpacas, 6

[lamas y 11 vicufas).

410 420 430 row— 440 450 460
AGGTTTCT 6 AGT G AT A G G A AG AT A G A A AAAF CAT TG GC CT GTTTCAAAGT G GAAT GCT G G

Figura 42. Electroferograma parcial en sentido reverse de una muestra para la secuencia TLR4. Se observa en
la posicion 437 un pico de heterocigosidad.

No fue posible obtener buenos resultados de las secuencias para los genes DPB1 y DQB1.
La mayoria de estos resultados fueron fallidos, por lo que no fue posible tener una muestra
representativa para el anlisis de estos genes. Entre los fallos méas comunes que evita se dé
un 6ptimo secuenciamiento estan la baja concentracion tanto de la muestra (ng/pl) como de
los cebadores usados (LM) y la mala elaboracidn de los cebadores que generarian errores
durante la unién a la secuencia (Genepool, 2009; McGrath, 2014; Eurofins Scientific, 2019;
Nucleics, 2020; University of Nottingham, 2020).

Debido a que la concentracion de los amplicones se realiz6 de manera cualitativa, no se supo
a ciencia cierta los valores reales de dichas concentraciones. Esto deja un posible margen de
error porque se requerian concentraciones pequefias (10ng/ul) de los amplicones para su
secuenciamiento. Por lo que este punto, pudo no satisfacer las concentraciones solicitadas y
dar resultados nulos o picos de electroferogramas pequefios (Figura 42) debido a la baja

intensidad de la sefial.
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Adicionalmente, el laboratorio MCLAB realizo un purificado previo de las muestras con el
fin de poder retirar las impurezas presentes (cebadores no incorporados, dNTP sobrantes,
sales y otros). Su método usa el kit MCMag PCR Purification (MCLAB), el cual utiliza
etanol como solucién de lavado. Con este método, los lavados durante la purificacion
generan pérdidas en la concentracion de la muestra (Nucleics, 2020). Kemp et al. (2014)
purifico muestras de ADN usando un kit comercial diferente (sin etanol) y registro perdidas
muestréales promedio entre 21.75% y 60.56% (media, 39.03%). Esta informacion apoya la

idea de la baja concentracion de ADN usada como posible error durante el secuenciamiento.

Los cebadores que se usaron en el secuenciamiento fueron los mismos que se elaboraron, es
decir que se usaron aquellos que eran degenerados. Los reportes de problemas durante el
secuenciamiento de ADN mencionan la ineficiente union del cebador. Si bien los cebadores
elaborados son 6ptimos para la amplificacién de los genes, estos no lo son para el
secuenciamiento. Ya que las recomendaciones que hacen distintas entidades y autores es de
usar cebadores con las secuencias requeridas para la éptima hibridacién entre esta con la
muestra y mas no el uso de cebadores con bases ambiguas para el secuenciamiento
(Genepool, 2009; McGrath, 2014; Eurofins Scientific, 2019; Nucleics, 2020; University of
Nottingham, 2020). Esto debido a que cebadores degenerados y aquellos con bases no
coincidentes, mostraran una menor eficiencia de hibridacion debido a la reduccion de la
estabilidad de unién del cebador y si se producen degeneraciones en o cerca del extremo 3°,
es muy probable que su intento de secuenciacion falle (University of Nottingham, 2020).
Como los cebadores para el gen DPB1 eran degenerados tanto en su sentido forward como
reverse y el cebador forward para DQBL1 era degenerado en dos bases, estos habrian generado

errores que no permitieron el correcto secuenciamiento de las muestras.

4.4 Reconstruccion de haplotipos

Se identificaron en todas las secuencias obtenidas los picos de heterocigosidad presentes
dentro de las secuencias de interés, para posteriormente registrar las bases correspondientes

y su posicion dentro de la secuencia.

Para el caso del gen TLR2, se registraron 14 sitios polimorficos (SNPs) dentro de los
camélidos sudamericanos. Para el gen TLR4 solo 3 sitios polimorficos y para el gen DRB1
8 sitios polimorficos. En la Tabla 8 se muestran los sitios identificados al comparar las

secuencias obtenidas con la secuencia de referencia del GeneBank en el NCBI.
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Tabla 8: Identificacion de sitios polimorficos en las repeticiones ricas en leucinas de los genes TLR2 y
TLR4 y en el exdn 2 del gen DRB1 en tres especies de camélidos sudamericanos

Nucledtido Frecuencia (%)°
Sitio  Alelo? Alpaca Llama Vicuna
Gen (n=18) (n=18) (n=13)
TLR2 18 CIT 0.0 0.0 7.7
23 CIT 0.0 22.2 0.0
66 CIT 33.3 111 76.9
107 G/A 0.0 0.0 38.5
175 A/C 0.0 0.0 7.7
207 G/A 16.7 33.3 0.0
242 G/C 66.7 5.6 53.9
256 CIG 22.2 111 84.6
395 CIT 111 88.9 0.0
416 CIT 55.6 5.6 61.5
440 G/A 66.7 88.9 69.2
462 G/A 111 88.9 0.0
470 AlG 111 0.0 38.5
481 G/A 72.2 5.6 61.5
Alpaca Llama Vicuha
(n=18) (n=18) (n=18)
TLR4 117 TIG 5.6 50.0 0.0
298 AlG 0.0 0.0 5.6
421 G/A 38.9 88.9 0.0
Alpaca Llama Vicufia
(n=3) (n=6) (n=11)
DRB1 44 CIT 0.0 0.0 9.1
56 G/A 33.3 16.7 45.5

117 G/A 33.3 0.0 0.0




Continuacion...

132 GIT 0.0 0.0 18.2
134 AlG 33.3 50.0 45.5
155 G/IA 66.7 50.0 36.4
236 T/IC 33.3 33.3 36.4
268 G/A 0.0 0.0 36.4

Nota: n= nimero de individuos de cada especie. ?Alelo de referencia del GeneBank (izquierda)/alelo distinto
identificado en las secuencias (derecha). "Se indica la frecuencia porcentual del segundo alelo.

Para cada especie de camélido se detectaron 10 polimorfismos para la regién LRR el gen
TLR2. Se puede observar que, las vicufias presentan una mayor frecuencia para los SNPs de
la posicion 18, 66, 107, 175, 256, 416, 440, 470 y 481. Estos SNPs representan el 64.3% del
total detectado. Estas frecuencias, podrian ser mayores para estas posiciones; o para otras,

en el caso de tener la misma cantidad de individuos.

Un panorama distinto se observa en la region LRR del gen TLR4. En esta secuencia, las
Ilamas y alpacas presentan 2 de los 3 sitios detectados (posicion 117 y 421) y siendo las
Ilamas las que presentaban la mayor frecuencia para dichos sitios. Mientras que para el caso
de las vicufias solo se observo la presencia de un Gnico sitio polimoérfico (posicion 298) en
un solo animal y que dicho sitio no se detect6 ni en alpacas ni en llamas. No hubo errores al
detectar este SNP dentro del individuo nimero 13 en vicufias, ya que su secuenciamiento no
presentaba ruido, baja intensidad u otro error que pudiera descartar su inclusion dentro de la

muestra representativa.

Para el caso del gen DRB1 se detectaron 8 sitios polimorficos de los cuales 5 son de alpaca,
4 de llamay 7 de vicuiia. Se puede observar que, las vicufias presentan una mayor frecuencia
para los SNPs de la posicion 44, 56, 132, 233 y 268. Estos SNPs representan el 62.5% del
total detectado. En este andlisis las vicufias estan mas sobrerrepresentadas por lo que es

entendible que la frecuencia de los SNP sea mayor.

Luego de pasar los sitios polimorficos a codigo binario para ser utilizados dentro del
programa PHASE v2.1.1, se obtuvieron los haplotipos mas probables. Para el caso del gen
TLR2 se obtuvieron 25 haplotipos diferentes, para el gen TLR4 5 haplotipos y para el gen
DRBL1 10 haplotipos (Tabla 9-11).
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Al ser secuencias de origen nuclear, el programa nos da las dos secuencias alélicas de los
parentales mas probables de cada individuo. Por ende, a partir de este punto se trabajaron
con 108 secuencias para el gen TLR4 (36 secuencias de alpacas, 36 para llamas y 36 para
vicufias), 98 secuencias para el gen TLR2 (36 de alpacas, 36 de llamas y 26 de vicufias) y 40
secuencias para el gen DRB1 (6 de alpacas, 12 de llamas y 22 de vicufias) como se observa
en el Anexo 2-4.
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Tabla 9: Lista de haplotipos méas probables en la region LRR para el gen TLR2 dentro de las 3 especies de camélidos sudamericanos

Haplotipo
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Tabla 10: Lista de haplotipos méas probables en la regién LRR para el gen TLR4 dentro de las 3 especies de camélidos sudamericanos

Haplotipo

SNP
1177>G
298A>G
421G>A

Gen

TLR4




Tabla 11: Lista de haplotipos méas probables para el exén 2 del gen DRB1 dentro de las 3 especies de
camélidos sudamericanos

Haplotipo
6

Gen SNP

DRB1 44C>T
56G>A
117G>A
132G>T
134A>G
155G>A
236T>C
268G>A

-
o

O 4 O > G > O O
O 4 O > O 0 0 Ofm~
® 4 > > O O O O|w
O OO0 0 0 6 > O]
O O 06 6 06 66 oo
O 4 0 0O 06 0 0 O

O 4 0 >» 4 0 0 O~
> 4 O > O 0 0 Of|m
® 4 > > O O O H|o©
O 4 0 06 0 0 > -

4.5 Diversidad molecular

Los resultados del consenso en el alineamiento mdaltiple (Clustal consensus) para cada gen,

muestran un elevado estado de conservacion (Anexos 4-6)

En la Tabla 12, se observa la identidad obtenida a partir de la herramienta Blastn del NCBI
para las secuencias. Al ser secuencias muy conservadas, solo se usé una secuencia de cada

especie como referencia para determinar su identidad.
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Tabla 12: BLAST obtenido al comparar las secuencias resultantes con las secuencias de referencias en
el GeneBank

% de NUmero de

Gen Individuo® Acierto mas préximo N h
identidad accesion

Vicugna pacos toll like
AD1 receptor 2 (TLR2), transcript 99.43 XM _015246997.2
variant X1, mRNA

TLR2
LRR

Vicugna pacos toll like
LD1 receptor 2 (TLR2), transcript 100 XM _015246997.2
variant X1, mRNA

Vicugna pacos toll like
VD2 receptor 2 (TLR2), transcript 99.86 XM _015246997.2
variant X1, mRNA

Vicugna pacos toll like
AC1 receptor 4 (TLR4), transcript 100 XM _006211381.3
variant X1, mRNA

Vicugna pacos toll like
LC2 receptor 4 (TLR4), transcript 100 XM _006211381.3
variant X1, mRNA

Vicugna pacos toll like
VC1 receptor 4 (TLR4), transcript 100 XM_006211381.3
variant X1, mRNA

TLR4
LRR

Vicugna pacos rano class 11
DRB1 AR4 histocompatibility antigen, A
Exo6n 2 beta chain-like

(LOC102533644), mMRNA

Camelus ferus MHC class 11
antigen (Cafe-DRB) gene,
Cafe-DRB*02 allele, exon 2
and partial cds

99.63 XM_031688335.1

LR7 99.63 KT936406.1

Vicugna pacos rano class Il
histocompatibility antigen, A
beta chain-like
(LOC102533644), mMRNA

A: alpaca; L: llama; V: vicufia; D: TLR2; C: TLR4; R: DRB1; Numero: registro del animal

VR4 99.63 XM_031688335.1

Para comprobar si amplificamos la regién LRR correcta ya que como se muestra en la Figura
43, el gen TLR2 presenta dos grandes repeticiones ricas en leucinas. Siendo la region
marcada en rojo aquella que se registra como LRR.
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Haciendo uso de la herramienta blastx del NCBI, se tradujo la secuencia de referencia para
el gen TLR2. Constatando asi; como se muestra en la Figura 44, que las secuencias obtenidas
son para laregion LRR del gen TLR2. En ambas figuras se puede visualizar las 7 repeticiones

ricas en leucinas analizadas.
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leucine-rich repeat O leudine-rich repeat D
leucine-rich repeat < leucine-rich repeat O
leucine-rich repeat <> leucine-rich repeat <>
leucine-rich repeat T

Specific hits

Non-specific [ PLNOO113 ] TIR
s UeR internalin_A ]
superfanilies | | | PLNOP113 superfamily | TIR_2 superfanily

[ RR superfamily internalin_A superfamily | R superfamil

LRR_S super

List of domain hits o
) Name Accession Description Interval E-value
[+ TIR smart00255  Toll - interleukin 1 - resistance; 1924-2355 1.92e-15
[+] PLNO0113 PLN00113 leucine-rich repeat receptor-like protein kinase; Provisional 136-1602 1.22e-09
[+ TIR pfam01582 TIR domain; The Toll/interleukin-1 receptor (TIR) homology domain is an intracellular .. 1924-2154  3.89e-08
[+] LRR_8 pfam13855 Leucine rich repeat; 163-339 7.09e-07
[#] internalin_A  NF033189 class 1 internalin InlA; Internalins, as found in the intracellular human pathogen Listeria ... 754-1587 8.64e-03

Figura 43. Gen TLR2 de Vicugna pacos registrado en el GeneBank. La zona marcada en rojo indica la regién
rica en leucinas. La zona marcada en azul no fue considerada en este estudio. La fila resaltada en rojo dentro
del cuadro indica el nombre, nimero de accesidn, descripcion, el inicio y fin de la region LRR dentro del gen
TLR2.
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Name Accession Description Interval E-value
[+] LRR 8 fam13855 Leucine rich repeat: 151-327 1.26e-07
[+ PLNO0113  PLNO0113 leucine-rich repeat receptor-like protein kinase; Provisional 124-618 1.17e-06
HLRR_8 pfam13855 Leucine rich repeat; 292-468  5.09e-04
[+] PLNO3150 PLN03150 hypothetical protein; Provisional 151-393 2.08e-03

Figura 44. Region LRR para el gen TLR2 amplificada y secuenciada en este estudio. La fila resaltada en rojo
dentro del cuadro indica el nombre, nimero de accesién, descripcion, el inicio y fin de la regién LRR.



La misma metodologia se utilizé para corroborar la correcta amplificacion de la region LRR

del gen TLRA4. En la Figura 45 se muestran las distintas repeticiones ricas en leucinas, siendo

primordial la region LRR marcada en rojo. La Figura 46 corrobora la region amplificada

mostrando las 6 repeticiones ricas en leucinas dentro de la region LRR.
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Name  Accession Description
H TR smart00255  Toll - interleukin 1 - resistance;
[+ PLN00113 _ PLN00113 leucine-rich repeat receptor-like protein kinase; Provisional

[+ internalin A NF033189 class 1 internalin InlA; Internalins, as found in the intracellular human pathogen Listeria ...

[+ internalin_J  NF033187 class 1 internalin InlJ; Internalins, as found in the intracellular human pathogen Listeria ...
H TR pfam01582 TIR domain; The Toll/interleukin-1 receptor (TIR) homology domain is an intracellular ...
K LRR_8 pfam13855 Leucine rich repeat;
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1763-2173
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E-value
1.45e-11
2.61e-09

8.91e-06
2.06e-05
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Figura 45. Gen TLR4 de Vicugna pacos registrado en el GeneBank. La zona marcada en rojo indica la regién
rica en leucinas. Las zonas marcadas en azul no fueron consideradas en este estudio. La fila resaltada en rojo
dentro del cuadro indica el nombre, nimero de accesidn, descripcion, el inicio y fin de la region LRR dentro

del gen TLR4.
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Name  Accession Description

+ internalin_ A NF033189 class 1 internalin InlA; Internalins, as found in the intracellular human pathogen Listeria ...
[+] PLNO3150 PLNO03150 hypothetical protein; Provisional

[+ internalin_K  NF033186 class 1 internalin InlK; Internalins, as found in the intracellular human pathogen Listeria ...
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Figura 46. Region LRR para el gen TLR4 amplificada y secuenciada en este estudio. La fila resaltada en rojo
dentro del cuadro indica el nombre, nimero de accesién, descripcion, el inicio y fin de la regién LRR.
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Se repitio la metodologia la para el gen DRB1. En esta secuencia fue indispensable la
amplificacion del exén ndmero 2. Como se muestra en la Figura 47, se visualizan dos
regiones de igual nombre (uno al inicio de la secuencia y el segundo casi al final) en la
secuencia de referencia MHC-DRB de Vicugna pacos, siendo la zona marcada en rojo la
correspondiente al exon numero 2. Por ende, esta seccion del gen es la de interés para
amplificar y analizar. El alineamiento de la secuencia amplificada con la secuencia de
referencia MHC-DRB1 (numero de accesion XM_031688335.1) nos da la certeza de haber
amplificado la region correcta. Se confirma atn méas cuando se traduce la secuencia (Figura
48).

RF +1 —————————————————————————

Rzt LS .~ Cl-set

Hon-specific IgC_MHC_II_beta

hits

Superfanilies MHC_TI beta superfamily Ig superfamily HHC_IT beta superfanily
List of domain hits @

t Name Accession Description Interval E-value
[+ 1gC_MHC_Il_beta cd05766 Class Il major histocompatibility complex (MHC) beta chain immunoglobulin domain; ... 367645  9.61e-38
[+
[+ MHC_II_beta smart00921  Class Il histocompatibility antigen, beta domain; Class Il MHC glycoproteins are expressed on ... 115-330 1.79e-28
[+] MHC Il beta fam00969 Class |l histocompatibility antigen, beta domain: 115-327 1.40e-27
[+]

[+ C1-set pfam07654  Immunoglobulin C1-set domain; 397618 2.63e-19
[+ 1Ge1 smart00407  Immunoglobulin C-Type 421-627 6.21e-14

Figura 47. Gen DRB1 de Vicugna pacos registrado en el GeneBank. La zona marcada en rojo indica la
ubicacion del exén nimero 2. La fila resaltada en rojo dentro del cuadro indica el nombre, nimero de accesion,
descripcidn, el inicio y fin de la secuencia.
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List of domain hits *®

Name Accession Description Interval E-value
[+] MHC_II_beta  pfam00969 Class Il histocompatibility antigen, beta domain; 25-234 3.25e-32
[+ MHC_II_beta  smart00921 Class Il histocompatibility antigen, beta domain; Class Il MHC glycoproteins are expressed on 25-234 6.75e-29

Figura 48. Exon nimero 2 del gen DRB1 amplificado y secuenciado en este estudio. El cuadro indica el
nombre, nimero de accesion, descripcion, el inicio y fin de la secuencia.
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Tabla 13: Caracterizacién molecular de las repeticiones ricas en leucinas de los genes TLR2y TLR4 y
del exén 2 DRBL1 en las tres especies de camélidos sudamericanos

Gen Datos Moleculares Alpaca Llama Vicuha
TLR2 Numero de secuencias (n) 36 36 26
Numero de sitios polimorficos (S) 10 10 10
NuUmero de sitios informativos 10 7 10
Numero de sitios singletons 0 3 0
Numero de transiciones (Ts) 8 8 7
NUmero de transversiones (TVv) 2 2 3
NUmero de indels 0 0 0
C 25.37% 25.32% 25.26%
Composicién nucleotidica T 27.40% 27.41% 27.47%
(valores relativos) A 24.01% 24.03% 23.94%
G 23.22% 23.25% 23.33%

TLR4 Numero de secuencias (n) 36 36 36
Numero de sitios polimorficos (S)
Numero de sitios informativos

Numero de transiciones (Ts)

P P, O N DN

2 1
1 0
NUmero de sitios singletons 1 1
1 1
1 0

Numero de transversiones (Tv)
NUmero de indels 0 0 0

C 26.06% 26.06% 26.06%

Composicién nucleotidica T 29.89% 29.85% 29.90%

(valores relativos) A 27.92% 28.00% 27.87%

G 16.12% 16.09% 16.17%
DRB1 Numero de secuencias (n) 6 12 22
NUmero de sitios polimorficos (S) 5 4 7
Numero de sitios informativos 2 3 7
Numero de sitios singletons 3 1 0
Numero de transiciones (Ts) 5 4 6
Numero de transversiones (Tv) 0 0 1
Numero de indels 0 0 0

20.21% 20.24% 20.22%
20.83% 20.80% 20.88%
24.50% 24.32% 24.44%
34.45% 34.64% 34.46%

Composicion nucleotidica
(valores relativos)

® > 40




Paralaregion LRR del gen TLR2, el programa Arlequin v3.5.2.2 corroboro lo que en primera
instancia solo fue un conteo visual de los 10 sitios polimérficos correspondientes para cada
especie de camélidos (Tabla 8). Para el caso de las alpacas, de sus 10 sitios polimorficos
todos resultaron ser informativos. Ademas, se observa que presenta 8 transiciones y 2
transversiones. En las llamas, de sus 10 sitios polimorficos 7 resultaron informativos y 3
fueron sitios singleton. Estos animales presentaron el mismo ndmero tanto de transiciones
como de transversiones observados en alpacas. Para las vicufias todos sus sitios polimorficos
fueron informativos, ademas de presentar 7 transiciones y 3 transversiones. Para ningln caso
se registrd la presencia de indels. En cuanto a la composicion nucleotidica de las secuencias,
se observa que hay una distribucion casi homogénea entre las 4 bases nucleotidicas para
todas las especies. Se aprecia un mayor porcentaje de Timina (=47.43% promedio total) y
un relativo bajo porcentaje de Guanina (=23.27% promedio total). Todos los datos

mencionados se observan en la Tabla 13.

En la region LRR del gen TLR4, se observan los dos sitios polimorficos tanto para alpaca
como para llamas y el Unico sitio polimdérfico identificado para vicufias previamente
registrados (Tabla 8). Para las alpacas se observa que de sus dos sitos polimérficos uno es
informativo y el otro singleton. Ademas de presentar una transversion y una transicion en
sus secuencias. Para el caso de las Ilamas, todos sus sitios polimérficos fueron informativos
y al igual que en las alpacas presento una transversion y una transicion. En las vicufias, su
unico sitio polimorfico resulto singleton ademas de presentar una Unica transicion. Para
ningun caso se registro la presencia de indels. En la composicion nucleotidica de estas
secuencias para todas las especies, se observa que presentan un bajo porcentaje de Guanina
(=16.13% promedio total) mientras que para el resto de los nucledtidos el porcentaje es casi

homogéneo. Los datos mencionados anteriormente se visualizan en la Tabla 13.

Finalmente, para el caso del gen DRB1 se ratifica la presencia la presencia de: 5 sitos
polimorficos para alpacas, 4 para llamas y 7 para vicufias. En alpacas, de sus 5 sitios
polimorficos 2 resultaron ser informativos y 3 singletons. Ademas, presentaron 5
transiciones y cero transversiones. De los 4 sitios polimorficos en llamas, 3 resultaron en
sitios informativos y un singleton. Se observa ademas la presencia de 4 transiciones en estos
animales. Para el grupo de vicufias, todos sus sitios polimoérficos resultaron en sitios
informativos de los cuales 6 fueron transiciones y una transversion. Para ningun caso se

registro la presencia de indels. En la composicion nucleotidica de estas secuencias para todas
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las especies, se observa un alto porcentaje de Guanina (=34.52% promedio total) y

porcentaje casi homogéneo de Citosina y Timina (Tabla 13).

Estos resultados obtenidos y analizados tanto para la region LLR de los genes TLR2 y TLR4
y para el exon 2 del gen DRB1, son los primeros que se realizan en las tres especies de
camélidos sudamericanos. El estudio de Guzman (2011), reporta 2 sitios polimorficos para
el gen TLR4. Sin embargo, estos polimorfismos no pudieron ser comparados con los hallados
en este estudio. Esto debido a que los 2 sitios se encuentran fuera de la region LRR; més
especificamente, a la derecha (marcada de azul) de la region marcada en rojo en la Figura
45. Otro estudio hecho por Montes et al. (2011) determino la presencia de 3 SNP en el gen
TLR2. Sin embargo; y al igual que en el estudio de Guzman (2011), sus secuencias estaban
fuera de la regién LRR. Por tal motivo no fue posible comparar similitud (en el caso lo
hubiera) de los sitios polimoérficos hallados en este estudio con los identificados por dichos

autores.

No existen mas registros de estudios previos de sitios polimorficos para las secuencias
analizadas en este trabajo en camélidos sudamericanos. Sin embargo; y debido a su alto
estado de conservacion, es posible realizar inferencias con resultados obtenidos en camélidos

del viejo mundo.

Dahiya et al. (2014), secuencio el gen TLR2 completo para Camelus dromedarius y Camelus
bactrianus. Utilizando sus datos, se realizd una comparacion (mediante alineamiento
maultiple) entre sus secuencias del gen de camélidos del viejo mundo con las secuencias de
camélidos del nuevo mundo de este estudio. Se evidenciaron cambios nucleotidicos en otros
sitios dentro de la secuencia LRR a parte de los determinados en este trabajo. En
dromedarios, las posiciones 56T>C, 205C>T y 357C>A presentan dichos cambios en
comparacion con las secuencias de los camélidos sudamericanos. En camellos bactrianos las
posiciones 86C>T, 480C>T, 559G>A y 608A>G son las que presentaban cambios al
compararlas con las secuencias de los camelidos sudamericanos. Finalmente, tanto en
dromedarios como en bactrianos presentaban cambios en la region LRR al compararlos con
los camélidos sudamericanos en las posiciones 24 G>A, 108C>T, 172A>G, 179G>A,
264T>A, 340G>C, 382G>T, 575A>G, 628T>C, 633G>Ay 664A>G.

Se han identificado 6 SNP en el exon 2 del gen DRB1 para los camélidos del viejo mundo

(Camelus dromedarius, Camelus bactrianus y Camelus ferus) (Plasil et al., 2016). Dicha
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investigacion también identifico los polimorfismos de la posicion 155G>A 'y 236 T>C que

se hallaron en camélidos sudamericanos en este estudio.

En camélidos del viejo mundo, la region MHC esta estructurada de manera similar a otras
especies de mamiferos. Incluso, la diversidad de sus genes MHC de clase | y Il es
generalmente menor de lo esperado. Esto debido a que existe una baja diversidad nuclear en
todo el genoma de dromedarios, camellos bactrianos salvajes y domésticos (Fitak et al.,
2016). Esto puede deberse a varios cuellos de botella sufridos en la historia evolutiva de las
tres especies. Pero también en tiempos recientes y debido a la domesticacion de dromedarios
y camellos bactrianos; o la caza y el deterioro de su habitat, podrian ser responsables de la
reducida variabilidad inmunogenética y gendmica en los camélidos del viejo mundo
(Ciccarese et al., 2019). Sin embargo, todavia falta evidencia experimental para responder a
la pregunta de si la baja diversidad de MHC se debe realmente a la baja diversidad de los
genomas de los camellos (Ciccarese et al., 2019).

Por tal motivo, es posible realizar una inferencia de resultados e inclusive de las conclusiones
obtenidas para los analisis genémicos de camélidos del viejo mundo en los camélidos
sudamericanos. Incluso, estudios realizados por Richardson et al. (2019) para los genes de
la region MHC de clase I1, demostraron la similitud en la organizacién y distancia dentro del

cromosoma 20 entre camellos y alpacas, reforzando asi la primera idea planteada.

4.6 Diversidad genética

Todos los resultados mencionados lineas abajo para los parametros de la diversidad genética

pueden ser visualizados en la Tabla 14.

Los resultados en la region LRR del gen TLR2 muestran que no hay una mayor cantidad de
SNPs en ninguna especie de camélido sudamericano. Todo lo contrario, ya que se hallé la
misma cantidad de polimorfismos en todas las especies (S=10) aun cuando el numero de
individuos analizados en vicufias fue menor (n=26). Las alpacas presentaron un mayor
numero de haplotipos (h=15). Sin embargo y en comparacion con las llamas, son las vicufias
quienes presentan un mayor numero de haplotipos (h=11) aun presentando un menor nimero
de secuencias incluidas en el andlisis. La diversidad haplotipica (Hd) resulto muy alta para
todas las especies. EI mayor resultado se obtuvo en alpacas (Hd=0.906), debido a que la
diversidad haplotipica es directamente proporcional con la cantidad de haplotipos presentes
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en la poblacion. No obstante, estos valores no son significativamente mas altos que en llamas
o vicufias ya que la diferencia resulto ser minima. En cuanto a la diversidad nucleotidica (r),
estimador de Watterson (6w) y promedio de diferencias nucleotidicas (k), fueron las vicufias
las que presentaron un mayor valor (7=0.00527, 6w=0.00377 y k=3.66769 respectivamente).
Los resultados de la diversidad nucleotidica muestran que todos los nucledtidos son
practicamente iguales dentro de la secuencia al presentar valores cercanos a cero en todas
las especies. Apoyando la idea que las secuencias entre los camélidos son altamente

conservadas.

En el caso del anélisis para la region LRR del gen TLR4, los resultados son mas comparables
al ser equitativo el tamafio muestral (n=36). Para estas secuencias, las vicufias presentaron
un menor namero de polimorfismos (S=1) y una menor cantidad de haplotipos (h=2). Sin
embargo, los resultados para los deméas parametros genéticos evaluados elucidaron que las
Ilamas presentan mayores valores. Estos resultados en llamas fueron: Hd=0.697,
n=0.001789, 6w=0.00097 y k=0.885714. Las vicufias fueron las que presentaron los
resultados mas bajos de los parametros de diversidad genética, incluso es la especie que tiene
un muy bajo valor en su diversidad haplotipica (Hd=0.056). Al igual que los resultados
obtenidos de la diversidad nucleotidica (m) en la region LRR del gen TLR2, mostraron que

las secuencias para la regién LRR del gen TLR4 presentan casi los mismos nucleétidos.

Para el gen DRB1, los resultados muestran una mayor cantidad de polimorfismos parar las
vicufias (S=7). Sin embargo; y al estar las alpacas en menor proporcién con respecto a las
vicufias, estas presentan un nimero de polimorfismos (S=5) muy cercanos al de las vicufias
En cuanto al namero de haplotipos, las vicufias son las que tienen el mayor valor (h=7). Pero
al analizar la diversidad haplotipica (Hd) se observa que las alpacas presentan un mayor
valor (Hd=0.867), esto debido a que casi todas las secuencias analizadas en alpacas eran un
haplotipo distinto. Si las frecuencias de los haplotipos son casi equitativas, la diversidad
haplotipica sera alta. Pero si un haplotipo en particular es predominante en una poblacion,
se espera que la diversidad haplotipica sea baja (Barahona Padilla, 2014). Analizando la
diversidad nucleotidica de las tres especies se observa que todos los resultados presentan
valores muy bajos (cercanos a cero). Pero de entre los tres resultados obtenidos, las vicufias
presentan un mayor valor en la diversidad nucleotidica (1=0.00943). Barahona (2014)
menciona que la diversidad nucleotidica (w) depende tanto de las frecuencias de los
haplotipos como del nimero de diferencias que lo distinguen entre ellos, por lo que esta

directamente relacionado al numero de sitios polimorficos (S). A mayor cantidad de sitios
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polimorficos presentes en una poblacion, mayor seré el nimero de diferencia a pares entre
sus haplotipos, por lo que la diversidad nucleotidica (w) también serd mayor. En este estudio,
se esperaba que los resultados para el estimador de Watterson (6w) y el promedio de
diferencias nucleotidicas (k) presenten valores elevados dentro del analisis del gen DRB1en
las vicufias. Sin embargo, solo el parametro (K) resulto en un mayor valor para dicha especie.
Quienes obtuvieron un mayor valor para el estimador de Watterson (Ow=0.00817) fueron las
alpacas y esto debido a que, al tener un alto nimero de polimorfismos dentro de un bajo

numero de secuencias, el parametro (6w) presentara un valor elevado.

Bajo estos resultados obtenidos se puede argumentar que para el analisis de la region LRR
del gen TLR2, las vicufias presentan una ligera mayor variabilidad que el resto de las especies
de camélidos sudamericanos evaluados. No obstante, esto no se ve reflejado en el analisis
de la region LRR del gen TLR4 donde las Ilamas presentan la mayor variabilidad de entre
las tres especies. Finalmente, los resultados obtenidos en el andlisis del exdn 2 parar el gen
DRB1 no permiten esclarecer de manera concisa si cierta especie presenta; 0 no, mayor

variabilidad en comparacién con el resto.
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Tabla 14: Valores de los indices de diversidad genética en las repeticiones ricas en leucinas de los genes TLR2 y TLR4 y exén 2 del gen DRB1 para tres especies de

camélidos sudamericanos

indices de diversidad genética

Gen Poblacion n S h Hd £ SD n+SD Ow k
TLR2 Alpaca 36 10 15 0.906 + 0.030 0.00461 + 0.002708 0.00346 3.20794
Llama 36 10 9 0.805 + 0.043 0.00366 + 0.002240 0.00346 2.55079
Vicufa 26 10 11 0.877 £ 0.046 0.00527 + 0.003069 0.00377 3.66769
Total 98 14 25 0.923 £ 0.011 0.00525 + 0.00025 0.00390 3.65580
TLR4 Alpaca 36 2 3 0.398 + 0.081 0.000831 + 0.000868 0.00097 0.411111
Llama 36 2 4 0.697 + 0.037 0.001789 + 0.001424 0.00097 0.885714
Vicufia 36 1 2 0.056 + 0.052 0.000112 + 0.000288 0.00049 0.055556
Total 108 3 5 0.476 + 0.049 0.00118 + 0.00014 0.00115 0.58463
DRB1 Alpaca 6 5 4 0.867 +£0.129 0.00771 £ 0.005766 0.00817 2.06667
Llama 12 4 5 0.742 £ 0.116 0.00616 + 0.004384 0.00494 1.65152
Vicufia 22 7 7 0.831 +£0.043 0.00943 + 0.005885 0.00717 2.52814
Total 40 8 10 0.849 £ 0.034 0.00836 + 0.00058 0.00702 2.24103

Nota: n= nimero de secuencias; S= nimero de sitios polimdrficos; h= ndmero de haplotipos; Hd= diversidad haplotipica; n= diversidad nucleotidica, 6w= estimador de

Watterson (o Theta per site); k= nimero promedio de diferencias nucleotidicas; SD= desviacion estandar



4.7 Red de haplotipos

Las redes de haplotipos representan las relaciones entre los diferentes genotipos haploides
observados en el conjunto de datos. Es una herramienta de muchisima utilidad pues resume
de manera gréafica las frecuencias de los haplotipos y las relaciones genealdgicas entre ellos
(Barahona Padilla, 2014)

Hap_18 Hap_16

Hap_20

1 sample

@ Alpaca

@ Lama

(O VicuAa

Hap_17

Figura 49. Red de haplotipos para la region LRR del gen TLR2 mediante el método Median-Joining. El tamafio
de los nodos es proporcional a la frecuencia del haplotipo presente en las poblaciones muestreadas. Los colores
representan a cada una de las poblaciones mencionadas en la leyenda. Los nodos negros (“median vector”) son
haplotipos hipotéticos no muestreados. Los nimeros rojos en las lineas de conexidn indican la mutacion que
distancia a cada haplotipo. Hap= Haplotipo

La red haplotipica obtenida para la region LRR del gen TLR2 se observa la gran mayoria de
haplotipos vinculados entre si. Lo que apoya a los resultados de la diversidad genética donde
se estimaba una baja diversidad entre las especies de camélidos. La distancia maxima entre
haplotipos es de tres mutaciones como maximo. Los haplotipos mas lejanos (es decir
aquellos derivados raros por mutacion) que no se vinculan con la red principal son: el
Hap_16, Hap_17, Hap_18, Hap_19, Hap_20, Hap_21, Hap_22 y Hap_25. De los cuales 5
resultaron en haplotipos privados para vicufias (Hap_19, Hap 20, Hap 21, Hap 22 y
Hap_25) y 3 haplotipos privados para llamas (Hap_16, Hap_17 y Hap_18). Se obtuvieron 7
haplotipos propios para las alpacas (Hap_3, Hap_4, Hap 5, Hap 10, Hap_12, Hap 14 y

Hap_15) Los haplotipos nimero 6 y 13 fueron los mas frecuentes (Tabla 15). Los haplotipos
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namero 8 y 11, son compartidos por las 3 especies de camélidos sudamericanos. Los
haplotipos nimero 1, 2, 6 y 13 fueron identificados tanto en alpacas como en Ilamas. Los

haplotipos 7 y 9 fueron comunes tanto para alpacas como para vicufias (Figura 49).

Tabla 15: Lista de haplotipos y su frecuencia dentro de la poblacion de camélidos sudamericanos para
la region LRR del gen TLR2

Frecuencia (%)?

Alpaca Llama Vicuiia Total
Haplotipo  Cantidad  Descripcién (n=6) (n=12) (n=22) (n=40)°
Hap_1 10 ﬁl'g’;‘;a(%) 25.00 2.78 0.00 10.20
Hap_2 7 ﬁl'g’;;a(g‘;) 5.56 13.89 0.00 7.14
Hap_3 2 Alpaca (2) 5.56 0.00 0.00 2.04
Hap_4 1 Alpaca (1) 2.78 0.00 0.00 1.02
Hap_5 1 Alpaca (1) 2.78 0.00 0.00 1.02
Hap_6 13 ﬁ'g’rf]‘;a(g) 1389 2222 0.00 13.27
Hap_7 2 C:ES?IZ (é)) 2.78 0.00 3.85 2.04
Alpaca (3)
Hap_8 12 Llama (1) 8.33 2.78 30.77 12.24
Vicufa (8)
Hap_9 4 C:Eﬁﬁi (é)) 5.56 0.00 7.69 4.08
Hap_10 1 Alpaca (1) 2.78 0.00 0.00 1.02
Alpaca (4)
Hap_11 10 Llama (2) 11.11 5.56 15.38 10.20
Vicuiia (4)
Hap_12 2 Alpaca (2) 5.56 0.00 0.00 2.04
Hap_13 14 ﬁllgr?;a((lls?) 2.78 36.11 0.00 14.29
Hap_14 1 Alpaca (1) 2.78 0.00 0.00 1.02
Hap_15 1 Alpaca (1) 2.78 0.00 0.00 1.02
Hap_16 4 Llama (4) 0.00 11.11 0.00 4.08
Hap_17 1 Llama (1) 0.00 2.78 0.00 1.02
Hap_18 1 Llama (1) 0.00 2.78 0.00 1.02
Hap_19 1 Vicufia (1) 0.00 0.00 3.85 1.02
Hap_20 1 Vicufia (1) 0.00 0.00 3.85 1.02
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Continuacion...

Hap 21 2 Vicufia (2) 0.00 0.00 7.69 2.04
Hap 22 3 Vicufia (3) 0.00 0.00 11.54 3.06
Hap 23 2 Vicufia (2) 0.00 0.00 7.69 2.04
Hap 24 1 Vicufia (1) 0.00 0.00 3.85 1.02
Hap 25 1 Vicufia (1) 0.00 0.00 3.85 1.02

Nota: La descripcion indica la cantidad de individuos por especie que presentan el haplotipo correspondiente.
Frecuencia porcentual del haplotipo dentro de los individuos mencionados en la descripcion con respecto al
total de secuencias para cada individuo(n). °Frecuencia porcentual de la cantidad de haplotipos obtenidos con
respecto al total de secuencias

Hap_5 O
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Figura 50. Red de haplotipos para la regién LRR del gen TLR4 mediante el método Median-Joining. El tamafio
de los nodos es proporcional a la frecuencia del haplotipo presente en las poblaciones muestreadas. Los colores
representan a cada una de las poblaciones mencionadas en la leyenda. Los nimeros rojos en las lineas de
conexién indican la mutacion que distancia a cada haplotipo. Hap= Haplotipo

En lared haplotipica para el caso de laregion LRR del gen TLR4 solo se observa un haplotipo
lejano y privado para las vicufias (Hap_5). El resto de los haplotipos obtenidos estan
altamente vinculados, lo que es tipico de una diferenciacion genética muy baja. La distancia
maxima entre haplotipos es de una mutacion como méaximo. El haplotipo nimero 1 fue el
que se represento con mayor frecuencia dentro de la poblacion de camélidos sudamericanos
y la que es compartida por todas las especies (Tabla 16). Los haplotipos nimero 2 y 3 estan
presentes en alpacas y llamas. Se obtuvo un haplotipo privado para llamas (Hap_4). Para las

alpacas, no se encontraron haplotipos propios de esta especie (Figura 50).
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Tabla 16: Lista de haplotipos y su frecuencia dentro de la poblacion de camélidos sudamericanos para
la region LRR del gen TLR4

Frecuencia (%)?

Alpaca Llama Vicuiia Total
Haplotipo  Cantidad  Descripcion  (n=36) (n=36) (n=36) (n=108)°
Alpaca (27)
Hap_1 75 Llama (13) 75.00 36.11 97.22 69.44
Vicuha (35)
Alpaca (8)
Hap_2 22 Llama (14) 22.22 38.89 0.00 20.37
Alpaca (1)
Hap_3 3 Llama (2) 2.78 5.56 0.00 2.78
Hap_4 7 Llama (7) 0.00 19.44 0.00 6.48
Hap_5 1 Vicufa (1) 0.00 0.00 2.78 0.93

Nota: La descripcion indica la cantidad de individuos por especie que presentan el haplotipo correspondiente.
8Frecuencia porcentual del haplotipo dentro de los individuos mencionados en la descripcion con respecto al
total de secuencias para cada individuo(n). °Frecuencia porcentual de la cantidad de haplotipos obtenidos con
respecto al total de secuencias
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Figura 51. Red de haplotipos para el exdn 2 del gen DRB1 mediante el método Median-Joining. El tamafio de
los nodos es proporcional a la frecuencia del haplotipo presente en las poblaciones muestreadas. Los colores
representan a cada una de las poblaciones mencionadas en la leyenda. Los nodos negros (“median vector’) son
haplotipos hipotéticos no muestreados. Los nimeros rojos en las lineas de conexién indican la mutacién que
distancia a cada haplotipo. Hap= Haplotipo



Para el caso del exdn 2 del gen DRB, la red haplotipica muestra un grupo muy vinculado
(Hap_4, Hap_5y Hap_6). También existe un grupo separado (haplogrupo) del cual el Hap_2
es el central y de donde derivan los demas haplotipos (Hap_1, Hap_3, Hap_7 y Hap_8). Los
haplotipos 2, 3 y 4 fueron compartidos por las 3 especies de camélidos sudamericanos y
siendo el Hap_3 el de mayor frecuencia dentro de la poblacion total (Tabla 17). Los
haplotipos distantes obtenidos pertenecen a las vicuiias (Hap_9 y Hap_10). Se identificaron
4 haplotipos privados para vicufias (Hap_7, Hap_8, Hap_9y Hap_10), 2 para llamas (Hap_5
y Hap_6) y uno para alpacas (Hap_1) (Figura 51).

Tabla 17: Lista de haplotipos y su frecuencia dentro de la poblacion de camélidos sudamericanos para
el exon 2 del gen DRB1

Frecuencia (%)?

Alpaca Llama Vicufia Total
Haplotipo  Cantidad  Descripcién (n=6) (n=12) (n=22) (n=40)°
Hap_1 2 Alpaca (2) 33.33 0.00 0.00 5.00
Alpaca (1)
Hap_2 3 Llama (1) 16.67 8.33 4.55 7.50
Vicuiia (1)
Alpaca (2)
Hap_3 12 Llama (6) 33.33 50.00 18.18 30.00
Vicufa (4)
Alpaca (1)
Hap_4 8 Llama (1) 16.67 8.33 27.27 20.00
Vicufa (6)
Hap 5 2 Llama (2) 0.00 16.67 0.00 5.00
Hap_6 2 Llama (2) 0.00 16.67 0.00 5.00
Hap_7 3 Vicuna (3) 0.00 0.00 13.64 7.50
Hap_8 6 Vicufa (6) 0.00 0.00 27.27 15.00
Hap_ 9 1 Vicufa (1) 0.00 0.00 4.55 2.50
Hap_10 1 Vicufa (1) 0.00 0.00 4.55 2.50

Nota: La descripcion indica la cantidad de individuos por especie que presentan el haplotipo correspondiente.
Frecuencia porcentual del haplotipo dentro de los individuos mencionados en la descripcion con respecto al
total de secuencias para cada individuo(n). °Frecuencia porcentual de la cantidad de haplotipos obtenidos con
respecto al total de secuencias
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De los datos obtenidos puede inferirse que para el caso el gen TLR2 no se podria identificar
como un haplotipo ancestral cuya definicion; y segun la teoria de la genética de poblaciones,
se basa en su relacion con el mayor nimero de haplotipos que desciende de este (Posada &
Crandall, 2001). Se podria indicar como una posibilidad de ancestro al haplotipo 6 (Hap_6).
Sin embargo, no se han identificado individuos de la especie de vicufias y méas solo estan
presentes alpacas y llamas. Lo que caeria en una contradiccion con los postulados de

Wheeler (1991, 1995) donde indica a la vicufia como ancestro en comun.

Para el gen TLR4 tampoco se pude identificar un ancestro comdn al ser un clister de
haplotipos muy vinculados entre si. Se podria hipotetizar que el haplotipo 1 (Hap_1) seria el
posible ancestro al tener en su grupo a todos los haplotipos presentes de vicuiias para este

gen y posteriormente bifurcarse hacia el resto.

Finalmente, para el caso del gen DRB1 como se evidencian dos haplogrupos definidos, si se
podria tomar a dos nodos como los posibles ancestros. Tales nodos pueden ser el haplotipo
2 (Hap_2) o el haplotipo 4 (Hap_4). Ademaés, como dentro de este conjunto de haplotipos
estan presentes las vicufias, apoya la teoria de la descendencia a partir de la vicufia como

ancestro en coman.

4.8 Pruebas de neutralidad

Los resultados obtenidos por las pruebas de neutralidad (Tabla 18) indican si los genes
evaluados son los que posiblemente estdn bajo un proceso de expansion o seleccion
balanceada dentro de cada especie y en la poblacion en general de camélidos. No se evalla
si la poblacién total e independiente de camélidos es la que sufre los procesos de expansion

0 contraccion.

El estadistico D de Tajima para el analisis en el gen TLR2 dieron resultados positivos y no
significativos, lo que indicaria una seleccion positiva de los haplotipos mas frecuentes y una
contraccion en la poblacidn tanto independientemente para cada especie de camélido como
para la poblacién total. Sin embargo, los resultados obtenidos por el estadistico Fs de Fu
indican que, para la poblacién de alpacas y la poblacion total, el gen sufre una expansion
debido a valores negativos y significativos. Los resultados para el estadistico D* de Fu y Li

mostraron valores negativos y no significativos Unicamente en las llamas. No obstante, para
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el resto de las especies resultaron en valores positivos y solo significativos para las vicufias
y la poblacion total. Finalmente, se obtuvieron los valores positivos y no significativos para

el estadistico Rz, lo cual no indicaria una expansion.

Los andlisis de neutralidad en el gen TLR4 indican que los valores obtenidos para el D de
Tajima denotarian una posible expansion después de un cuello de botella al presentar valores
negativos, pero no significativos dentro de las poblaciones de alpacas y vicufias. Sin
embargo, en llamas se presenta un valor positivo y no significativo, lo que indicaria una
seleccién balanceada y contraccion. Ademas, el valor obtenido dentro de la poblacién total
es muy cercana a cero, por lo que se podria inferir que estas secuencias estarian
evolucionando en equilibrio. Los resultados del estadistico Fs de Fu y D* de Fu y Li
presentan valores similares: negativos no significativos (exceptuando el Fs significativo
obtenido en vicufias) para alpacas, vicufias y poblacion total y positivo no significativo en
Ilamas. Se obtuvieron valores positivos no significativos en el estadistico R2 en todas las

especies de camélidos sudamericanos evaluados.

Para el caso del exon 2 del gen DRB1, se obtuvieron valores positivos no significativos para
el estadistico D de Tajima en llamas, vicufias y poblacion total y un valor negativo no
significativo para las alpacas. Para el estadistico Fs de Fu, todos los valores fueron negativos
y no significativos. En cambio, los valores D* de Fu y Li fueron positivos no significativos
para llamas, vicufias y poblacion total mientras que para las alpacas resulto en un valor
negativo no significativo. Finalmente, y al igual que en la evaluacion de los otros genes, el
estadistico R2 resulto en valores positivos no significativos para todas las especies de

camélidos.

Los resultados obtenidos por las diferentes pruebas de neutralidad son muy variables en
cuanto a su interpretacion. Si bien resultados obtenidos usando los datos proporcionados por
este estudio con ciertas pruebas estadisticas conllevan a una interpretacion especifica, estos
mismos datos bajo otras pruebas estadisticas diferente dieron como resultado una
interpretacion que llega a ser contradictoria con las demés. Por tal motivo para la
interpretacion de datos se selecciond al estadistico Fs de Fu. Ya que para tamafios muestrales

grandes es el indice mas poderoso (Barahona Padilla, 2014).

Por tal motivo, para el caso de la region LRR del gen TLR2 se acepta la hip6tesis donde estos

alelos en alpacas y en la poblacion total de camélidos sudamericanos estan bajo un proceso
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de expansion. Mientras que para los casos de Ilamas y vicufias se rechaza dicha hipotesis.
Para la region LRR del gen TLR4 solo en las vicufias estos alelos estan bajo un proceso de
expansion, mientras que para la poblacion de alpacas y total esta hipdtesis de rechaza y en
las llamas se rechaza la hipotesis donde estos alelos han sufrido un proceso de seleccién o
reciente cuello de botella. Finalmente, para el exdn 2 del gen DRB1, en todas las poblaciones
se rechaza la hipotesis donde estos alelos sufren de un proceso de expansion.

Tabla 18: Pruebas de neutralidad

Gen Poblacion Tlia)j idrﬁa FsdeFu  D*FuyLi (RamOS_OnF;ZnS y Rozas)
TLR2 Alpaca 1.00607 -5.136™* 1.40386 0.1604
Llama 0.17595 -0.872 -0.29408 0.1290
Vicufa 1.30764 -1.911 1.40691** 0.1834
Total 0.95042 -9.002** 1.54919** 0.1306
TLR4 Alpaca -0.28681 -0.207 -0.79581 0.1210
Llama 1.62524 0.272 0.78344 0.2214
Vicuna -1.13321 -1.362** -1.74115 0.1643
Total 0.04252 -0.976 -0.60322 0.0996
DRB1 Alpaca -0.31466 -0.439 -0.21471 0.2477
Llama 0.86816 -0.673 0.36794 0.1981
vicufia 1.01305 -0.300 1.29306 0.1806
Total 0.54630 -1.933 1.31111 0.1401

Nota: Significancia estadistica *p < 0.1y **p < 0.05

4.9 Diferenciacion genética

La comparacion a pares de Fst para evaluar la diferenciacion entre las poblaciones de
cameélidos mostraron valores de una moderada diferenciacion, gran diferenciacion o
diferenciacion muy grande para los genes TLR2 y TLR4 entre las poblaciones. Mientras que
los valores Fst para el gen DRB1 indican una muy poca o nula diferenciacion entre las

poblaciones.
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Dentro del analisis para la region LRR del gen TLR2 se evidencia una gran diferenciacion
genética entre alpacas y llamas (Fst=0.24276), una diferenciacion moderada entre alpacas y
vicufias (Fst=0.08155) y una diferenciacion muy grande (Fst=0.30268) entre las llamas y

vicufias (Tabla 19).

Tabla 19: Comparaciones genéticas Fst para la region LRR del gen TLR2 por pares entre las tres
especies de camélidos sudamericanos

Alpaca Llama Vicuha
Alpaca 0.00000 + 0.0000* 0.01178 + 0.0010*
Llama 0.24276 0.00000 + 0.0000*
Vicufia 0.08155 0.30268

Nota: Debajo de la diagonal los valores Fsr, por encima de la diagonal los valores p-value
*
p <0.05

El andlisis Fst para la region LRR del gen TLR4 mostraron una gran diferenciacion de las
alpacas con respecto a las Ilamas (Fst=0.19967) y vicufas (Fst=0.16000). Mientras que la

diferenciacion entre las llamas y vicufias resulto ser muy elevada (Fst=0.45346) (Tabla 20).

Tabla 20: Comparaciones genéticas Fst para la region LRR del gen TLR4 por pares entre las tres
especies de camélidos sudamericanos

Alpaca Llama Vicufa
Alpaca 0.00030 + 0.0000* 0.00594 + 0.0010*
Llama 0.19967 0.00000 + 0.0000*
Vicufia 0.16000 0.45346

Nota: Debajo de la diagonal los valores Fsr, por encima de la diagonal los valores p-value
*
p <0.05

Finalmente, los valores Fst para el anlisis del exon 2 del gen DRB1 muestran un valor
negativo (Fst=-0.00416) dentro de la comparacion entre alpacas y Ilamas. Valores negativos
para Fst son considerados como cero (Fst=0) (Sanchez Marquez, 2017), por lo que se
inferiria que existe una nula diferenciacion entre alpacas y llamas. Mientras que la
diferenciacion entre alpacas y vicufias resulto ser poca (Fst=0.04199) al igual que la

comparacion entre llamas y vicufias (Fst=0.00895) (Tabla 21).
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Tabla 21: Comparaciones genéticas Fst para el exon 2 del gen DRBL por pares entre las tres especies de
camélidos sudamericanos

Alpaca Llama Vicufa
Alpaca 0.41867 = 0.0054 0.15484 + 0.0037
Llama -0.00416 0.35868 + 0.0049
Vicufia 0.04199 0.00895

Nota: Debajo de la diagonal los valores Fst, por encima de la diagonal los valores p-value
*
p <0.05

4.10 ldentificacién de cambios aminoacidicos

Se identificaron los codones de inicio para la region LRR del gen TLR2 y TLR4 resultando

ser +1 en ambos casos. Mientras que para el exon 2 del gen DRBL1 resulto en +3.

Se identificaron en la region LRR del gen TLR2 4 sitios sinénimos (V6V, A22A, L69L y
G154G) y 10 sitios representativos. Para la region LRR del gen TLR4 todos los cambios de
amino&cidos fueron representativos (D39E, 1100V y E141K). Finalmente, para el exon 2 del
gen DRBL se identificaron 5 cambios sinénimos y 3 cambios representativos (V39M, A44S
y R89Q) (Anexos 7-9). Cabe mencionar que para este Gltimo gen el aminoacido 44 puede
presentar 2 cambios nucleotidicos en su triplete, por lo que la combinacidn en algunos casos

podria dar cambios sinénimos tales como A44A o S44S.

En ninguno de los cambios producidos hubo una variacion de leucinas por otro aminoacido
distinto. Sin embargo, en el aminoacido 132 de la region LRR del gen TLR2 se produce en
algunos individuos un cambio de prolina por una leucina. Por lo que dicho cambio

aumentaria ligeramente la proporcion de leucinas dentro de la secuencia (Tabla 22)
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Tabla 22: Cambios de aminoacidos dentro de las repeticiones ricas en leucinas de los genes TLR2 y
TLR4 y el exén 2 del gen DRB1 debido a los sitios polimérficos encontrados

Nucleoétido Aminoacido
Gen Sitio Alelo? Sitio Alelo? Caracteristica”
TLR2 18 CIT 6 VIV NP/NP
23 CIT 8 AV NP/NP
66 CIT 22 AlA NP/NP
107 G/IA 36 R/H ++
175 AIC 59 N/H P/+
207 G/IA 69 L/L NP/NP
242 GIC 81 G/A P/NP
256 C/G 86 H/D +/-
395 CIT 132 P/L NP/NP
416 CIT 139 Y P/NP
440 G/A 147 S/N P/P
462 G/IA 154 GIG P/P
470 AlG 157 N/S P/P
4381 G/IA 161 E/K -1+
TLR4 117 TIG 39 D/E -/-
298 AIG 100 Y NP/NP
421 G/A 141 E/K -1+
DRB1 44 CIT 14 N/N P/P
56 G/IA 18 R/R +/+
117 G/A 39 VIM NP/NP
132 GIT 44 AlS NP/P
134 AIG 44 AlS NP/P
155 G/A 51 P/P NP/NP
236 TIC 78 YIY P/P
268 G/IA 89 R/Q +/P

Nota: 2Alelo de referencia del GeneBank (izquierda)/alelo distinto identificado en las secuencias (derecha).

bP=polar, NP= no polar, += positivo, -= negativo



V. CONCLUSIONES

Los cebadores elaborados fueron 6ptimos para la amplificacion de la region LRR de
los genes TLR2 y TLR4 y para el exon 2 de los genes DPB1, DQB1 y DRBL.

Se evidencio por primera vez la presencia de sitios polimorficos en las repeticiones
LRR de los genes TLR2, TLR4 y para el exdn 2 del gen DRBL1 en alpacas, llamas y

vicufas.

Existe una mayor variabilidad en la regién LRR del gen TLR2 en la poblacion de
vicuiias y en las llamas para la region LRR del gen TLR4 sin embargo no es
significativa. Mientras que la variabilidad para el exdn 2 del gen DRB1 fue casi
homogénea para las tres especies de camélidos sudamericanos. Por tal motivo, las
alpacas, llamas y vicufia presentan una similar variabilidad genética para las regiones
LRR en los genes TLR2 y TLR4 y para el exon 2 del gen DRB.

El grado de diferenciacion genética para los genes TLR2 y TLR4 es mayor entre
Ilamas/alpacas y llamas/vicufias y moderado entre alpacas/vicufias. Esto sostiene el
hecho de que las alpacas y vicufias estin mas emparentadas al ser las primeras la
forma domesticada de la segunda.

No se evidencio diferenciacion genética para el exdn 2 del gen DRB1 entre las tres
especies de camélidos sudamericanos evaluados a pesar de que dicho gen es uno de

los que presenta mayor cantidad de polimorfismos dentro de cualquier especie.



V1. RECOMENDACIONES

Se debe cuidar la correcta estimacion de la concentracion del ADN para procesos de

secuenciamiento, asi como también evitar el uso de cebadores degenerados.

Se sugiere que estudios futuros puedan evaluar la variabilidad de los genes de

inmunidad evaluados en este estudio en la poblacién de guanacos (Lama guanicoe).

Se recomienda evaluar la diversidad de los genes de inmunidad en distintas
poblaciones de vicufas, asi como en poblaciones de alpacas y llamas que estén
regidas o no bajo seleccion artificial. Esto con el fin de poder identificar la posible
existencia de una mayor cantidad de haplotipos, asi como también la ampliacion en
la identificacion de sitios polimorficos que sean podrian ser relevantes al tener una

posible vinculacién con enfermedades.

Evaluar la presencia de sitios polimorficos en regiones distintas al LRR dentro de los
genes TLR2 y TLR4 que también presentan repeticiones de leucinas. Al igual que en

los LRR presentes en los diferentes tipos de genes Toll Like Receptor.
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VIII. ANEXOS



Anexo 1: Registro de camélidos domésticos

Codigo de trabajo Codigo INIA Especie Sexo Raza Color de vellon
LGO1 147215 Lama glama Hembra Q'ara GRIS/PIVOL
LGO02 271314 Lama glama Hembra Q'ara NEGRO/GRIS/CAFE
LGO03 236214 Lama glama Hembra Q'ara CAFE

LG04 246214 Lama glama Hembra Q'ara PIVOL
LG05 89113 Lama glama Hembra Q'ara CAFE

LGO06 50212 Lama glama Hembra Q'ara BLANCO
LGO7 167214 Lama glama Hembra Q'ara CAFE

LGO08 190410 Lama glama Hembra Q'ara CAFE CLARO
LGO09 235213 Lama glama Hembra Chaku API

LG10 22114 Lama glama Hembra Chaku CAFE

LG11 261314 Lama glama Hembra Chaku API

LG12 101113 Lama glama Hembra Chaku CAFE

LG13 259313 Lama glama Hembra Chaku NEGRO
LG14 242214 Lama glama Hembra Chaku GRIS/BLANCO
LG15 80215 Lama glama Hembra Chaku GRIS

LG16 171311 Lama glama Macho Q'ara NEGRO/BLANCO
LG17 47111 Lama glama Macho Q'ara GRIS

LG18 258206 Lama glama Macho Q'ara BLANCO
LG19 20114 Lama glama Macho Q'ara CAFE ROJO
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Continuacion...

LG20
LG21
LG22
LG23
LG24
LG25
LG26
LG27
LG28
LG29
LG30

VP01
VP02
VP03
VP04
VP05
VP06
VP07
VP08
VP09

PNIA1 RAK'U
249312
20110
181205
107113
7113
191213
68106
8110

406
208214

133211
215208
593
161214
284212
380312
306207
58104
357207

Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Lama glama
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos

Vicugna pacos

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho

Q'ara
Q'ara
Q'ara
Q'ara
Chaku
Chaku
Chaku
Chaku
Chaku
Chaku
Chaku

Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya

Suri

CAFE CLARO
PIVOL
BLANCO/NEGRO
PIVOL
GRIS
CAFE/BLANCO
NEGRO
PIVOL/API
BLANCO
API
PIVOL

NEGRO
CAFE
CAFE ROJO
CAFE OSCURO
GRIS
BLANCO
API
LF
BLANCO
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Continuacion...

VP10
VP11
VP12
VP13
VP14
VP15
VP16
VP17
VP18
VP19
VP20
VP21
VP22
VP23
VP24
VP25

VP26
VP27

VP28

VP29
VP30

275310
58112
60109

630

132215

339206
68216

7116

134113
38115

181212
62216
46115
69106

155215

251204

45216
311315

161216

335415
31116

Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos

Vicugna pacos
Vicugna pacos

Vicugna pacos
Vicugna pacos
Vicugna pacos

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra

Hembra
Hembra

Hembra
Hembra
Hembra

Suri
Suri
Suri
Suri
Suri
Suri
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Wakaya
Suri
Suri

Suri
Suri

Suri

Suri
Suri

NEGRO
CAFE
CAFE OSCURO
GRIS
CAFE ROJO
API
LF
CAFE ROJO
GRIS
BLANCO
NEGRO
CAFE CLARO
CAFE OSCURO
API
BLANCO
NEGRO

CAFE
CAFE OSCURO

LF

GRIS
CAFE ROJO
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Anexo 2: Registro de camélidos silvestres

Codigo de trabajo Especie Sexo

VV01 Vicugna vicugna Hembra
VV02 Vicugna vicugna Hembra
VV03 Vicugna vicugna Hembra
VV04 Vicugna vicugna Hembra
VV05 Vicugna vicugna Macho
VV06 Vicugna vicugna Macho
VVQ07 Vicugna vicugna Hembra
VV08 Vicugna vicugna Macho
VV09 Vicugna vicugna Hembra
VV10 Vicugna vicugna Hembra
VV11 Vicugna vicugna Hembra
VV12 Vicugna vicugna Hembra
VV13 Vicugna vicugna Macho
VV14 Vicugna vicugna Hembra
VV15 Vicugna vicugna Hembra
VV16 Vicugna vicugna Hembra
VV17 Vicugna vicugna Macho
VV18 Vicugna vicugna Macho
VV19 Vicugna vicugna Macho
VV20 Vicugna vicugna Hembra
VV21 Vicugna vicugna Hembra
VV22 Vicugna vicugna Hembra
VV23 Vicugna vicugna Hembra
V24 Vicugna vicugna Macho
VV25 Vicugna vicugna Macho
VV26 Vicugna vicugna Hembra
VVv27 Vicugna vicugna Hembra
VV28 Vicugna vicugna Hembra
VV29 Vicugna vicugna Macho
VV30 Vicugna vicugna Hembra
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Anexo 3: Cuantificacion de ADN nuclear en las especies de camélidos

Especie Cédigo Concentracion Pureza
(ng/pl) (A260/A2g0)

Alpaca VP1 133.4 1.86
VP2 151.2 1.89
VP3 110.6 1.88
VP4 110.4 1.87
VP5 117.3 1.94
VP6 148.4 1.87
VP7 159.4 1.87
VP8 129.6 1.89
VP9 134.2 1.89
VP10 134.7 1.89
VP11 92.4 194
VP12 111.6 1.92
VP13 111.0 1.87
VP14 93.0 1.94
VP15 110.5 2.02
VP16 139.6 1.93
VP17 229.4 1.83
VP18 194.1 1.88
VP19 177.2 1.81
VP20 122.8 1.94
VP21 117.5 1.98
VP22 167.0 1.90
VP23 139.2 1.96
VP24 68.1 2.05
VP 25 130.6 1.90
VP26 103.7 1.91
VP27 95.4 197
VP28 108.2 1.97
VP29 199.8 1.89

VP30 193.4 1.90
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Continuacion...

Llama

Vicuia

LG1
LG2
LG3
LG4
LG5
LG6
LG7
LG8
LG9
LG10
LG11
LG12
LG13
LG14
LG15
LG16
LG17
LG18
LG19
LG20
LG21
LG22
LG23
LG24
LG25
LG26
LG27
LG28
LG29
LG30

VV1

234.8
175.8
182.7
170.4
179.2
190.4
174.4
200.1
153.3
229.1
214.6
163.2
200.9
259.2
205.9
211.7
172.9
187.6
216.0
139.2
219.2
221.9
158.9
179.2
227.2
192.1
255.2
195.3
183.4
190.8

59.5

1.87
1.92
2.05
1.88
2.10
2.18
2.11
2.40
1.93
2.40
2.29
2.18
1.94
2.02
2.20
1.88
1.99
1.92
2.06
2.39
2.04
1.92
1.93
1.99
2.05
1.94
2.06
1.96
1.95
1.93

1.81
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Continuacion...

VV2
VV3
VV4
VV5
VV6
V7
VV8
VV9
VV10
VV11
VV12
VV13
VV14
VV15
VV16
VV17
VV18
VV19
VV20
VV21
V22
VV23
V24
VV25
VV26
VV27
VV28
VV29
VV30

91.5
97.5
58.7
78.6
85.4
92.3
74.1
68.5
62.3
72.8
93.4
70.8
71.4
96.4
101.0
96.7
105.6
99.8
78.6
59.4
85.3
78.4
91.2
68.5
71.6
83.2
82.3
75.8
53.6

1.81
1.83
1.82
1.86
1.84
2.00
1.85
1.85
1.86
1.87
1.81
1.85
1.84
1.93
1.94
1.82
1.85
1.82
1.84
1.83
1.82
1.83
191
1.88
1.90
1.85
1.79
1.96
1.77
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Anexo 4: Alineamiento multiple para la region LRR del gen TLR2

LD20 TLR2 P2
VD2 TLR2 P1
VD2 TLR2 P2
VD5 TLR2 P1
VD5 TLR2 P2
VD10 TLR2 P1
VD10 TLR

P
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TGIGGACAGIGIGGGTICTTGGCGGCAGCAATCAGCCTCICCAAGGAAGGGGCCCTTGATCAGGCCCATICICIG
TTGIGGACAGTIGIGGGICTTGGCGGCAGCAATCAGCCICICCAAGGAAGGGGCCCTIGATCAGGCTICATICICIG
T TGTGGACAGIGIGGGTCTTGGCGGCAGCAATCAGCCTCITCCAAGGAAGGGGCCCTTGATCAGGCTICATICICIG
TTGIGGACAGIGIGGGICTITGGCGGCAGCAATCAGCCICITCCAAGGAAGGGGCCCTTIGATCAGGCICATICICIG
TTGIGGACAGTGIGGGICTTGGCGGCAGCAATCAGCCTICICCAAGGAAGGGGCCCTIGATCAGGCICATICICIG
TTGTGGACAGIGIGGGICTTGGCGGCAGCAATCAGCCTCITCCAAGGAAGGGGCCCTTGATCAGGCICATICICIG
TTGIGGACAGIGIGGGTICTTGGCGGCAGCAATCAGCCTCITCCAAGGAAGGGGCCCTIGATCAGGCTICATICICIG
TTGIGGACAGTGIGGGICTTGGCGGCAGCAATCAGCCICITCCAAGGAAGGGGCCCTIGATCAGGCCCATICICIG
T TGIGGACAGIGT TLTTDULCCQACLAA CICTCCAAGGAAGGGGCCCTTGATCAGGCCCATICICIG
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LD20 TLR2 P2
VD2 TLR2 P1
VD2 TLR2 P2
VD5 TLR2 P1
VD5 TLR2 P2
VD10 TLR2 P1
VD10 TLR2 P2
VD11 TLR2 P1
VD11 TLR2 P2
VD15 TLR2 P1
VD15 TLR2 P2
VD16 TLR2 P1

P
Clustal Consensus §

Posicién 76-150

al e g L o (0 SOk Y (LR i L (g U (R (W o (S ey R [ TS N (WL T O R g |

CCCCCAGGGCITCACGGCAGC
GGCTCACGGCAGC

5 C o
TbTTbTbALLLLACTbU >5ICIGIG 5CC Y CG CATLLCCLLAGG@LTLALUULAGL
TCTTGTGACCCCACTGG G 7 CFLCACATCTTTAAACUCCATCCCFCCAFFFCTLACCCCAW
TCTTGIGACCCCACTG 5CC. C
TCTTGTGACCCCACTG G GCCAGATCTTTAAACGCCATC L(LA(CGCTLACUUCAHQ
TCTTGTGACCCCACTU J‘ G CCGCGCCAGATCITTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
CTTG B B} F(LAFATCTTTAAAFFLLATLCCLCCAQFFLTFACFPLAU
TCTTGIGACCCCACITGG GCCAG o C CCCCCAGGGCITCACGGCAGC
TCTTGTGALFCCA(T CGCG C CGCCAT CCCAGGGCTCACGGCAGC
CCAC GIG GCCAG C CA CCCCA GCTCACGGCAGC
ULCAFATLTTTAAACGCCAT( CCCCAGGGCTCACGGCAGC
GCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
NAHATCTTTAAACF(CATCCLLCCAGCCCT(ACQFLAFL
C 3 C CGCC CCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACTG(CGT(TGTUAT GCCGCGC C CGC CCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACTGGCGTCTGTGAT G G C CC CCCAGGGCTCACGGCAGC
C CCCAGGGCICACG
CCCAGGGCTCACGC G
¢ CCCAGGGCTCACGGCAGC
TbTTbTbALLCCALT GCGICIGIGAT GCCAG > oG ATC CCAGGGCITCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACTGGCGICTGIGAT 5 CAC GCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACTGGCGICITGIGAT GCCAG CCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACTGGCGICIGIGAT C FLCAGATLTTTAAALFLLATCL CCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACIGGCG G GCCGCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACTGGCGTICTIGIGATGGCCGCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TbTTbTbAfb“‘ALTubLbTLTbTbATKG(L(LGLLAbAT(TTTAAALFLLATCCCCCLAwb(LTLALbbLAbb
TCTTGTIGACC CT STCTGTIGATGGCC C
TCTTGTGACC CIGIGATG
TCTTGTGACC C
C ¢ C G CGCCAGATCTTTAAAC LAT(CLL(LAGGQLTLACGOLAGL
TLTTDTFACLCLAFTUUCGT(TGTDATFCLC GCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACT G( CCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACT 3CGTCTGTGAT G CCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGITGACCCCACTGGCGICIGIGAT CC C G LLLACQDLTLAQCULAU
TCTTGIGACCCCACTGGCGICIGIGAT C CGCC C C CATCCCCCCAGG 5
TCTTGTGACCCCACT G( CIGIG CAGATC : (CLAUG
TCTTGIGACCCCACTGGC G
TCTTGIGACCCCACITGGCGICIGIGAT
TCTTGIGACCCCACTGGCGICITGIGAT
TCTTGIGACCCCACT JCbTbTbTbAT,J
TLTTUTFALLCCALT GCG

C CLGL(AbATLTTTAAALF(LATLCL(LLAPGGLTCALFQLAFL
TCTTGIGACCCCACTGGCGICTIGIGAT JL@ULQCLA@AT@TTTAAALQLLATCCFC\CAUQGLTLALbbLAbL
TCTTGITGACCCCACTGGCGTICIGIGAT CGCCAGATCTTTAAACGCCATCC GCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACITGGCGICIGIGAT GATCTTTAA CATC CAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACT )TCTGTFATCUCCFLGCLACATLTTTAAALFLLATLCCFLCAGJCLT(ALG(CAF
TCTTGTGACCCCACT LGTLTbTbATLCCCGCGCCAbATLTTTAAALQ CATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACTGGCGTCTGIGATGGCCGCGCCAGATCITTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACTGGCGICIGTGAT G( GCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTICACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACT GCGTCTGTOAT(( GCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACT ;(ACGCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGLTLACGbCAGC
TLTTGTGALCCLAFT C

JLFTLTGT“AT(UCCQL
T(TbTbAT(bLLbbJ GC
GCCG CAGGGCTCACGGCAGC
G CGCCAGATCTTTAAACGC ATLLL CAGGGCTCACGGCAGC
TLTTGTGALLC&AQ “i:GCGC(AGATLTTTAAACG CATC CAGGGCTCACGGCAGC
T(TTbTbAL&LCALT(GLGTLTGTGATDD(Lb(bLLAbATLTTTAAALD CCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGTGACCCCACT CGTCTGIGAT CGC GATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACITG GICIGIG GCG AhATbTTTAAALGLLATCFC(CCAGQQLTLA&QGLAU
TCTTGTGACCCCACTG CIG C CATCCCCCCAGGGC GC
TCTTGIGACCCCACT 5 ¢ b
SACCCCACT GCCAGATCTTTAAAC

GCCGCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGC C
CCGCGCCAGATCTTTAAACGCCATCC C(CAUGGLTCACGFLAFC
:LAbbLbAbAT<TTTAAALQCCATCFCCCCACQO&TLALOFLAUL

TCTTGTbACQCCAbTCGLGTLTGTﬁAT G CCCCAG

TCTTGIGACCCCACT GGCGTCTGTGATGGCCACGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCTCACGGCAGE
TCTTGIGACCCCACTGGCGTCTGTGATGGCCGCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCCCCAGGGCT CACGGCAGE
TCTTGIGACCCCACTGGCGICTGIGAT GCGCCAGATCTTTAAACGCCATCCCC CTCAC
TCTTGIGAC cI r( GTCTGIGATGGCCGCGCCAGATCTTTAAACGCCATC

TCTTGIGAC GICIGIGATG GATC B GCTCACGGCAG
TCTTGIGAC GGCGTCT GT GATGGCCGCGCCAGATC CC : r< CTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACTGGCGICTGIGATGGC CG(,(‘L,CA(:ATCTTTAAA(‘(‘LL,AT( 5 CTCACGGCAQ

TCTTIGIGACCCCACTGGCGICIGIGATGGCCGCGCCAGATCITTTAAACGC
TCTTGIGACCCCACTGGCGICIGIGATG OLCG(OLCAGATLTTTAAACGCCATCCCCCCAGO CTLACGDQAbL
TCTTGIGACCCCACT JLFALGCCAGATLTTTAAALGCFATFCCFC(AbGFCTLAFChLAG
TCTTGIGACCCCACIGG G CAG
TCTTGIGACCCCACT

TCTTIGIG CACIG

TCTIG JCA C
TCTTGIGACCCCACTGG CICACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACTGGCG CCAG CCAT CCCAG GCTCACGGCAGC
TCTTGIGACCCCACT CAGATC C CCCAGG o
TCTTGIGACCCCACT
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AD8 TLR2
AD10 TLR2
AD10 TLR2
AD12 TLR2
A812 TLR2

VD2 TLR2
VD2 TLR2
VD5 TLR2
VD5 TLR2

P1
P2
P1
P2

Posicién 151-225

AACAATGACCTGCAGAGGTGTbTb(
GIG 5CCT CAACAATGACCTACAGAGGIGIGIGGGC
GTGAAAACCCTTGALQTGTCCAATAALAGGATCACCTATGT LAAQAATGALLTA(A(AbbTbTbTbbFLLTL
T(AAAA(LLTT(ALCTUT(LAATAACAUFAT(ALCTATUTCGU(AA(AATFA(CTb(AFAFFTGTCTC(FCLTC
GTGAAAAGCCTTGACCIGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCIGITCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTACAGAGGIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCITGICCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCITGCAGAGGIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGIC @AALAATFALLTULAQA@OTQT@TGUJ
UTFAAAAF CITTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTICGG
T TGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGG
CTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGIC GCAACAATFA(CTU(A(AbbTbTbTbG C
CCTTGACCTGICCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
TFAAAACCCTTUA(LTUTC(AATAACAFGATCALLTATGTQ CAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCIGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG LQTC
GTGAAAAGCCTTGACCTIGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCIGCAGAGGIGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGICCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGGGC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCIGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCIGCAGAGGIGIGIGGGCCTC
GTGAAAAG TTCAC(TbTbbAATAA(AHJATLA(LTATGT( CAA(AATFA(CTF(A(AGGTGTGTH) CLTC
GTGAAAAGC G C C CAG CACC C 5
GTGAAAA C NCAACAATFACCTULA(AGGTUTGTGb C
GTGAAAAG G G JAGG CC C bAALAATUALFTCLAbAbbTbTGTbbFCCTC
GTGAAAAGCCTTG G T1C
GTGAAAAG ‘TTbALLTbTL(AATAALAGDATLALLTATGTL 1C
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGIC FLAACAATFALLTF(A(AGhTUTbTbbCLLT
GTGAAAAGCCTTGACCIGICCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCITIGCAGAGGIGIGIGGGCCIC
GTGAAAAGCCTTGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCIGCAGAGGIGIGIGGGCCIC
GTGAAAAGCCTTGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTIGCAGAGGTIGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIGGGCCTC
bT(AAAAFLLTTbALLTbTLbAATAALAbbATLALLTATGTL(CLAAQAATOALLTALAKAbbTbTDTFG(LLTL
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIGGGCC
bTQAAAA(bbTTbALLTbT(LAATAALAQGATfALLTATbTLbbLAALAATbALCTuLA(AbbTbTbTb
GCCT GCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGG
GCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
¢ CA C CAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
bT(AAAAFLLTTGACQTGT(LAATAALA@QATLA(LTATUTC CAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGIC QAALAATUA(LTDLA(AGGTDTGTD(;“
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGIC
GTGAAAAGCCT TGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTAIGICG CAACAATFAL(TbLAUAbbTbThTGG
GTGAAAAGCCITTGACCIGICCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCIGCAGAGGIGIGIGGG
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTIGCAGAGGTIGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTACAGAGGIGIGIGGGCCTC
UTbAAAACLLTTCA((TGTC(AATAACA(UAT(A(LTATGT( LAALAATPA(LTU(A(A(UTHTUTUGGL(TL
GTGAAAAGCCITTGACC o CAC
GTGAAAAG
GTGAAAAG
GTGAAAAG
UTGAAAAW
GTGAAAAG(
GT(AAAA(LLTTbALLTbTLLAATAALAGGATLALLTATQTL((LAALAATOALLTGfA(AbbTbTbTGGCCCTL
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTIGCAGAGGIGIGIGGGCCTC
UT(AAAA(CCTTGAQ(TGTCLAATAAEAFFATLACCTATGTCFFCAACAATQAQQTbgA&AgQTGTGTQQF(CT(

GTGAAAAGCCTTGAGCTGTCCAATAAGAGGAT GAGGTAT GTG G CT

T CAAAAGCCTT GACCT GT CCAATAAGAGOAT CACCTAT GTCOGCAACAAT GACCT GCAGAGRT T GTARGCCTS
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGIGGGCCTC
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGIGGGCCTC
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTACAGAGGT GTGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGTGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGIGGGCCTC
GTGAAAAGGCTTGAGGT GT GGAATCAGAGGATGAGGTAT GT CGOGAAGAAT GACGT GGAGAGGT GTGTGGGOGTG
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATCACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGTGIGGGCCTC
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GT GIGGGCCTC
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGTGTGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCT GCAGAGGT GTGTGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGTGIGGGCCTC
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGTIGGGCCTC
GIGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGT GTGIGGGCCTC

GTGAAAAGCCTTOACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAAT GACCTOCAGAGGTOTOTGGGCCTC

C CIG G GT

CAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIG

G CAG C ¢ CAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIG

CITTGACCITGICCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGIGIGIG
GTCAAAAFL&TTCACLTGTC(AATAALAGFATLACCTATrTCCFCAACAATFACCTCLAFAUGTGTGTU FCLTL

TFAAAAFLCTTUALLTGTCCAATAACAFFATLALCTATFT
GTGAAAAGCCTTGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTAIGIC
UTCAAAACCCTTUACLTGTC(AATAA(Ab(ATbACCTAThTLCULAACAAT\ALLTGLACAGGTGTGTUC
GTGAAAAGCCTTGACCITGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCIGCAGAGGIGIGIGGGCCT
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGICGGCAACAATGACCTGCAGAGGTGIGIGGGCCTC
GTGAAAAGCCTTGACCTGTCCAATAACAGGATCACCTATGTCGGCAACAATGACCTGCAGAGGTIGIGIGGGCCIC
UTCAAAAFCLTTUACCTOTLLAATAACAFCATCACCTATbTCbFCAALAATvACCTFCAFAFFTOTFTUU
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P2
VD2 TLR2 P1
VD2 TLR2 P2
VD5 TLR2 P1
VD5 TLR2 Pf_g’1

Clustal Consensus &

AAGOQLTTDAUGLV
AG TTbAFGFT

TTGAUOLTO
TTCAUGLTC

C
TTGAGGCT
AAGGCCTTGAGGCIC
AAanLTTGAFbLTG

Posicién 226-300

e 3

SAGT CCAGACAATT GA
GICCACACAATTGAG
GICGACACAATTGAGG
?TQCQCAQAATTQN

1C 3 5
TCCACACAAT T GAC
)TQUALALAATTD

TC SA
<AbTLLAbALAATTbA(
AU¥LLALA(AATTUA

G

AA(ATTCCT
AAGATTCCT

GAGTCGACACAATTG
GICGACACAATIG
GTCGACACAAT T GA(

AGTCCACACAATTG

bTLbALAbAATTb

GTCCACACAATTGA
GAGTCGACACAAT TGAGG
AGT((ACACAATTGN

T =

GICGACACAATTG

GICCACACAATITG
TCGACACAATTG
TCCACACAAT T GAC
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P03|C|on 301 374

T
310 320 330 340 350 36

AD1 TLR2 P1 ; SACTTATCCTATAATC G 1T
AD1 TLR2 P2 SACTTATCCTATAATCG T
AD2 TLR2 P1 SACTTATCCTATAATCG TT
AD2 TLR2 P2 GGACTTATCCTATAATC TT
AD4 TLR2 P1 i G
AD4 TLR2 P2 TTIC TTGAAATT
AD5 TLR2 P1 y > > : TTTC TTGAAATT
AD5 TLR2 P2 ¥ GGAC > 51C > GC T
AD7 TLR2 P1 5 TTGICTAACTTATCAGC T TTGAAATT
AD7 TLR2 P2 ¥ GGAC C TTIGICTAACTTATCAGC T TTGAAATT
AD8 TLR2 P1 ( Cl ¥ TTGAAATT]
AD8 TLR2 P2 T TTGAAATT
AD10 TLR2 P1 b T TGAAATT
AD10 TLR2 P2 CTAAC T TTGAAATT
AD12 TLR2 P1 . > ( A TA C B TTGAAATT
AD12 TLR2 P2 GGAC TAT 5T 3 3 > TTGAAATT
AD14 TLR2 P1 |8 C C G GICTAAC SGTTCAGGAC C TTGAAATT
AD14 TLR2 P2 C g C GICTAAC C GGIIC C TTGAAATT
AD16 TLR2 P1 ¥ GGAC C GTICTAAC GGITC C TTGAAATT
AD16 TLR2 P2 SACTTATCCTATAATCGCTTGTCTAACTTATCAGC GGITC : 5 TTGAAATT
AD17 TLR2 P1 (8 SACTTATCCTATAATCGCTTGTCTAACTTATCAGCT GG 3 G
AD17 TLR2 P2 ACTTAT
PRSI CAT T TGGACTTATCCTATAA
AD18 TLR2 P2 LTTAT CCTATAATC
AD19 TLR2 P1 ATCC
AD19 TLR2 P2
AD20 TLR2 P1
AD20 TLR2 P2

TLR2 P1
AD22 TLR2 P2
AD23 TLR2 P1 |8
AD23 TLR2 P2 | CTTATCCTATAAT(
AD24 TLR2 P1 GGACTTATCCTATAAT
AD24 TLR2 P2 ¥ > 3
AD25 TLR2 P1
AD25 TLR2 P2 GGACTTATC (,TATAATU;
LD1 TLR2 P1 (8 CITATCCTATAA
LD1 TLR2 P2 G o
LD2 TLR2 P1 %
LD2 TLR2 P2
LD4 TLR2 P1 (¥
LD4 TLR2 P2 |§
LD5 TLR2 P1 (@
LD5 TLR2 P2 (¥ 5
LD6 TLR2 P1 & TTGAAATT
LD6 TLR2 P2 & TTGAAATT
LD7 TLR2 P1 & TTGAAATT
LD7 TLR2 P2 & ; TTGAAATT
LD8 TLR2 P1 9 TTGICTAACTTATCAGCT T B ( TTGAAATT
LD8 TLR2 P2 C TTGICTAACTTATCAGCTIC TTGAAATT
LD9 TLR2 P1 C TTGTICTAACTTATCAGCT CAGG TTGAAATT
LD9 TLR2 P2 & C C TTGAAATT
LD10 TLR2 P1 & TTGAAATT

TTGAAATT
TTGAAATT
TGAAATT

TCT( CCTTGAAATT

LD10 TLR2 P2
LD11 TLR2 P1
LD11 TLR2 P2
LD12 TLR2 P1
LD12 TLR2 P2
LD13 TLR2 P1
LD13 TLR2 P2
LD14 TLR2 P1
LD14 TLR2 P2
LD15 TLR2 P1
LD15 TLR2 P2
LD16 TLR2 P1
LD16 TLR2 P2
LD18 TLR2 P1
LD18 TLR2 P2
LD19 TLR2 P1

S TTATCCTAT
ACTTATCCTATAAT(
SACTTATCCTATAA
SACTTATCCTATAATC
SACTTATCCTATAAT
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TTGAAATT
TTGAAATT|
TTGAAATT
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GA( TTATCC
SACTTATCCTATAAT(
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AD2 TLR2 P1 > TACAAAACACT T GG(
AD2 TLR2 P2 ; TACAAAACACTT
AD4 TLR2 P18 TACAAAACACTT

AD10 TLR2 P1 CCTTAC CTTGGCGAAAT(
AD10 TLR2 P2 (8 CROGG G AACGICICT

AD20 TLR2 P2 |% T oAAATsTTTALAAAA(

AD22 TLR2 P1 CTGGGAAATCCTTACAAAAC

AD22 TLR2 P2 Cll AAATCTTTACAAAAC

AD23 TLR2 P1 y GAAATCCTTACAAAAC

AD23 TLR2 P2 | AAATCCT TALAAAA(,A(JTT(J(;

AD24 TLR2 P1 |8 AAATCCTTACAAAACACT TGGC

AD24 TLR2 P2 |% GAAATCCTTACAAAACACTTG
2116

LD2 TLR2 P2 y > GAAAT TTTAL,AAAAL,A(JTT(J(‘
LD4 TLR2 P1 Y SGGAAATCCTTACAAAACACTIG
LD4 TLR2 P2 SGGAAATCCTTACAAAAC

LD5 TLR2 P1 o o1 AAATCTTTACAAAAC

LD7 TLR2 P2 ( GGAAATCTTTACAAAACACTT
LD8 TLR2 P1 AAATCTTTACAAAACAC
8 TLR2 P2 GAAAT

LD10 TLR2 P1 CAAATCTTTACAAAACACTT GGG

LD10 TLR2 P2 AAATCCTTACAAAACACTT

D11 TLR2 P1 GAAATCCTTACAAAACACTTG

LD11 TLR2 P2 (8 GAAATCTTTACAAAACACTTG

(D12 TLR2 P1 (¢ GGAAATCTTTACAAAACACTTG(

LD12 TLR2 P2 (8 GAAATCTTTACAAAACACTTGGCGAAA 5
(D13 TLR2 P1 |8 GGAAATCCTTACAAAACACTTGGCGAAACGTCTCT
(D13 TLR2 P2 (8 GTGCTGGGAAATCTTTACAAAACACTTGGCGAAACGTCTCT
LD14 TLR2 P1 (@ v 5 AACGICICT

6 >
LD19 TLR2 P2 C GGGAAATCCTTACAAAACACTTGG
LD20 TLR2 P1 o SGGAAATCTTTACAAAACACT T GGC

p

VD2 TLR2 P1

VD2 TLR2 P2

VD5 TLR2 P1
VD5 TLR2 P2 C CTTG
VD10 TLR2 P1 [® GC nAAATu,TTA( AAAA(,A(,TT

VD10 TLR2 P2 C SAAATCCTTACAAAACACTTGG

VD11 TLR2 P1 C SAAATCCTTACAAAACACTTGG
C STTG

VD15 TLR2 P1
VD15 TLR2 P2
VD16 TLR2 P1
VD16 TLR2 P2
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Posicién 449-523

0 (U e A s B R T e B i ce B B U e e G (i T e T b 6 U C S e g R i e e

450 460

4 TLR2 P1 ‘T(‘AAA(;TA(;“

AD
AD4 TLR2 P2 ICCIG AAA(;TA(;(_;(
AD5 TLR2 P1 TCCTGAAAGTAG

AD5 TLR2 P2 T(,L GAAAGTAG

R2 P
AD10 TLR2 P1

AD17 TLR2 P1 G GGG G o AGATTCAGGAAAAGGATTTCICTG

AD17 TLR2 P2 > GTAG G C AGATTCAGGAAAAGGATTICICIG
AD18 TLR2 P1 CIG G ¢ ¢ SAAAAGGATTTCTCTG
AD18 TLR2 P2 C G C : AAGAT TCAC AAGGATTTCTCIC
AD19 TLR2 P1  A®® ¢ CCGAGATTCAGG >TCTG
AD19 TLR2 P2 > > G T AGAT T CAC(

AD20 TLR2 P1 T G (

¢ A >
LD10 TLR2 P2 CCIG GTAGGGAATAGTAAC
LD11 TLR2 P1 GTAGGGAATAGTAACCCCTTIC C AAAAGGATTTCICIG
LD11 TLR2 P2 T(JAAA(JTA(J(J/:AATA()TAA(;(_/CCT]l:(_/T(_‘ G C SAAAAGGATTTICICIG

L,

LD19 TLR2 P2 CCTGAAAGTAGGG AATAGTAACCCC
LD20 TLR2 P1 CCTGAAAGTAGG c C
LD20 TLR2 P2 CCIG STAG G ¢ oTT1C G G AAAAGGATTTCTICTG
VD2 TLR2 P1 > 3 G 7' C o C AAAGGATTTICICIG
VD2 TLR2 P2 CCIG G > G G AAAGGATTTCTCT(
VD5 TLR2 P1 ol STAC G CAGGAAAAGGATTTCICIG
VD5 TLR2 P2 C 3 5 GTAG > GAGAT T CA( 5G CHC
VD10 TLR2 P ( G G C C AGAT T CA(

VD10 TLR2 P2 G >TAG o AGAT T CA(
VD11 TLR2 P1 £ GTAG ATAGTAG
VD11 TLR2 P2 G AATAGTAA
VD15 TLR2 P1 G GTAGGGAATAGTAA
VD15 TLR2 P2 > 5 5 5GGAATAGTAA
VD16 TLR2 P1 € : AATAGTAG
VD16 TLR2 P2 > G SGGAATAGTAACC

VSR Rl T CCTCAAAGTAG GATTC GTCAGTTTITGTTGA
VD20 TLR2 P1  I§® G CCTIC SATTC CTCAGTTTTICTTC
VD20 TLR2 P2 LRl ! CTTC C GCTGAGTTITGITGA
VD21 TLR2 P1 3 ; SATTC : CTTGA

P
Clustal Consensus
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P
AD10 TLR2 P1
AD10 TLR2 P2
AD12 TLR2 P

LD9 2 P

LD10 TLR2 P1

LD10 TLR2 P2
TLR2

LD19 TLR2 P1
LD19 TLR2 P2

VD5 TLR2 P2
VD10 TLR2 P1
VD10 TLR2 P2
VD11 TLR2 P1
VD11 TLR2 P2

VD16 TLR2 P1
VD16 TLR2 P2
VD17 TLR2 P1

Posicién 524-598

P e i M T OOk e G5 B3 L R R e % R T i D e G B B R M R e B B e 5 i B i B

530 540 550 560 570 580 590
AACT TGAGATCGATGCT TCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGT TTGAAGTCAAT TCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT(
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AA(TTUAGAT(UATC@TT(AAAT(TU(AhAHbTATrAGL(AAAFAGTTTuAAGT(AATTPA GAACATCACTCAT(
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCIGC 5G GCC C CAG > CACTC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCIGCAGAGGTATGA
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCC S5AAC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGT TTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTC C CIC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTICAATIC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTC
AALTTbAbAT(GATULTTLAAATbbeAbAbbTATbA(b(AAAbAbTTTbAAbTLAATTbA‘

AALTTHAHATCGATGLTTLAAATLTG(AuAFbTATFAL((AAAFAGTTT GAAGTCAATTC
AALTTUADATIbATULTT(AAAT(TULAGAUUTATUAULLAAAUAUTTTUAAGT(AATTLAVA

AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGA CCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAG GAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
ACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGICAATTCAGAACATCACITCAT(Q
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT(
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAAT TCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGG G CAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT(
AACTTGAGATCGATGCT TCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAAT ICAGAACATCACICAICQG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCC G G GIC CAG CATCACTC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AA(TTUAOAT(UATO(TTbAAAT(TbLAbAbbTATUAbLLAAAGAGTTTbAAbT(AATTbAuAALATLALTLAV
GAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCC 5
GATCGATGCTITCAAATCTGCAGAGGTATGAGCC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGA (AAAGAUTTTFAAGT(AATT
AA(TT(AbATLbATbLTT(AAATQTLJAHAGQTATBA((LAAAbAUTTTGAAfT(AATTLA

LAAAbAbTTTLAAJTLAATTLA(AA&ATLALT(AW

5G G CAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AALTT(AUATLGATGLTTLAAAT(Tb(AbAbbTATbAb((AAAbAUTTTbAAUT(AATTLAUAALATLALTLAT
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AALTTUAQAT(GATUVTTbAAATbTU‘AbAbbTATbAC CAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
GATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
GATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAIC

C GATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG

AA‘TTUAUAT(DATDLTTLAAAT(beAUAUDTATOADLLAAAUAUTTTDAAOTLAATTL ALATLALTLAT‘

AA(TTUAUATbJATb(TT(AAAT( U(AHAHHTATHAUL AAACAGTTTGAAGT(AATT(A‘
5 GG

AA(TTUAFAT(FATHLTTLAAAT(TULAFA1GTATHA““LAAAGAGTTT(AAUT(AATTLAFAA(AT(ALT(AW
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGT TTGAAGTCAAT TCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT(C
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AALTTbAbAT(bATULTTLAAAT(Tv(A SAGGTATGAG (AAAHAGTTTGAAGT(AATTLA(AALAT(AfT(AV
AA{TTUAUATLOATGLTTLAAAT( ( GAGG G ¢

AALTTDADAT@UATOLTT(AAAT(TGPA(AbGTATGAQ C 5AG 5AAGTC C ACATCACTCAT(Q
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTICAATTCAGAACATCACTCATGQ
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTIGAAGICAATIC CAC
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATCG
AACT TGAGATCGATGCT TCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCAT
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATGQ
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATG
AACTTGAGATCGATGCTTCAAATCTGCAGAGGTATGAGCCAAAGAGTTTGAAGTCAATTCAGAACATCACTCATC
GAG ‘EATULTTfAAAT(TULAGAHGTATOA(((AAAGAUTTTOAAOT(AATT(A(AALATLALT&AV

T LTT(AAAT( AGAGGTATGA CAAAGAGT T TGAAGIC
RRRAT ol Sl R Tl T P B T L R e
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AD25 TLR2 P1

LD9 TLR2 P2
LD10 TLR2 P1
LD10 TLR2 P2

LD20 TLR2 P1
LD20_TLR2 P2
VD2 TLR2 P1

P2 ©
Clustal Consensus

¢ TJLLHTTT(ATTFLTLuA(ATL@TTUHAUATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAC
bbAULLbbTTTLATTULTLbA(AT(LTTG@AGATLTTTTAAbLTLTGTLAbALATTTN
TGATCCTTCACATGAGGCAGC CCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCCGTTTCATTGCTGGAGATC TTGGAGATLTTTTAAG&TLTUTbAbAbATTTN
CC s CAG G

G A)A(AT(CTTUFAUATLTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
GAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
TGATCCTTCACATC SCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATTTAG
TGATCCTTCACATGAG “L ( L'JTTTCATTbCTGGAbATCLTTbbAGATQTTTTAAbVTLTbTbAbALATTTA(
TGATQLTT(A(ATFA GTTTLATTULT(FA(ATCCTTFUAbATFTTTTAAbbT(TuTCAGAbATTTA

wAFATFLTThhAnATCTTTTAAULTLTQTLAFAQATTTAC
AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATTTAG
GATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGTICAGACATTTAG
AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG
;A(ATLbTTGfAhAT(TTTTAAF(TLTGT(AUACATTTAC
C TTJbAbATLTTTTAAbLTLTbTLA( CATTTAG
TCAGACATTTAG

TGATCCTTCACATGAGGCAG GITTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTICIGICAGACATTTAG
TbATLLTTLA(AT(AbbLAbbL(bTTTLATTbLTbUA(AT(LTTbbAUATLTTTTAAOLTLTGT(AbA(ATTTA(
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTICAGACATTTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATITTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTICATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCITTTAAGCTICIGICAGACATITAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTICATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATTTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTITICATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTITAAGCTCIGICAGACATITAG
TCATLLTTFA(AT(AFbLAbLC(GTTTfATTbr AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGICAGACATTTA(G
G AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCICIGICAGACATTTAG
AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGICAGACATTTAG
SAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATTTAG
: SATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
5 ¢ GAGGCAGCCGGTTTCATITGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATITTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTITTTAAGCTCTIGTCAGACATTTAG
TGATLLTT(A{AT(A(DLAULLLbTTTLATTDLT(UA(ATLLTTDQAQATLTTTTAAOLT(TUTLAFALATTTA
A GGAGATCTTTTAAGCTICIGICAGACATTTAG
( GGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG
GTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
BTTTLATTGLT(bA(ATLLTTbhAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG
5 TTTfATTULTFUA\ATLCTTQUAPATLTTTTAAFLTLTUTLAbAQATTTN
TbATbLTT(ALAT(AbDLAb(L G

TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGG A(ATC(TTOFAUATLTTTTAAFLT(TuT(AFAbATTTN
TGATCCITTCACATGAGGCAGCCGG 5C SAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATTTAG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCG C CTGGAGATCCTTGGAGATCITTTAAGCICIGICAGACATITAG
TGATLLTTLALAT(A(bLAbLLubTTTLATTbLTbbA(ATLLTTbbAGATLTTTTAAbfTLTuTbAbALATTTA(
TGATCCTTCACATGAGGCAGCC ( GCTIGGAGATCCTTGGAGATCITTITAAGCTCIGICAGACATITAG

GATCC GC C AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTITAG
TGATCCTTCACATGAGGCA G C GATC TTFFAUATLTTTTAAFLT,TUTLAGALATTTN
G 3 C. G SAC

TGATCCTTCACATC C G

TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTITTCATTGCTGGAGATC 3
TFAT(LTT(ALATCAGFLAU(ClFTTTCATTGLTFFAFAT((TTFFAFATLTTTTAAFLT(TuT(AGA(ATTTA
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATITTAQG
TGATCCTTCACATGAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG
TbATLLTTLALAT(A(bLAFLCPbTTTbATTUCTPbA(AT(LTTbbAGATbTTTTAAULTLToTLAbAbATTTA(

)AFATL(TTUGAUAT(TTTTAAFCT(TuT(AGA(ATTTA&
SAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG

G : SAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG
GGTTTCATTGC AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTICAGACATTTAG
CCGGTITTCATTIGC AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGICAGACATTTAG

GCAGCC JTTTLATTQLTL'A(ATLLTTU(AbATLTTTTAAbLTLTvTLAbA(ATTTA
GGCAGCCGGITTCATTGCTGGAGATC TGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAQG
GGCAGCCGGITTCATTGCITGGAGATC TTGGAUATLTTTTAAGLTLTGT(A(A(ATTTN
b(AuLCFUTTT(ATTCLT&GAFATLLTTCCAGATCTTTTAAFLTLTDT(AuAbATTTAF
GGCAGCCGGITTCATTGCTGGAGATCCTIGGAGATCTITTTAAGCTCIGICAGACATTITAG
GAGGCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG
GGCAGCCGGITTCATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCITTTTAAGCTCIGICAGACATTITAG
GCAGCCGGTTTCATTGCTGGAGATCCTITGGAGATCTTTTAAGCTCIGTICAGACATITAG
GGCAGCCGGITTICATTGCTGGAGATCCTTGGAGATCITTTAAGCTCIGICAGACATITAG
GF(AuLCnGTTTCATTGLTtuAFATC(TTGFAFATFTTTTAAFCTLTGTLAxA(ATTTN

“A(ATLLTTbbAbATLTTTTAAhLTLTuT(A(A(ATTTN
SAGATCCTTG FAFAT(TTTTAAG@TCTGT(AUA@ATTTN

FAT(QTTUFAFAT(TTTTAAULT(TUT(AHAQATTTAC
6 AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCICIGICAGACATTITA(G
> AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATITTAG

TGATCCTTCACATGAGG C ¢ GATCCTTGGAGATCTITTTAAGCTCTIGTCAGACATTTAG

TGATCCTTCACAIC G C GC AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAG

TGATCCTTCACAT( GCAG C C SAGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTIGICAGACATTTAG

GATCC C GCAGCC C. GC AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCIGICAGACATTTAQG

TGATCCTTCACATGA bLAF(((bTTT(ATT“LT(]AGATCCTTGGAGATCTTTTAAGCTCTGTCAGACATTTAG

TbATQLTTLA(AT(AbbbAULLLOTTTLATTbLT(UA(ATLLTTGUAPATLTTTTAAULT(TUTLALAQATTTN

TGATLCTTLACAT( bbAGFCFGTTTLATTf&TubA(AT(LTTOOAUAT&TTTTAADJT(TbTbAbA(ATTTAL
TGATCCTTCACAT( 1LAFCCLGTTT@ATTPCTCGAFAT(LTTGFAFATCTTTTAAFCTLTGT(AFALATTTAL

xx n‘ TEEEEARTERAL
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AD14 TLR2 P2
AD16 TLR2 P1
AD16 TLR2 P2
AD17 TLR2 P1
AD17 TLR2 P2
AD18 TLR2 P1
AD18 TLR2 P2
AD19 TLR2 P1
AD19 TLR2 P2
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LD20 _TLR2 P2
VD2 TLR2 P1
VD2 TLR2 P2
VD5 TLR2 P1
VD5 TLR2 Pg

VD16 TLR2 P2
VD17 TLR2 P1

VD21 TLR2 P2
VD22 TLR2 P1
VD22 TLR2 P2
VD25 TLR2 P1
VD25 TLR2 P2
VD28 TLR2 P1 P :
é%zs?alTég]zsePn%US ¢ 'A' .]' L I’l "' L t‘l = ‘I
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Anexo 5: Alineamiento multiple para la region LRR del gen TLR4

LC25 TLR4
LC25 TLR4

VC12 TLR4
VC13 TLR4
VC13 TLR4

VC16 TLR4
VC16 TLR4
VC17 TLR4
VC17 TLR4
VC18 TLR4
VC18 TLR4
VC20 TLR4
VC20 TLR4
VC23 TLR4
VC23 TLR4
VC24 TLR4
VC24 TLR4

Clustal Consensus

Posicion 1-

83

ATGAATTCAAACTTCAT(

ACCATGAATTCAAACTTCAIC

ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCAT(

CCATGAATTCAAACTTCATC

ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCATC

SCATGAATTCAAACTTCATC

ATGAATTCAAACTTCA

ATGAATTCAAACTTCAIC
ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAAT T(JAAA( TTCATC

; ArmAATT(AAAVT1dAH
"CATGAATTCAAACTTCAT
CCATGAATTCAAACTTCAT(

2 A
TCAATGATATCATTAC
TT(,AAT(;ATAT(_,AT;A’

GAAGTATTTAGATCTGAGC
CTIGAAGTATTTAGATCIGA
CTGAAGTATTTAGATCT GAC(

AT
CTTCAATGATATCATTAC
TCAATGATATCATTA
TCAATGATATCATTAC

TCAATGATAT
“TTQAATQATAT

ATTTAOATLTGN

ATTTAGATCIGA
GAAGTATTTAGAIC

CIGAAGTATTTAGATC

GAAGTATTTAGATC
TbAAuTAT ITTAGATCIG
GAAG T(‘AATGATAT"ATTA‘
TCAATGATATCATTACC

ATGAATTCAAACTTCA
ATGAATTCAAACTTCAIC
ATGAATT( AAACTTCATC

ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCAT(
ATGAATTCAAACTTCATC
ATGAATTCAAACTTCAT(
ATGAAT TCAAACTTCA

ATGAATTCAAACTTCAT(
ATGAATTGAAACTTCATG

ATTCAAACTTCAT(

C ATHAATT( SAAACTTCA

AGATCIGAGCTTIC G CATTACC
* *

XXX XATXTXRXT
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ATGAATTCAAACTTCAT(

TTAGAGCAACTAGAACATCT
TTAGAGCAACTAGAACATCT
SCTTAGAGCAACTAGAACATCT(

TAGAG
TAGA(
TAGA
TAGA(
TAGAGC
TAGA

ACT <
AC TAuAA( ATCT
ACTAGAACATC I
ACTAGAACATCT

TAGAGCAACTAGAACATCT
TAGAGCAACTAGAACATCT
TAGAGCAACTAGAACATCT
TAGA( C
TAGAC

TAGA(

TA(JA‘J(_/AA{ TAGAAC AT(
TAGAGCAACTAGAACATC

AACTAGAACATCIGG

C ACTAGAACATCT

CAACTAGAACATCT

CAACTAGAACATCT
ACTAGAAC

SGCTTAGAGCAACTAGAACATCT

TTAGAGCAACTAGAACATCT
TTAGAGCAACTAGAACATCT
TTAGAGCAACTAGAACATC
SAGCAACTAGAACATC T
("TTA(uAA;( ’AACTAGAACATCT % |

CAAC TAK)AA(,AT(,
SAAC TAuAAbAT( T
A TAGAACATC

AdrAgAACATCr
A( TAuAA(,ATr

AR R R R R R




Posicion 84-166

B UEL S TR R R TR R S T ST U e S G Tl (R A S (R R TR Sy R U U S TR i SRy R A T R R S ]

AC2 TLR4 P1 0 CCACITIG AATGATTTTTCTATCT I(
AC2 TLR4 P2 ; SCACTTIG AATGATTTTTCTATCTIC

AC7 TLR4 P1 CTCCAC CCACTTTGAAA
AC7 TLR4 P2 ACTTTGAAA
AC8 TLR4 P1 TCC ACTTTGAAA

b
=
QDD
>>>
>>>
>>>

TTGATATTIC
TTGATATT
TTGATATTTC

LC8 TLR4 P!

LC10 TLR4 P1
LC10 TLR4 P2
LC12 TLR4 P1

GAA CA
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Anexo 6: Alineamiento multiple para el exdn 2 del gen DRB1

AR4 DRB P1
AR4 DRB P2
AR9 DRB P1
AR9 DRB P2
AR11 DRB P1
AR11 DRB P2
LR7 DRB P1
LR7 DRB P2
LR8 DRB P1
LR8 DRB P2
LR16 DRB P1
LR16 DRB P2
LR18 DRB P1
LR18 DRB P2
LR24 DRB P1
LR24 DRB P2
LR27 DRB P1
LR27 DRB P2
VR4 DRB P1
VR4 DRB P2
VR8 DRB P1
VR8 DRB P2

Clustal Consensus

Posicién 101-200
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CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGITTICITTCAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGITCT IGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTITICTTCAACGGCT TGGAGCGGGTGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCTTGGAGCGGGTIGCAGTTCT IGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGTITICTTCAACGGCT IGGAGCGGGTGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGTITICITTCAACGGCT IGGAGCGAGIGCAGTICTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCTTGGAGCGGGTGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCT IGGAGCGGGTGCAGTTICTTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCT IGGAGCGGGTGCAGTTCTITGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCTIGGAGCGGGTIGCAGTTICTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTITICTTCAACGGCT ITGGAGCGGGTGCAGTTCTITGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGITTAAGGGAGAGIGICGITICITCAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCT IGGAGCGGGTGCAGTTCTITGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGTTCT IGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTITICTTCAACGGCT IGGAGCGGGIGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTITCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGTIGICGTTTICTTICAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGTTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCT IGGAGCGGGIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGTIGICGTTTICTTCAACGGCTTGGAGCGAGTIGCAGTTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCTTGGAGCGGGTGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTTICTTCAACGGCTTGGAGCGAGTGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCTTGGAGCGGGTGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTITICITCAACGGCTTGGAGCGGGTGCAGTTICTITGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTITICITCAACGGCT IGGAGCGGGTIGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTITICITTCAACGGCT IGGAGCGGGTGCAGTTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCT TGGAGCGGGTGCAGTTCTITGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCTIGGAGCGAGTIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAATGGCT ITGGAGCGGGTGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAATGGCT ITGGAGCGAGTGCAGTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGTITICTTCAACGGCT IGGAGCGGGTGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGTIGICGTTICTTICAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGTTICITTCAACGGCT ITGGAGCGAGITGCAGTTCTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGTIGICGTTICTTICAACGGCTTGGAGCGAGTIGCAGTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCT TGGAGCGAGTGCAGTTCTITGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT!
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGTITICITCAACGGCT IGGAGCGAGTGCAGTTICTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGTTICTTCAACGGCT IGGAGCGGGTIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTITCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTTICTTICAACGGCTTGGAGCGGGTIGCAGTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGITICITTCAACGGCTTGGAGCGGGIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGTTTAAGGGAGAGIGICGTITICITTCAACGGCT ITGGAGCGGGTGCAGTTICTTGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT TTAAGGGAGAGIGICGITICTTCAACGGCTTGGAGCGGGTIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
CAACTTTCATGCATCAGT T TAAGGGAGAGIGICGITICITTCAACGGCTIGGAGCGGGIGCAGTTCTIGGCCAGATACATCTATAATACGGAGGAGGATGT
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AR4 DRB P1
AR4 DRB P2
AR9 DRB P1
AR9 DRB P2
AR11 DRB P1
AR11 DRB P2
LR7 DRB P1
LR7 DRB P2
LR8 DRB P1
LR8 DRB P2
LR16 DRB P1
LR16 DRB P2
LR18 DRB P1
LR18 DRB P2
LR24 DRB P1
LR24 DRB P2
LR27 DRB P1
LR27 DRB P2
VR4 DRB P1
VR4 DRB P2
VR8 DRB P1
VR8 DRB Pg1

Clustal Consensus

Posicién 101-200

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GTACT ITCGACAGCGACATGGGGGAGT TCAGGGCAGIGACTGAGCT GGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACT TCATGGAGCAGATG
GTACT TCGACAGCGACATGGGGGAGT TCAGGGCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGAT
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT ICAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT TCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTIGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGAT
GTACTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTTCAGGGCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT TCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACT TCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTTCAGGGCGGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT TCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGAT
GTACTTCGACAGCGACGTIGGGGGAGTTCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACT ITCGACAGCGACGITGGGGGAGT ICAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTTCAGGGCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTITCATGGAGCAGATG
GTACT ITCGACAGCGACGIGGGGGAGT ICAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGTGGGGGAGT TCAGGGCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACT TCGACAGCGACGIGGGGGAGT ITCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGAT
GTACT TCGACAGCGACGTGGGGGAGT ICAGGGCGGITGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTITCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACT TCGACAGCGACGTGGGGGAGT TCAGGGCAGITGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT TCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACT ICGACAGCGACGTGGGGGAGT ITCAGGTCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCGGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT ICAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCAGITGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACT TCGACAGCGACGIGGGGGAGT ICAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACT TCGACAGCGACGITGGGGGAGT TCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTTCAGGGCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCGGTIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGTCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACT ICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGTCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGAT(
GTACTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTTCAGGGCGGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACT ITCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCGGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGITGGGGGAGT TCAGGGCGGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGT TCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACT ICATGGAGCAGATG
GTACT TCGACAGCGACGIGGGGGAGT ICAGGGCAGITGACTGAGCTGGGGCAGCCAGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCAGIGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACT ICATGGAGCAGATG
GTACT ICGACAGCGACGIGGGGGAGT ICAGGGCAGTGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTTCATGGAGCAGATG
GTACTTCGACAGCGACGIGGGGGAGTTCAGGGCAGITGACTGAGCTGGGGCAGCCGGACGCCAAGTACTGGAACCAGCAGAAGGACTICATGGAGCAGATG

JTALTTCbALAbLbALbTGbFGbAbTTLAbeCAbTbALTbAbCTGFFFLAGLLQGACFLLAAFTALTbGAALCAFbAbAAFbALTTCATbbAbLAbAﬂ
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AR4 DRB P1
AR4 DRB P2
AR9 DRB P1
AR9 DRB P2
AR11 DRB P1
AR11 DRB P2
LR7 DRB P1
LR7 DRB P2
LR8 DRB P1
LR8 DRB P2
LR16 DRB P1
LR16 DRB P2
LR18 DRB P1
LR18 DRB P2
LR24 DRB P1
LR24 DRB P2
LR27 DRB P1
LR27 DRB P2
VR4 DRB P1
VR4 DRB P2
VR8 DRB P1
VR8 DRB P2
VR10 DRB P1

Clustal Consensus

Posicién 201-270

CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGC
CGGGCCAAGGIGGACACGCIGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGTGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTATITGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGIGGACACGCTGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGIGGACACGCIGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCITGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCIGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTATIGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCITGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTATIGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGITGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCAAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCAAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCITGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGIGGACACGCIGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTIGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCTGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGTGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGIGGACACGCIGIGCAGATCAAACTACTGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCITGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGITGGACACGCITGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCGAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGITGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTIGCAGCGGCAAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCAAG
CGGGCCAAGGTGGACACGCTGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGTGCAGCGGCAAG
CGGGCCAAGGI GGACACGCITGIGCAGATCAAACTAT IGGGGAATAGGCAGCTTCATGGIGCAGCGGCAAG
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133



Anexo 7: Alineamiento multiple de aminoacidos para la region LRR del gen TLR2

e P Gor Qor P - Goor Yo Q-4

LD9 TLR2 P2

LD12 TLR2 P1
LD12 TLR2 P2
LD13 TLR2 P1
LD13 TLR2 P2
LD14 TLR2 P1
LD14 TLR2 P2
LD15 TLR2 P1
LD15 TLR2 P2
LD16 TLR2 P1
LD16 TLR2 P2
LD18 TLR2 P1
LD18 TLR2 P2
LD19 TLR2 P1
LD19 TLR2 P2

P2
VD2 TLR2 P1
VD2 TLR2 P2
VD5 TLR2 P1
VD5 TLR2 P2
VD10 TLR2 P1
VD10 TLR2 P2
VD11 TLR2 P1
VD11 TLR2 P2
VD15 TLR2 P1
VD15 TLR2 P2
VD16 TLR2 P1

VD22 TLR2 P1
VD22 TLR2 P2
VD25 TLR2 P1
VD25 TLR2 P2
VD28 TLR2 P1
VD28 TLR2 P2
Clustal Consensus

Posiciéon 1-74
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Posicién 75-148
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Posicion 149-224

LR R0 TR I I R

Clustal Consensus

136

2 > o & B T

150 60 70 180 190 200 210 220

TLR2 Pi RIL SK LTELEELE IDASNLGRYEPKSLKS IGN | THL | SLL
AD1 TLR2 P2 RIL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | SLL
|AD2 TLR2 P1 RIL SE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | VSLL
AD2 TLR2 P2 RIL SE LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | SLL
[AD4 TLR2 P1 RIL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | SLL
AD4 TLR2 P2 RIL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | SLL
AD5 TLR2 P1 RILK SK LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | VSLL
AD5 TLR2 P2 RIL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | SLL
AD7 TLR2 P1 RIL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | E
AD7 TLR2 P2 RILK SK LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
[AD8 TLR2 P1 R LK) SK LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | L
AD8 TLR2 P2 RIL SE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN I THL | LL
AD10 TLR2 P1 RIL SK LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD10 TLR2 P2 RILK SE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD12 TLR2 P1 RIL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD12 TLR2 P2 LK SK LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | LL
[AD14 TLR2 P1 IL SK LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD14 TLR2 P2 LK SE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | B
AD16 TLR2 P1 I LK SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | L
AD16 TLR2 P2 RIL SE LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD17 TLR2 P1 IL SK LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD17 TLR2 P2 IL SE LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | CL
AD18 TLR2 P1 1L SK LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | e
AD18 TLR2 P2 L SK LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD19 TLR2 P1 IL SE LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | L1
AD19 TLR2 P2 L SE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | L
AD20 TLR2 P1 IL SK LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | tL
AD20 TLR2 P2 IL SE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKSIGN | THL | i
22 TL P1 | LKVBNSNPESK LEELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | gE
AD22 TLR2 P2 X1 LKVBNSNPESK LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | o
AD23 TLR2 P1 I LKVEBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD23 TLR2 P2 | LKVBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
AD24 TLR2 P1 X LKVBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | B
AD24 TLR2 P2 X LKVEBNSNPESE LTELEELE IDASNLCGRYEPKSLKS IGN | THL | Ll
AD25 TLR2 P1 I LKVBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | glE
AD25 TLR2 P2 | LKVEBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD1 TLR2 P1 I LKVBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD1 TLR2 P2 | LKVBNSNPESE LERLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | gk
LD2 TLR2 P1 RILKV] LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD2 TLR2 P2 LKVEBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD4 TLR2 P1 LKVEBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | K
LD4 TLR2 P2 LKVIBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | CL
TLR2 P1 R I LKVEBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD5 TLR2 P2 RILKVIBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | EL
LD6 TLR2 P1 R LKVIBNSNPESE LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | LL
LD6 TLR2 P2 RILKVIBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
TLR2 P1 LKVEBNSNPESE LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | Ak
LD7 TLR2 P2 LKVEBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD8 TLR2 P1 LKVEBNSNPESE LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN I THL | HE
LD8 TLR2 P2 KVEBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | L
TLR2 P1 RILKVIBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD9 TLR2 P2 R I LKVBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | i
LD10 TLR2 P1 KVEBNSNPESE LEEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | ol
LD10 TLR2 P2 KVBNSNPESE LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN I THL | 1
LD11 TLR2 P1 LKVENSNPESE LEELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | Ll
LD11 TLR2 P2 LKVENSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD12 TLR2 P1 LKVENSNPESE LEELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | el
LD12 TLR2 P2 LKVEBNSNPESE LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | b
LD13 TLR2 P1 LKVEBNSNPESE LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | o
LD13 TLR2 P2 LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | i
LD14 TLR2 P1 LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD14 TLR2 P2 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | LL
LD15 TLR2 P1 R LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
LD15 TLR2 P2 R LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | T
LD16 TLR2 P1 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | L
LD16 TLR2 P2 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | LL
LD18 TLR2 P1 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | L
LD18 TLR2 P2 R LTELEELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
LD19 TLR2 P1 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRGPVSLL
LD19 TLR2 P2 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS ICN | THL | MRCPVSLL
LD20 TLR2 P1 R LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCGPVSLL
LD20 TLR2 P2 R LTBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LHMRGPVSLL
VD2 TLR2 P1 R LESLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
VD2 TLR2 P2 R LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
VD5 TLR2 P1 R LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MR gi
VD5 TLR2 P2 R LEBLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | B
VD10 TLR2 P1 LERLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | ol
VD10 TLR2 P2 LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN I THL | LL
VD11 TLR2 P1 LERLEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | B b
VD11 TLR2 P2 LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
VD15 TLR2 P1 LTELEE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
VD15 TLR2 P2 LEBLEE R SICNITHL | 2]
VD16 TLR2 P1 LTELEE SICNITHL I LL
VD16 TLR2 P2 LESLEE SICGNITHL | i
VD17 TLR2 P1 L EE STCNITHL I LL
VD17 TLR2 P2 L EE KSIGNITHL | LL
VD18 TLR2 P1 L EELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | R W
VD18 TLR2 P2 L EE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
VD20 TLR2 P1 L EE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
VD20 TLR2 P2 L EE | SICNITHLI MRCPVSLL
VD21 TLR2 P1 L [ IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LHMRGPVSLL
VD21 TLR2 P2 L EELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LHMRGPVSLL
VD22 TLR2 P1 L EE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LL
VD22 TLR2 P2 L EE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
VD25 TLR2 P1 ) L EELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCGPVSLL
VD25 TLR2 P2 ) L EELE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | LHMRGPVSLL
VD28 TLR2 P1 KVEBNSS EKDESGL EE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL
VD28 TLR2 P2 KVGNSN EKDESGL EE IDASNLCRYEPKSLKS IGN | THL | MRCPVSLL



Posicion 225-232
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VD17 TLR2 P1
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VD20 TLR2 P1
VD20 TLR2 P2
VD21 TLR2 P1
VD21 TLR2 P2
VD22 TLR2 P1
VD22 TLR2

VD25 TLR2 P1
VD25 TLR2 P2
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Anexo 8: Alineamiento multiple de aminoacidos para la region LRR del gen TLR4

Posicién 1-85

AC2 TLR4

F
F
F

S5E5E

F

E F
SNEMGLE O ( ), )

SNFMGL C K ) E

) L

FHGL VSL QT L KMAGNSECN

FHGL VSLQTLKMAGNSFCN

FHGL VSLQTLKMAGNS FCN

FHGL VSLQTLKMAGNSFCN

FHGL VSLQTLKMAGNSFCN

HGL VSLQTLKMAGNS FCN

AC15 TLR4 < ) [ E FHGL VSLQTLKMAGNSFCN
AC15 TLR4 C [ 1NSNFHGL V

1NSNFHGl‘O EHLDL D / ) I VEHG | EHEGLVSLQTL}
MNSNEMGLEQ D | VEHG | FHGL VSLQTLKMAGNS FCN
MNSNEMGLEQ D | VEHG | FHGL VSLQTLKMAGNS FCN
MNSNEMGLEQ D | VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
K ) ) iNSNFHGLxO D | VEHG | FHGL VSLQTLKMAGNS FCN
AC19 TLR4 K ) MNSNEMGLEQLE ) | VEHG | FHBL VSL QT L KMAGNSFCN
AC20 TLR4 DL [ 1NSNFHGLFO D B ) IvFHGIFHG!VSlQTLnMAGNSFCN
AC20 TLR4 ) [ MNSNEMGLE D ) / LKMAG
AC22 TLR4 < ) MNSNEMGL E O
K ) D MNSNEMGLEQ
MNSNEMGLEQ

D
L

DO000O0

AC14 TLR4

| VEHG | FHGL VS
| VEHG | EHGL VS
I‘FHGIFHGL”S

AC25 TLR4 P
AC25 TLR4
AC26 TLR4
HSTLKGANI F
HSTLKGANDE

ZZZ2Z22Z2Z2222

-
»
—
=
(2]
>
=

|JFHG‘FHGL/SL

) TI4FHGIFHGL“SLOTL»MAGNSFCN
NSNEMGLE HSTLKGANDE ) | VEHG | FHEL VSLQT LKMAGNS FCN
NSNEMGLEQLE K ) | VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS ECN
MNSNEMGLEQ ) | VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
ANSNFHGL B RIVEHG | EHEL VSLQT L KMAGNS FCN
HIUFHGIFHGL”SLOTLHHAGNSFCN

IMFHGIFHGL”SLOTLRMAG

QO00000O0OD
o
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o
-
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O

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
M
M
M
A
A
M
A

R L
IUFHG!FHGLVS[QTLvHAGNSFCN
| VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
| VEHG | EHEL VSLQT L KMAGNS FCN
| VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
IMFHGIFHGL”SLOTLH1AGNSFCN

LC12 TLR4
LC12 TLR4
LC13 TLR4

LC19 TLR4
LC19 TLR4
LC20 TLR4

| VEHG | FHGL \'SLQTLr« MAGNSFCN
| VEHG | FHGL VSLQTLKMAGNS FCN
| VEHG | FHGL VSLQTLKMAGNS FCN
| VEHG | FHGL VSLQT L KMAGNS FCN
mFHGlFHGLVSLQTLr MAGNSFCN
| VEHG | FHGL‘/SLOTLV\MA(G;NSFER
LC23 TLR4 ) ) E I D i ) R MAGNSFCN
LC23 TLR4 { NSNFHGL‘ \ V MAGNSFCN
LC24 TLR4 K ) D MNSNEMGLEQ ) ) \ \
LC24 TLR4 < D NSNFMGL-
) [ MNSNEMGL E

”uru ... 4 ‘
OOOOODCMMDOOOOOCKMDOOODOC

| VEHG | EHEL VSLQTL KMAGNSEGN
| VEHG | FHEL VSLQTLKMAGNS FCN
RIVEHG | EFHGL VSLQTLKMAGNS ECN
R1VEHG | EFHGL VSLQTLKMAGNS FCN

LKMAGNS F
| VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
RIVEHG | FHEL VSLQTLKMAGNS ECN
| VEHG | EHEL VSLQT L KMAGNS FCN
| VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS ECN
| VEHG | FHGL VSLQTLKMAGNS FCN
| VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
| VEHG | EHGL VSLQTLKMAGNS FCN
| VEHG | EHGL VSLQTL KMAGNS FCN

| VEHG | EHGL VSLQTL
| VEHB | EHGL VSLQTLKM
< D MGLE EHL K ) | VEHG | EHGL VSLQT L KMAGNS FCN
VC15 TLR4 K ) D v MGLE - ) | VEHG | EHGL VSLQTL KMAGNS ECN
VC15 TLR4 ! D 5 MEGLEQLE { K ) ) MAGNSFCN
VC16 TLR4 > L v MGLE < D ) HAGNSFCN

( V MGLE E ) ) LrMAGNSFCN
VC20 TLR4 K ) C V EQLE ) TQIR TLKMAGNSFCN
VC20 TLR4 K ) [ SNEMBLEQLE D DE B ) TQT”IUFHGIFHGLVS KN
VC23 TLR4 < SNEMGLE ) ) TMIVFHGIFHGLVS

SNEMGLE O C [ ) /
SNEMGLE
SNEMGLE O
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Posicién 86-165

S
SCRAEDPLTKLQVLNMSHNK
SCRAFDPLTKLQVLNMSHNK
SCRAEDPLTKLQVLNMSHNK
SCRAFDPLTKLQVLNMSHNK
SCRAEDPLTKLQVLNMSHNK
SCRAEDPLTKLQVLNMSHNK
RAEDPLTKLQVLNMSHNK
AFDPLTKLQVLNMSHNK
AEDPLTKLQVLNMSHNK
AFDPLTKLQVLNMSHNK
AFEDPLTKLQVLNMSHN
AFDPLTKLQVLNMSHNK
GRAEDPLTKLQVLNMSHNK
LSGRAEDPLTKLQVLNMSHNK
SCHAFDPLT'LQ»LNHSHN\
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AFDPLTKLQVLNMSHNK
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IAC2 TLR4 P1 LLP EVINLTI LEQL KLQVLNMSHNK LD I LP¥E LD =
IAC2 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQL DPLTKLQVLNMSHNK LD I LPYE LL
IAC4 TLR4 P1 LLPL NLTI LEQL DPLTKLQVLNMSHNK LD I LPYE LD
IAC4 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQL DPLTKLQVLNMSHNK LD I LPYK LL
IAC7 TLR4 P1 LLPD NLT I LEQL FDPLTKLQVLNMSHNK LDILPYK LL
IAC7 TLR4 P2 LLPD NLT I LEQL C*AFUPLT«LQ‘LNHSHN% LDILPY LD
IAC8 TLR4 P1 LLPD /TNLT | LEQLSCRAFDPL TKLQVLNMSHNK LDILPY LL
IAC8 TLR4 P2 LLPD NLT I LEQL AFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LI
IAC11 TLR4 P1 LLPD VINLT I LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LL
AC11 TLR4 P2 LLPD /TNLT | LEQL AFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC13 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQL AFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC13 TLR4 P2 LLPD NLT I LEQL AFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC14 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQL AFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LL
AC14 TLR4 P2 LLPD /TNLT | LEQ AFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC15 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LL
AC15 TLR4 P2 LLPD VINLT I LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LD I LPYE LD
IAC17 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC17 TLR4 P2 LLPD VINLT I LEQ / LDILPY LD
IAC18 TLR4 P1 LLPD /JTNLT | LEQLSG LDILPY LD
AC18 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQLSCRAEDPLTKLQV LNHSHN LDILPY LD
IAC19 TLR4 P1 LLPC NLTI LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC19 TLR4 P2 LLPD EVINLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LL
IAC20 TLR4 P1 LLPD EVINLTI LEQLSCGRAFEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC20 TLR4 P2 LLPL EVINLTI LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHN LD I LPYK LLC
IAC22 TLR4 P1 LLPDIETEVINLT I LEQLSGRAFDPLTKLQVLNMSHN LDILPY LD
IAC22 TLR4 P2 LLPL TEVINLT I LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LD I LPY! LD
IAC23 TLR4 P1 LLPC TEVINLT | LEQLSGRAEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPY LC
IAC23 TLR4 P2 LLPD TEVINLT | LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC24 TLR4 P1 LLPL NLT I LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC24 TLR4 P2 LLPD /TNLT | LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LC
IAC25 TLR4 P1 LLPI /TNLT | K LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LL
IAC25 TLR4 P2 LLPD NLTI K LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LD I LPYK LL
IAC26 TLR4 P1 LLPI /TNLT | I LEQLSCRAFEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPY LD
IAC26 TLR4 P2 LLPC NLTI LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
AC27 TLR4 P1 LLPI VINLTI LEQLSCGRAEDPL TKLQVLNMSHNK LD I LPYE LD
IAC27 TLR4 P2 LLPD NLTI CQLEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LL
LC2 TLR4 P1 LLPL NLT I CQLEQLSGRAFDPL TKLQVLNMSHN LD I LPYE LL
LC2 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LD ILPYK
LC3 TLR4 P1 LLP NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY L
LC3 TLR4 P2 LLP NLTI LEQLSCRAFDPL TKLQVLNMSHNK LDILPYK L
LC5 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY LD
LC5 TLR4 P2 LLP /TNLT | LEQLSCRAFDPL TKLQVLNMSHNK LD ILPYK
LC6 TLR4 P1 LLPD VINLT | LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC6 TLR4 P2 LLPC NLTI LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPYK
LC7 TLR4 P1 LLPI NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LD | LPY¥K
LC7 TLR4 P2 LLPD VINLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPYK
LC8 TLR4 P1 LLPD VINLT I LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LD I LPXE
LC8 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC10 TLR4 P1 LLPC NLTI LEQLSCRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC10 TLR4 P2 LLPD VINLT | LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHN LDILPY!
LC12 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC12 TLR4 P2 LLPD NLTILD LEQ SC;\'AFL)PLT-\LQVLNMSHN»« LD ILPYK
LC13 TLR4 P1 LLPC /TNLTILD LEQ LDILPY
LC13 TLR4 P2 LLPI VINLTILD LEQ \ LD I LPYK
LC14 TLR4 P1 LLP NLTILD LEQLSGRAEDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC14 TLR4 P2 LLPD NLTILD LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPY
LC18 TLR4 P1 LLPI /TNLTILD LEQ C'\AFDPLTMOVLNHSHN}« LDILPY
LC18 TLR4 P2 LLP /TNLTILD LEQ LDILPY
LC19 TLR4 P1 LLP /TNLTILD LEQ LDILPY
LC19 TLR4 P2 (o /TNLTILD LEQ LDILPYK
LC20 TLR4 P1 LLPD NLTILD LEQ LDILPY
LC20 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQ LD I LPYK
LC21 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQLSC AFDPLT«LOVLNMSHN»\ LDILPY
LC21 TLR4 P2 LLPC NLT I LEQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPYK ENR | VASK
LC22 TLR4 P1 LLPD NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY FNPIVAShrmrL
LC22 TLR4 P2 LLPD VINLT I LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPYK NR
LC23 TLR4 P1 LLPD /TNLT | LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC23 TLR4 P2 LLPD NLTI LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC24 TLR4 P1 LLPD /TNLT | LEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC24 TLR4 P2 LLPD NLTI CQLEQLSGRAFDPL TKLQVLNMSHNK LD I LPYE
LC25 TLR4 P1 LLPD NLTI CQLEQLSCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
LC25 TLR4 P2 LLPD /TNLT | r\uOLLOLSC RAFDPL TKLQVLNMSHNK LD I LP¥Xk
VC1 TLR4 P1 LLPD NLT I F EQLSGF \AFDPLT«LQ‘ LNHSHN LDILPY
VC1 TLR4 P2 LLPD VINLT | QLSC‘ LD I LP¥E
VC2 TLR4 P1 LLPD VINLT I E LDILPY
VC2 TLR4 P2 LLPD /TNLT | E \LN LDILPY
VC4 TLR4 P1 LLPD NLT I E VLNN LDILPYE
VC4 TLR4 P2 LLPD NLT I E VLNM LDILPY
VC5 TLR4 P1 LLPD VINLTI E VLNN LD I LPYE
VC5 TLR4 P2 LLPD NLT I E VLNN LDILPY
VC6 TLR4 P1 LLPD /TNLT | E VLNN LDILPY
\VC6 TLR4 P2 LLPD NLTI = VLNN LDILPY
VC7 TLR4 P1 LLPD NLTI VLNN LDILPYE
VC7 TLR4 P2 LLPD NLTI EQLSCRAEDPL TKLQVLNMSHNK LDILPY
\VC8 TLR4 P1 LLPD NLTI CRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
VC8 TLR4 P2 LLPD NLTI SCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
VC9 TLR4 P1 LLPD NLTI SCRAFDPLTKLQVLNMSHNK LDILPY
VC9 TLR4 P2 LLPD VINLTI GQRAEDPLTKLQVLNMSHNK LD ILPYE

LLP NLT I LDILPY

LLP NLTI LDILPY

LLP NLTI LDILPY

LLP NLTI LDILPY!

LLP NLT | LDILPY

LLP NLTV LDILPY

LLP NLTI LDILPY

LLP NLTI LD I LPYE

LLPD NLT | LD I LPYXE

LLPD NLTI LDILPY

LLP NLT I LDILPY

LLPL NLT I LD I LPYE

LLPD NLT I LDILPY

LLPD NLTI LD I LPYE

LLPD NLT I LDILPY

LLP NLTI LDILPY

LLPD NLT | LDILPY

LLPD NLTI LDILPY

LLPD NLT I LDILPY

LLE NLT I LDILPY

~DBDBDONBNNNBNNNNNBUNNNNNNBNNNBNNBNNNNNBNNNNNN
SCTITMTITITMTITITITITMITITITT T TITITI MMM I hmThmhmMmmmThmmmTmmm

P2
Clustal Consensus

139



Anexo 9: Alineamiento multiple de aminoacidos para el exén 2 del gen DRB1

AR4 DRB P1
AR4 DRB P2
AR9 DRB P1
AR9 DRB P2
AR11 DRB P1
AR11 DRB P2
LR7 DRB P1
LR7 DRB P2
LR8 DRB P1
LR8 DRB P2
LR16 DRB P1
LR16 DRB P2
LR18 DRB P1
LR18 DRB P2
LR24 DRB P1
LR24 DRB P2
LR27 DRB P1
LR27 DRB P2
VR4 DRB P1
VR4 DRB P2
VR8 DRB P1
VR8 DRB P2
VR10 DRB P1
VR10 DRB P2
VR12 DRB P1
VR12 DRB P2
VR14 DRB P1
VR14 DRB P2
VR15 DRB P1
VR15 DRB P2
VR17 DRB P1
VR17 DRB P2
VR20 DRB P1
VR20 DRB P2
VR21 DRB P1
VR21 DRB P2
VR27 DRB P1
VR27 DRB P2
VR28 DRB P1
VR28 DRB P2
Clustal Consensus

Posicién 1-90

B G 0 O [ S T Y TR A R T T T A R T T LI TR
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V { PD SEMVERRX
TFHHQF\GEL%FFNGLERVQFLAHYIYNT&&UVYFDSUMGEF\A/TELGCPDAKYWNCCKUFHECPwAthTLLWSNYWG EMVERRX
TEMHQEKGECREENGLERVQELARY | EDVYEDSDVEGE FRAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
TEMHQEKGECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGEFRAVTE LGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWE EMVERRX
FMHQEKGECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGEFRAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGEEFRAVTE LGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGEEFRAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGEERAVTELGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWE EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGE ERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKBECREENGLERVQELARY DVYEDSDVEGEERAVTE LGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWGE EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQELAR DVYEDSDVEGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQEL VYEDSDVGEERAVTE LECPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDT L CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGL ERVQFEL /XEDSDVEGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDT L CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQEL FDSDVGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDT L CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQEL DSDVEGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECGMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQEL DSDVEGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTLCRSNYWG EMVERRX
MHQEKBECREENGLERVQEL DSDVEGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKGECREENGLERVQEL DSDVGEERAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL CRSNYWG EMVERRX
MHQEKBECREENGLERVQEL DSDVEGEERSVTE LECPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTLC ? NYWG EMVERRX
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DVYEDSDVGEEFRAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL NYWG EMVERRX
DVYEDSDVEGEFRAVTE LGCPDAKYWNCCKDEMECGMRAKVDTL NYWG EMVERRX
DVYEDSDVEGEFRAVTE LEGCPDAKYWNCCKDEMECMRAKVDTL NYWG EMVERRX
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