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Antigeno Abstract

leucocitario DRB3.2* gene has been linked with productive traits and diseases. The bovine

PCR-RFLP leukemia virus (BLV) has a high prevalence in Colombia. The main objective of this

PCR-SBT work was to associate different alleles of DRB3.2* gen with the presence of BLV in

Resistencia a Harton del Valle Creole Colombian breed, using molecular techniques. 23% of the

leucosis animals had the BLV. We found 37alleles BoOLA-DRB3.2 *, the most frequent were *
1101, *20012,* 2006, * 2801. Positive association was found (resistance, R) in

Keywords: three alleles  (*1101, *2709 and*20012), neutral (N)and negative in

Leukocyte 31 alleles (susceptibility, S) alleles * 1002, * 25011, and * R-146. Resistant

antigen alleles showed a higher frequency than susceptible alleles. Resistance data are

PCR-RFLP consistent  with both  methodologies. Genotyping showed a higher number of

PCR-SBT individuals with  genotype RR (19%) than SS (1%), while the NN were  43%

Resistance to and 32%NR. Genotype RS was not found in the test animals.

leucosis

Resumen

El gen DRB3.2* ha sido relacionado con caracteristicas productivas y con enfermedades. El virus de la Leucosis
Bovina (VLB) tiene alta prevalencia en Colombia. El objetivo del presente trabajo fue asociar los alelos del gen
BoLA-DRB3.2* con la presencia del VLB en el ganado criollo Hartén del Valle, mediante técnicas moleculares.
El 23% de los animales presentaron el VLB. Se encontraron 37 alelos BoLA-DRB3.2*, siendo los mas
frecuentes *1101, *20012, *2006, *2801. Se encontrd asociacion positiva (resistencia, R) en tres alelos (*1101,
*2709 y *20012), neutral (N) en 31 alelos y negativa (susceptibilidad, S) en los alelos *1002, *25011 y *R-146.
Los alelos resistentes tuvieron mayor frecuencia que los alelos susceptibles. Los datos de resistencia concuerdan
con ambas metodologias. La genotipificacion mostré mayor nimero de individuos con genotipo RR (19%) que
SS (1%), mientras que, los NN fueron 43% y los NR 32%. No se encontraron genotipos RS en los animales
analizados.

Introduccion

El virus de la Leucosis Bovina (VLB) es un virus linfotrépico que produce linfocitosis persistente y tumores.
Los estudios sobre la presencia del VLB en Colombia son variables (Orjuela, 2000; Hernandez, 2010). Diversos
autores sefialan que los ganados criollos presentan resistencia a algunas enfermedades. La raza Harton del
Valle (HV) se encuentra clasificada segin la FAO como vulnerable. Recientemente reportamos 83% de
presencia del VLB y algunos alelos asociados con la resistencia a la presencia del virus y otros con la
susceptibilidad (Herndndez, 2010).

El complejo mayor de histocompatibiliad de los bovinos conocido como BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen),
esta formado por tres clases de genes. Los clase Il estan distribuidos en dos regiones lla y Ilb, codifican
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glicoproteinas que se unen a péptidos exdgenos y son expresadas por células del sistema inmune. En la region
Ila se encuentra el locus DRB con tres loci: DRB1, DRB2 y DRBS3; el exén 2 del DRB3 (DRB3.2) es el méas
polimorfico y se ha asociado con caracteristicas productivas y con enfermedades relacionadas con el VLB tales
como linfocitosis persistente, desarrollo de tumores, carga proviral y presencia del virus (Takeshima y Aida,
2006).

El objetivo del presente trabajo fue relacionar los alelos del gen BoLA-DRB3.2* con la presencia del virus de la
leucosis bovina (VLB) en el ganado criollo colombiano Harton del Valle utilizando métodos moleculares.

Material y métodos

Se utilizaron 100 muestras de ADN de ganado criollo Harton del Valle. Se determiné la presencia del VLB
siguiendo la metodologia descrita por Beier et al. (2001). Se genotipifico el gen DRB3.2* utilizando la
metodologia PCR-SBT (Sequence Based Typings) descrita por Takeshima et al. (2009) y se compar6 con la
metodologia comUnmente usada para genotipificar este gen descrita por Dietz et al. (1997) (PCR-RFLP).

Se hall6 el porcentaje de presencia del VLB. Para el gen BoLA-DRB3.2* se determino el nimero de alelos, las
frecuencias alélicas, la Heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho) utilizando el programa ARLEQUIN
version 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). Se estimo el Odds Ratio (OR) para asociar la presencia del VLB vy el
alelo DRB3.2 seguido de un test de Fischer para determinar la significancia del OR, usando el software SAS
version 9,1. Se clasificaron los animales de acuerdo a su genotipo como Neutral/Neutral (NN),
Neutral/Resistente (NR), Neutral/Susceptible (NS), Resistente/Resistente (RR), Resistente/Susceptible (RS) y
Susceptible/Susceptible (SS).

Resultados y discusion

Se encontrd 23% de presencia del VLB, porcentaje menor que el reportado por Hernandez, (2010) para el
conjunto del ganado criollo colombiano (26,7 %) y para el mismo grupo racial (83,3 %). Mufioz et al. (2008)
reportan 25 % de presencia en muestras tomadas en el Valle del Cauca.

Se encontraron 37 alelos BoOLA-DRB3.2* con PCR-SBT y 27 con PCR-RFLP, similar a los reportados para
ganados criollos de América (Hernandez, 2010; Fernandez et al. 2008; Ripoli et al. 2004; Kelly et al. 2003;
Giovambattista et al.1996).

Los alelos mas frecuentes por PCR-SBT fueron *1101 (0.2041 + 0.0289); *20012 (0.1224 + 0.0235) y *2006,
*2801 (0.0714 £ 0.0184) y mediante PCR-RFLP fueron *20 y *23 (0.1173 £ 0.023); *34 (0.102 £ 0.0217); *16
(0.0867 + 0.0202) y *6, *15 y *22 (0.0561 + 0.0165). Estos datos concuerdan con lo reportado por Hernandez,
(2010) en HV.

Los valores de He fueron mayor que los valores de Ho con ambos métodos, la He por PCR-RFLP (0,93) fue
ligeramente mayor que con PCR-SBT (0,92), valores un poco mas altos que para otros ganados criollos de
Ameérica genotipificados por PCR-.RFLP (Hernandez, 2010; Ferndndez et al. 2008; Juliarena et al. 2008;
Martinez et al. 2005; Ripoli et al. 2004; Kelly et al. 2003; Giovambattista et al. 1996).

Mediante PCR-RFLP se encontraron asociaciones positivas entre la ausencia del VLB vy los alelos *8, *15, *22
y *23 asociaciones negativas con los alelos *18 y *44. Usando analisis de secuencias (PCR-SBT) se hallaron
asociaciones positivas entre la ausencia del VLB y los alelos *1101, *2709 y *20012; en contraste, se
encontraron asociaciones entre la presencia del VLB y los alelos *1002, *25011 y *R-146. El alelo *22
determinado mediante PCR-RFLP corresponde al alelo *1101 por secuencia, el *23 corresponde al *2709 y el
alelo *15 al *20012; en el alelo *8 no se encontr6 su correspondiente por PCR-SBT. Lo que indica
correspondencia entre los métodos de genotipaje.

El alelo *44 (PCR-RFLP) correspondiente al *25011 (PCR-SBT) presentd asociacion negativa con ambas
metodologias (susceptibles a la presencia del VLB). El alelo *18 corresponde al *1801 tuvo asociacion negativa
por PCR-RFLP y asociacion neutral por PCR-SBT, mientras que, el alelo *1002 tuvo asociacion negativa por
PCR-SBT vy correspondiente por PCR-RFLP (*3) presento asociacion neutral. El alelo *R-146 no presento
correspondencia por PCR-RFLP.

La genotipificacién mostré6 mayor nimero de individuos con genotipo RR (19%) que SS (1%), mientras que, los
NN fueron 43%, los NR 32% y los NS 5%. No se encontraron genotipo RS. Los alelos *1101 y *20012,
asociados con resistencia al VLB, representan el 32% de las frecuencias alélicas del HV, la comparacion entre
metodologias se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Clasificacion de los genotipos del gen DRB3.2 por PCR-RFLP y PCR-SBT de acuerdo a la
Resistencia, Susceptibilidad o Neutralidad a la presencia del virus en HV (Classification of genotypes for
DRB3.2 gene by PCR-RFLP and PCR-SBT according to resistance, susceptibility or neutrality to virus presence
in HY)

Conclusiones

El ganado criollo Hartdn del Valle tiene baja presencia del VLB. Se encontré alta diversidad del gen BoLA-
DRB3.2 medido por PCR-RFLP y PCR-SBT. Se encontraron asociaciones positivas y negativas entre alelos
DRB3.2 y la presencia del VLB. Existi6 correspondencia entre las metodologias de genotipificacion usadas. Los
alelos de resistencia presentaron mayor frecuencia que los de susceptibilidad.
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