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Caracterizacion del polimorfismo genético del
gen bola DRB3.2 en vacas holstein y bonxholstein
de un hato lechero de Antioquia*

Juan Carlos Zambrano Arteaga**, Julian Echeverri Zuluaga***, Albeiro L6épez Herrera****

Resumen

Introduccion. El gen DRB3 del antigeno leucocitario
bovino (BoLA) ha sido ampliamente estudiado,
dado que sus variantes alélicas han sido asociadas
con enfermedades infecciosas y caracteristicas
productivas. Objetivo. Determinar las frecuencias
de los alelos del ex6n 2 del gen BoLA DRB3
obtenidos mediante la técnica PCR-RFLP en vacas
Holstein y BONxHolstein (BxH) de un hato lechero
de Antioquia. Materiales y métodos. Fueron
genotipificadas 101 vacas, 76 de raza Holstein y 25
del cruce BON x Holstein (BxH) para el exén 2 del
gen DRB3 del antigeno leucocitario bovino (BoLA).
Los alelos BoLA DRB3.2 fueron identificados por
PCR-RFLP, empleando las enzimas de restriccion
Rsal, Haelll y BstYl y confirmados por secueciacion.
Resultados. En este estudio fueron identificados 27
alelos BoLA DRB3.2 con un rango de frecuencias
de 0.007 a 0.151 en la raza Holstein y de 0.02 a
0.20 en BxH. Los cuatro alelos mas frecuentes para
la raza Holstein fueron: BoLA DRB3.2* 23, 22, 24
y 16, con una frecuencia acumulada de 0.506 y
los cuatro alelos mas frecuentes en BxH fueron:
BoLA DRB3.2*23, 24, 20 y 37, con una frecuencia
acumulada de 0.54. Conclusiones. El gen BoLA
DRB3.2 fue altamente polimdrfico en los dos grupos
genéticos (Holstein y BxH) y en los dos grupos se
presento un perfil de alelos similar.

Palabras clave: PCR-RFLP, Bovino, polimorfismo,
Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Characterization of the genetic polymorphism
of the BoLA DRB3.2 gene in Holstein and
Bonholstein cows from a dairy herd in Antioquia

Abstract

Introduction. DRB3 gene of the bovine leukocyte
antigen (BoLA) has been widely studied, given the
fact that its allelic variations have been associated to
infectious diseases and production characteristics.
Objective. To determine the frequencies of the
alleles of the exon 2of the BoLA DRB3.2 gene
obtained by means of the PCR-RFLP technique
in Holstein y BONxHolstein (BxH) cows from a
dairy herd in Antioquia, Colombia. Materials and
methods. 101 cows were genotyped, 76 were
Holstein and 25 of the BON X Holstein genetic
cross (BxH) for the exon 2 of the DRB3 gene of the
bovine leukocyte antigen (BoLA). The BoLA DRB3.2
alleles were identified by means of the PCR-RFLP
technique using the Rsal, Haelll and BstY| restriction
enzymes and were confirmed with a sequencing
process. Results. 27 BoLA DRB3.2 alleles were
identified with a frequency ratio from 0.007 to 0.151
in the Holstein cows and from 0.02 to 0.20 in BxH.
The four most frequent alleles for Hostein cows
were: BoLA DRB3.2 * 23, 22, 24 and 16, with an
accumulated frequency of 0.506, and the four most
frequent alleles in BxH were: BoLA DRB3.2*23, 24,
20 and 37, with an accumulated frequency of 0.54.
Conclusions. The BoLA DRB3.2 gene was highly
polymorphic in both genetic groups (Holstein and
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BxH) and also in both groups there was a similar
allelic profile.

Key words: PCR-RFLP, Bovine, polymorphism,
Major Histocompatibility Complex.

Caracterizagao do polimorfismo genético do
gene bola DRB3.2 em vacas holstein e bonx-
holstein de um rebanho leiteiro de Antioquia

Resumo

Introdugao. O gene DRB3 do antigeno leucocitario
bovino (BoLA) ha sido amplamente estudado, dado
que sus variantes alélicas h&o sido associadas
com doengas infecciosas e caracteristicas
produtivas. Objetivo. Determinar as frequéncias
dos alelos do Ex&o 2 do gene BoLA DRB3 obtidos
mediante a técnica PCR-RFLP em vacas Holstein
e BONxHolstein (BxH) de um rebanho leiteiro
de Antioquia. Materiales e métodos. Foram

genotipificadas 101 vacas, 76 de raca Holstein e 25
do cruze BON x Holstein (BxH) para o Exado 2 do
gene DRB3 do antigeno leucocitario bovino (BoLA).
Os alelos BoLADRB3.2 foram identificados por PCR-
RFLP, empregando as enzimas de restricdo Rsal,
Haelll e BstYl e confirmados por sequenciamento.
Resultados. Neste estudo foram identificados 27
alelos BoLA DRB3.2 com um gama de frequéncias
de 0.007 a 0.151 na raga Holstein e de 0.02 a 0.20
em BxH. Os quatro alelos mais frequentes para
a raca Holstein foram: BoLA DRB3.2* 23, 22, 24
y 16, com uma frequéncia acumulada de 0.506 e
os quatro alelos mais frequentes en BxH foram:
BoLA DRB3.2*23, 24, 20 e 37, com uma frequéncia
acumulada de 0.54. Conclusdées. O gene BolLA
DRB3.2 foi altamente polimoérfico nos dos grupos
genéticos (Holstein e BxH) e nos dois grupos se
apresentou um perfil de alelos similar.

Palavras chave: PCR-RFLP, Bovino, polimorfismo,
Complexo Maior de Histocompatibilidade.

Introduccion

Las enfermedades infecciosas son parte de
los problemas que afectan frecuentemente
la salud de los bovinos, y son un factor
limitante en la produccién de carne y leche.
Esto es reflejado en un aumento de animales
descartados prematuramente, descarte de
leche contaminada, bajos indice de fertilidad,
incremento de gastos veterinarios (Rupp
y Boichard, 2003). Teniendo en cuenta
esta problematica, en los ultimos afos, el
mejoramiento genético de bovinos para
elevar la resistencia a enfermedades ha sido
ampliamente usado como herramienta para
seleccionar los animales mas sanos y mas
productivos. Sin embargo, en Colombia, la
seleccion para mejorar la salud animal ha sido
dirigida mediante seleccion fenotipica, lo que
ha conducido a realizar procesos de seleccion
poco eficientes.

Con el desarrollo de técnicas moleculares es-
pecificas para analisis de ADN, se han iden-
tificado nuevos marcadores moleculares en
genes responsables de la respuesta inmune
que pueden ser usados como marcadores para
mejorar la salud del animal, como algunos ge-
nes del complejo mayor de histocompatibilidad

(CMH). EI CMH en bovinos es conocido como
antigeno leucocitario bovino (BoLA, del inglés
bovine leukocyte antigen) y esta localizado en
el brazo corto del cromosoma 23 de los bovinos
(Andersson y Davis, 1994). El BoLA ha sido di-
vido en tres clases: clase |, clase Il y clase lIl.
Los genes clase | y los genes clase Il (lla 'y
[Ib) codifican glicoproteinas de membrana que
se unen a péptidos exdgenos. Los genes cla-
se |l son normalmente expresados por células
del sistema inmune como macrofagos, celulas
dendriticas y linfocitos B, las cuales procesan
el antigeno y luego lo presentan a los linfocitos
T ayudadores para desencadenar la respuesta
inmune contra patégenos infecciosos (Banche-
reau & Steinman, 1998).

Dentro de los genes clase lla se encuentra
ubicado el locus DRB el cual presenta tres
genes: el DRBP1, que es un pseudogen sin
expresion debido a los mdltiples codones de
parada; el gen DRB2, que es pobremente
expresado y su polimorfismo es muy bajo, y
el gen DRB3, que es el de mayor expresion
y tiene un alto polimorfismo, principalmente
en el exén 2 que codifica el sitio de unién
a antigeno (Russell, Marello, Gallagher,
Mckeever y Spooner, 1994). Este exdn ha
sido utilizado como marcador molecular, y se
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han identificado mas de 100 variantes alélicas
(Davies, Andersson, Ellis, Hensen, Lewin,
Mikko, Muggli-Cocket, Van Der Poel & Russell,
1997; Takeshima & Aida, 2006). Algunos alelos
BoLA DRB3.2 han sido asociados a parasitos
y enfermedades como la mastitis bovina, entre
otros (Sharif, Mallard, Wilkie, Sargeant, Scott,
Dekkers & Leslie, 1998; Rupp & Boichard,
2003; Martinez, Machado, Nascimento, Silva,
Teodoro, Furlong, Prata, Campos, Guimaraes,
Azevedo, Pires & Verneque, 2006).

El objetivo de esta investigacion fue determinar
las frecuencias de los alelos del exén 2 del gen
BoLA DRB3 obtenidos mediante la técnica
PCR-RFLP en vacas Holstein y BONxHolstein
(BxH) de un hato lechero de Antioquia.

Materiales y métodos

Poblaciéon. Esta investigacion se realizé con
101 vacas, 76 de raza Holstein y 25 del cruce
genético BONxHolstein del hato Paysandu de
la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, ubicado en el departamento de
Antioquia, corregimiento de Santa Elena, al
oriente del municipio de Medellin en zona de
bosque muy humedo montafioso bajo (bmh-
MB) con una temperatura media de 14 °C y a
una altura de 2500 msnm.

Amplificacion del exén 2 del gen DRB3. Para
cada uno de los 101 individuos se colectaron 5
mL de sangre periférica en tubos al vacio con
EDTA como anticoagulante y almacenadas a
4 °C hasta su procesamiento. El ADN fue ex-
traido empleando el método de salting out y
luego fue usado para las pruebas de genoti-
pificacion. Para la genotipificacion de anima-
les, se us6 una PCR semianidada mediante la
cual se amplificé el exén 2 del gen BoLA DRB3
como lo describen Van Eijk, Stewart-Haynes
& Lewin, (1992), con algunas modificacio-
nes. Los cebadores utilizados fueron: HL0O30
(5- ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3"),
HLO31 (5" - TTTAAATTCGCGCTCACCTCGC-
CGCT-3") y HL032 (5'TCGCCGCTGCA
CAGTGAAACTCTC-3). La primera ronda de
amplificacion se realizé en un volumen de re-
accién de 25 uL que contenia: 0.4 mM de cada
dNTP, 0.5 uL de cebador HLO30 y HLO31, 2.5
UL de 10X de buffer termofilico libre de magne-

sio [500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 9.0), 1
% Triton X-100], 2.5 pL of 25 mM MgCl,, 12.8
UL de agua ultrapura, 1U de Taq ADN polimera-
sa (Fermentas, California USA) y 4 uL de ADN
genomico. La mezcla de reaccion se llevo a
cabo en un termociclador (Biometra, Géttingen
Germany) con el siguiente programa de ciclos
térmicos: desnaturalizacion inicial a 94 °C por
4 minutos, seguido de 10 ciclos de desnatura-
lizacién a 94 °C por 1 minuto cada uno; alinea-
cion a 60 °C por 2 minutos; extensién a 72 °C
por 1 minuto, y una extension final a 72 °C por
5 minutos. La segunda ronda de PCR se llevo
a cabo en un volumen final de 60 uL que con-
tenia: 0.4mM de cada ANTP; 0.6 uM de cada
cebador HLO30 y HLO32; 6 pL de buffer ter-
mofilico 10X libre de magnesio; 6 yL de 25 mM
MgCl,, 36.9 uL de agua ultra pura; 1U de Taq
ADN polimerasa (Fermentas, California U.S.A)
y 2.5 uL de ADN amplificado en la primer ronda
de PCR. Los ciclos de amplificacién fueron los
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94 °C por
4 minutos, seguida de 35 ciclos: desnaturaliza-
cion a 94 °C por 1 minuto, alineacion a 67 °C
por 2 minutos, extensién a 72 °C por 1 minuto,
seguido por una extension final de 72 °C por
5 minutos. Como control negativo se hicieron
reacciones en ausencia de ADN. EI ADN ampli-
ficado fue verificado en geles de agarosa al 2
% y visualizado bajo luz ultravioleta en un equi-
po de fotodocumentacion de geles (Biometra:
Gottingen Germany).

Digestion con enzimas de restriccion. El
amplificado obtenido en la segunda ronda
de PCR fue digerido con tres enzimas de
restriccion Rsal, BstYl (New England BiolLabs,
Ontario Canada) y Haelll (Fermentas,
California U.S.A). La digestion del fragmento
amplificado se llevé a cabo en un volumen final
de 20 uL para cada enzima, el cual contenia
10 pL del producto de PCR, 5U de enzima y
2 uL de buffer de la enzima. La incubacion
para las enzimas Rsal y Haelll se realizé a
37 °C, y para la enzima BstYI, a 60 °C por un
tiempo de 90 minutos. Las muestras digeridas
fueron resueltas en geles de agarosa como lo
describen Gilliespie, Jayarao, Dowlen & Oliver
(1999); la concentracién de agarosa utilizada
fue de 3 %, tefiida con bromuro de etidio 10
pg/mL. Las muestras fueron corridas durante
3 horas a 100 voltios y luego visualizadas en
un fotodocumentador de geles (Biometra,
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Gottingen Germany). La identificacion de los
alelos del gen BoLA DRB3.2 se realizd por
combinacion de los diferentes patrones de
restricciéon obtenidos con las enzimas Rsal,
BstYl, Haelll, de acuerdo con la nomenclatura
desarrollada por Van Eijk et al. (1992).

De las 101 muestras, 91 fueron amplificadas
por PCR semianida, como se describio
anteriormente, y fueron purificadas con el kit
QlAquick (QIAGEN) y enviadas a la empresa
Macrogene Inc. (Seul Corea) para el analisis de
secuenciacion. Los productos de PCR fueron
secuenciados directamente sin clonacién
0 separacion fisica de los alelos, como lo
describen Miltiadou, Law y Russell (2003). Una
vez obtenidos los resultados de secuenciacion,
se procedio a realizar el analisis de secuencias
con el programa BioEdit: Sequence Alignment
Editor Version 6 (Hall, 2013), empleando la
secuencia referencia, BoLA DRB3.2*1A que
corresponde al alelo 24 la cual fue obtenida
por Sigurdardottir, Borsch, Gustafsson y
Andersson (1991). Con el mismo software
fueron identificados los sitios de restriccion de
cada secuencia para las enzimas Rsal, Haelll
y BstYI, y confirmados usando los patrones de
restricciéon obtenidos por PCR-RFLP.

Analisis de frecuencias alélicas y
genotipicas y estructura genética
poblacional. La frecuencia de los diferentes
alelos se realizé6 determinando la proporcién
de cada forma del gen entre el numero de
copias totales de la poblacién en estudio. Se
identificaron los homocigéticos (dos copias del
mismo alelo) y los heterocigéticos (una copia
de cada alelo) y se determiné la frecuencia
F de cada alelo contando los homocigéticos
y anadiendo la mitad de los heterocigoticos.
También se estimé la deficiencia o exceso
de heterocigotos para cada locus en cada
poblacién y para la poblacion total con la prueba
exacta de Hardy Weinberg (HW) como lo
describe Guo y Thompson (1992). Se estimé la
diversidad genética comparando la proporcién
de los genotipos dentro de las subpoblaciones
(Holstein y BxH), mediante la heterocigosidad
observada (Ho) y heterocigosidad esperada
(He). La estructura y diferenciacion genética
entre las poblaciones se determinaron
mediante los estadisticos F de Wright (1969),
tanto para la poblaciéon global como para las

subpoblaciones (Holstein y BxH). Todas las
pruebas genéticas se estimaron usando el
programa ARLEQUIN 3.5.1.2. (Excoffier &
Lischer, 2010).

Resultados

En este estudio fueron identificados 27 alelos
BoLA DRB3.2 con un rango de frecuencias de
0.007-0.151 en la raza Holstein y 0.02-0.20 en
BxH. Los cuatro alelos mas frecuentes para la
raza Holstein fueron: BoLA DRB3.2* 23, 22,
24 y 16, con una frecuencia acumulada de
0.506; los cuatro alelos mas frecuentes en BxH
fueron: BoLA DRB3.2*23, 24, 20 y 37, con una
frecuencia acumulada de 0.54 (Ver tabla 1).

Mediante secuenciacion fueron confirmados
21 alelos BoLA DRB3.2, para los cuales
se presentan las secuencias predichas de
aminoacidos (figura 1). Los numeros de
acceso para la base de datos GenBank de las
secuencias nucleotidicas para los 21 alelos
BoLA DRB3.2%6, 8, 9, 11, 16, 18, 19, 20, 22,
23, 24, 25, 27, 28, 33, 36, 37, 39, fbd, iaa,
laa son en su orden: KF578527, KF578528,
KF578525, KF578526, KF578522, KF578529,
KF578537, KF578530, KF578519, KF578520,
KF578521, KF578535, KF578523, KF578524,
KF578531, KF578539, KF578538, KF578533,
KF578532, KF578534, KF578536.

A partir de los alelos del gen BoLA DRB3.2
identificados se determind que el 80.3 % de
las vacas Holstein fueron heterocigéticas, y el
19.7 %, homocigéticas. Para BxH se obtuvo un
resultado muy similar: 80 % de heterocigdticos
y 20 % homocigéticos. Ademas, se encontraron
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
(P<0.01) en las dos muestras evaluadas
(Holsteiny BxH), lo que indica que posiblemeten
en este gen se han realizado procesos fuertes
de seleccidn.

La heterocigosidad observada (Ho = 0.803)
fue menor que la heterocisosidad esperada
(He = 0.917) en la raza Holstein; en BxH los
resultados fueron similares, la Ho (0.800) y el
valor de He fue 0.899. El valor del coeficiente
de endogamia (Fis) en toda la poblacion, que
incluy6 las vacas Holstein y BxH, fue 0.118,
el cual no presentd diferencias significativas
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(P>0.05)y en cuanto a la estructura genética, se
determind un valor de diferenciacion genética

(Fst) de 0.011 (P>0.05), que igualmente no
presentd diferencias significativas.

Tabla 1. Frecuencia alélica para los alelos del gen BoLA DRB3.2 de vacas Holstein y BxH

Alelo* Combinacion Rsal/ | Frecuencia Alélica Alelo* Combinacion Frecuencia Alélica
elo BstYl/Haelll H BxH 10" | Rsal/BstYl/Haelll H BxH
23 nba 0.151 0.20 51 gaa 0.020 0.00
22 mba 0.125 0.08 11 gea 0.020 0.02
16 jbd 0.118 0.02 6 daa 0.020 0.00
24 nbb 0.112 0.14 20 Ibb 0.013 0.12
8 faa 0.072 0.02 50 xba 0.013 0.00
33 nbf 0.053 0.04 9 fda 0.013 0.00
39 tba 0.046 0.02 28 obb 0.007 0.06
37 oba 0.033 0.08 25 oaa 0.007 0.00
27 obf 0.033 0.00 2 bba 0.007 0.00
36 Iba 0.033 0.06 19 sbb 0.000 0.04
10 fba 0.033 0.00 fbd fbd 0.000 0.02
18 Ibf 0.026 0.02 iaa iaa 0.000 0.02
Kba kba 0.026 0.00 laa laa 0.000 0.02
14 hbb 0.020 0.02

H, raza Holstein; BxH, cruce BON x Holstein, *Alelos del gen BoLA DRB3.2.

10 20 30 40 50 60 70 80

BOLA DRB3.2*1A FLEYSKSECHFFNGTERVRFLDRYYTNCEETVRFDSDWGEFRAVTELGRQDAEYWNSQKDFLEERRAEVDRVCRHNYGGMES

BoLA DRB3.2*6 --Q-H-G------------ = t==Y Y= P —=l—e—e (B e RV

BOLA DRB3.2*8 ----T-K--------==---=- N--FH-G--F--- Y- P EI--RA--A--TY------ VG-~

BOLA DRB3.2*9 ----C------- SFY-G--F Y- P--K -L--QK--N--TY------ VG--

BOLA DRB3.2*11 ---------==-=-=c==----- E-SFY-G--N--- Y= P EI--RK--N--=-====-~ VG-~

BOLA DRB3.2*16 e Y----FH-G--F = RV--QL-G---T--RE--Y--TY------ W--

BOLA DRB3.2*18 ----AT------========- H--FH-G--F PA--Q A o) ] ) s G-~

Bol:A DRB3 . 2*19 " ————= e e =SS FH-G--F Y= A e e e T VG--

BOLA DRB3.2*20 === H--F--G--F RV--Q -T--RE--Y--TY------ VG--

IR TDRBR (25225 =AY e E=—-HF-0==Y D= PS m=e=h = W--

BOLA DRB3.2*23 G----- ----HFY-G--§ P = VVRG

BOLA DRB3.2*24 ---- o FH-G--5--- K----- ] e

BOLA DRB3.2%*25 H-G----- L---HFH-G--F PS--H----- EI--R---==========- VG--

BOLA DRB3.2%*27 H-G----- L---HFY-G--F D--- PA--Q -===QK--==mmm e V--

BOLA DRB3,2#28 ----Y------- FH-G--F RV--Q O W--

BOLA DRB3.2*33 ----Y-R----- FH-G--F P e e VG--

BOLA DRB3,2*36 ----T-K---=----=====- H--FH-G--F P---Q ~I--RE--Y--TY------ -G--

BOLA DRB3.2*37 ----Y-G--------=-------- HFH-G--F P5--Q ----RK------------- W--

BOLA DRB3,2%39 =----Y--------mmeeeemes HFH-G=-N---=-==--= e PV--HL----- I--RK--Y--TL------ V-~

BOLA DRB3.2*fbd ----YTR----- FH-G--F Y- RV---L-G---5--RE--Y--TY------ VG--

BOLA DRB3.2*iaa ------ K-===mmmmmmeeee] N--FH-G--F--- P EI--Q---A--TY------ VG--

BOLA DRB3.2*laa ------ R N--FH-G----------------—--- P---H----- EI---E--A--TY------ VG--

80

Figura 1. Secuencias de aminoacidos predichas para 21 alelos

BoLA DRB3.2 identificadas en el Hato Paysandu.

Fuente: elaborada por los autores
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Discusion

En el hato Paysandu fueron identificados
27 alelos BoLA DRB3.2 en los dos grupos
genéticos; Holstein y BxH (tabla 1), lo que
constituye un indicativo de un alto polimorfismo
para el gen. Para la raza Holstein los 10 alelos
identificados con mayor frecuencia sumaron
0.776 de frecuencia acumulada. Siete de estos
alelos BoLA DRB3.2*8, 16, 18, 22, 23, 24, y
27, fueron reportados por varios autores dentro
de los 10 mas frecuentes en sus respectivos
estudios (tabla 2). Esto indica que la raza
Holstein tiende a presentar un perfil alélico
caracteristico para la raza y que difiere de otras,
por ejemplo, en la raza Shorthorn Japonés en
la cual los seis alelos mas frecuentes fueron:
8,9, 21, 27, 7 y 24 con 0.70 de frecuencia
acumulada (Takeshima, Nakai, Ohta & Aida,
2002). En la raza criollo-argentino, los seis
alelos mas frecuentes reportados fueron:
15, 18, 24, 20, 27 y 5 con 0.73 de frecuencia
acumulada (Giovambattista, Golijow, Dulout &
Lojo, 1996).

EnlarazaJersey, los siete alelos mas frecuentes
fueron: 10, 15, 8, 21, 36, 17 y el alelo “ibe” con
una frecuencia acumulada de 0.794 (Gilliespie
et al. 1999). En la raza Angus los siete alelos
mas frecuentes fueron: 36, 8, 4, 15, 22,20y 10
con 0.766 de frecuencia acumulada (Golijow,
1996) y en la raza Ayshire, los 5 alelos mas
frecuentes identificados fueron: 8, 7, 28, 10 y
24 (Udina, Haramyshera, Sulimova, Pavlenko,
Turkova, Orlova & Ernst, 1998). Los alelos 33,
39, 50 y kba que fueron identificados en este
estudio para la raza Holstein con frecuencias
alélicas de 0.053, 0.046, 0.013 y 0.026,
respectivamente, no han sido reportados
en otros estudios para esta raza. El alelo 33
fue reportado solo en la raza Gyr lechero (Da
Mota, Gabriel, Martinez & Coutinho, 2002) y el
alelo kba fue reportado solo en la raza Jersey
(Gilliespie et al. 1999).

Para BxH, dentro de los 18 alelos identificados
en este estudio, 10 fueron reportados por
Martinez, Toro, Montoya, Burbano, Tobdn,
Gallego & Ariza (2005), para la raza BON
dentro de los cuales estan: BoLA DRB3.2*8,
11, 16, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 37, con una
frecuencia de 0.337 comparada con la de este
estudio que fue de 0.74. Las discrepancias

entre las dos investigaciones se deben a que
en la actual investigaciéon se estudié el cruce
de razas (BONxHolstein), dentro de las cuales
hay vacas F1 (50B:50H), F2 (25B:75H) y F3
(12.5B:87.5H) y por lo tanto el perfil alélico
tiende a parecerse a la raza Holstein mas que
a la raza BON (tabla 2).

Hasta el momento han sido reportados 31
alelos BoLA DRB3.2 para la raza BON, de
acuerdo con los resultados obtenidos por
Martinez et al. (2005), y en este trabajo se
identificaron 3 alelos en BxH (fbd, iaa y laa)
que no fueron encontrados en la raza Holstein,
lo que probablemente indica que estos alelos
provengan de la raza BON o simplemente sea
resultado del cruce de las dos razas. Los alelos
“iaa” y “laa” han sido solo reportados en la raza
Jersey (Gilliespie et al. 1999) y el alelo fbd es
un alelo nuevo en bovinos encontrado en el
cruce BxH.

Los alelos 22, 23, 24, 16, 33, y 37 fueron
identificadosenlarazaHolsteinyenBxH, yestan
dentro del grupo de los diez mas frecuentes en
los dos grupos genéticos (tabla 2). Segun estos
resultados, el perfil de frecuencias de BxH
tiende a ser similar con el obtenido en la raza
Holstein. Por otra parte, los alelos 19, 20 estan
dentro de los diez mas frecuentes en el grupo
genético BxH y han sido reportados en la raza
BON (Martinez et al. 2005), con frecuencias de
0.023 y 0.031, respectivamente (dentro de los
nueve mas frecuentes en esta raza), aunque
en la raza Holstein igualmente han sido
identificados pero con frecuencias bajas; 0.002
y 0.004, respectivamente (Sharif et al. 1998).
Starkenburg, Hansen, Kehrli & Chester-Jones
(1997) y Nassiry, Sadeghi, Tohidi, Afshari &
Khosravi, (2008) identificaron el alelo 20 en
vacas Holstein con una frecuencia de 0.001 y
también fue reportado por Dietz, Cohen, Timms
& Kehrli (1997a) con una frecuencia de 0.003.

Es importante resaltar que en las dos muestras
evaluadas, se encontré6 una alta diversidad
genética para el gen BoLADRB3.2 con un valor
de He de 0.917 en Holstein y 0.899 en BxH y
esto posiblemente se daba al numero efectivo
de alelos (Ne) que para Holstein fue 12.03 y
en BxH de 9.92, siendo un indicativo del alto
polimorfismo del gen. Resultados similares
fueron obtenidos en ganado criollo colombiano

Caracterizacion del polimorfismo genético del gen bola DRB3.2 en vacas holstein y bonxholstein de un hato lechero de Antioquia 81



epe|nWNOE BIoUBNJ3al} ‘4 ‘Z'€gy@ VY109 uab |ap SoI9ly ‘|V ‘UI8)1S|oH X NOF 99Nn0 ‘Hxg ‘Sajewiue ap oJawnp ‘N

0¥8'0| 91 |90 81 1580 1T 0280 |GL| 9980 [8L| ¥0.0 |[OL| #2600 |92 | ¥680 6 | 2980 |9z | 9.80 |[zI
0z8'0| 61 |evL 0] L2 9280 oL ¥08°0 oL | zs80 | 15| 8890 ¢ |oeo| s 0980 ¢ | veso | €| sv80 |22
082°0| €€ |0LL0]| L€ 26L°0 )] 8810 L | ¥€80 [2z| 290 |[¢€L| 0680 | £ ze80 | 1L | 9080 [z | 8080 | €
0v2'0| 82 |2290] 6€ 1v10 € 2.0 ¢z | zos0o |ez| 1¥90 |SL]| v9s0 | € 9110 L | 290 |21z 9520 | 2
089°0| 9¢ |1€9°0| 8 200 i L0 L 8620 | £ v66°0 |8z | ges0 [€z| 9220 |9t | Lo [9L]| €0z0 | 1L
0z29'0| ¢ |8250] €€ ¥59°0 ez | 8v90 e | ziz0 | ¢ 1es0 | ez | vz2z0 |9 | 2990 |¢€z| ¥¥90 |2z | 8190 |¢z
0¥S'0| 2¢Z |90S°0| 91 8650 9l €850 9L | 2990 | 9L | Le¥0 | WL | 6290 |2z | 1850 8 | G950 vz | 2250 |9l
09%'0| 0z |¥6€0]| ¥ LL¥0 ve LG¥'0 vz | 9960 | 1L | eve0 |2z | zvso | 1| eev0 |z | z8v0o |ez| lzvo | 8
0¥€'0| ¥2 |922°0| 22 62€°0 8 91€0 zc| 290 |ve| vezo | 9L | €6€0 | vz | 0660 |22 | S6€0 | LL| 9820 |2
00z0| €z [LS1°0]| €2 1910 zz| 0910 8 | 99z0 | 8 Gz1L'0 g8 | tozo | 8 1220 | vz | €lzo | 8| evio |2z
vd | IV | Vvd | IV v4 [\ v4 v | vd \Y v4 v | vd | IV v4 \% v4 v | V4 \Y
(G2) N (9N (GZ1)N (82¢) N (0s2) N (02) N (Ge8) N (BLL)N (L2V)N (00LL) N
femoy ugweBisenul | o TNE | ejoddny  |ess Missen| ebapeq | Teiewieus | Binquewiers | s sl | 3o meia

elouanoaly JoAew ap sojaje so| eled [enjoe olpn}sa |9 ua A solpnysa
SOLIEA UD Sepeulw.ia)ap sepejnwinoe seodljgje seiouandald "Z ejqel

REVISTA LASALLISTA DE INVESTIGACION -Vol. 13 No. | - 2016 - J. C. Zambrano Arteaga et al - 76+84

82



(Blanco Orejinegro, Casanareio, Costefio con
Cuernos, Chino Santandereano, Caquetefio,
Hartén del Valle, Romosinuano, San Martinero
y también en ganado especializado de
raza Holstein (Hernandez, Posso, Muioz,
Giovambattista & Alvarez, 2013).

Conclusiones

El gen BoLA DRB3.2 fue altamente polimorfico
en el Hato Paysandu, tanto en la raza Holstein
como en vacas BxH, lo que sugiere que en la
poblacidn evaluada pueden encontrarse alelos
tanto de susceptibilidad como de resistencia
a enfermedades infecciosas. Ademas, los
valores de heterocigosidad indican que hay
una alta variabilidad genética en los dos
grupos genéticos estudiados, incluso, fueron
identificados algunos alelos en la raza Holstein
(33, 39, 50 y kba) y en BxH (fbd, iaa y laa)
que no han sido reportados en las respectivas
razas. Finalmente, se considera que el gen
BoLA DRB3.2 puede ser postulado como
marcador molecular, candidato para evaluar
caracteristicas de importancia econdmica,
especialmente relacionadas con salud animal,
dado su alto polmorfismo y, , por ser un gen que
expresa proteinas presentadoras de antigeno.
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