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Diversidad genética y estudios de asociacion en genes de clase II del complejo
principal de histocompatibilidad en bovinos criollos americanos
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Genetic diversity and association studies in class II genes of the major histocompatibility
complex in American Creole cattle.

Abstract. The major histocompatibility complex or MHC (called in the bovine species "bovine leukocyte antigen,
BoLA") is composed of a large number of genes involved in the immune response within the same chromosomal
region. Many of these genes have extraordinary levels of polymorphism. Furthermore, these loci have been
associated with infectious and autoimmune diseases and with productive traits in different mammalian species. It is
for this reason that the study of its structure, polymorphism and evolution has been of great interest to biologists,
geneticists and veterinarians during the last decades. The objective of this review is to analyze the state of the art on
the characterization of the genetic diversity of BoLA loci, with special emphasis on the BoLA-DRB3 gene in
American Creole bovine breeds. In this sense, the methodologies used for the genotyping of this gene (serological
and molecular) are detailed. In addition, the main results obtained from the study of the genetic diversity of the
BoLA-DRB3 gene are described, as well as from the association studies of this locus with infectious diseases in
American Creole cattle. Although much progress has been made in understanding the genetic diversity of the BoLA-
DRB3 gene, there is still a long way to go.
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Resumen. El complejo principal de histocompatibilidad o MHC (denominado en la especie bovina “antigeno
leucocitario bovino, BoLA”) estd compuesto por un gran nimero de genes involucrados en la respuesta inmune
dentro de una misma regiéon cromosémica. Muchos de estos genes presentan niveles extraordinarios de
polimorfismo. Ademas, estos loci han sido asociados a enfermedades infecciosas, autoinmunes y a caracteres
productivos en diferentes especies de mamiferos. Es por esta razon, que el estudio de su estructura, polimorfismo y
evolucion ha sido de gran interés para bidlogos, genetistas y veterinarios durante las tltimas décadas. El objetivo de
la presente revision consiste en analizar el estado del arte sobre la caracterizaciéon de la diversidad genética de los
loci del BoLA, con especial énfasis en el gen BoLA-DRBS3 en las razas bovinas criollas americanas. En este sentido, se
detallan las metodologias utilizadas para el genotipado de este gen (serologicas y moleculares). Ademas, se
describen los principales resultados obtenidos a partir del estudio de la diversidad genética del gen BoLA-DRB3, asi
como de los estudios de asociacion de este locus con enfermedades infecciosas en bovinos criollos americanos.
Aunque mucho se ha avanzado en el conocimiento de la diversidad genética del gen BoLA-DRB3, atin existe un largo
camino por recorrer.
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Introduccion

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
es una de las regiones del genoma mas dindmica,
siendo el componente primario del sistema inmune
adaptativo. Su estudio ofrece una alternativa tnica
para  abordar  problemas  bioldgicos, tanto
inmunoldgicos como evolutivos (Bohérquez et al,
2020). El MHC esta compuesto por un grupo
numeroso de genes involucrados en la respuesta
inmune que se dividen en tres grupos: genes de Clase
I, 11 y III (Figura 1).

Los genes de clase I codifican para glicoproteinas de
membranas que forman un heterodimero junto a una
molécula de B2 microglobulina y se expresan en la
superficie de toda célula somatica nucleada. La
principal funcion de los productos génicos de los genes
de clase I es la presentacion de péptidos antigénicos
intracelulares a los linfocitos T citotoxicos (CD8+), por
lo que juegan un papel esencial en la defensa inmune
contra patégenos intracelulares mediante la unién de
péptidos derivados principalmente de proteinas virales
y células cancerigenas.

Los genes de clase II codifican para glicoproteinas de
membrana formadas por dos cadenas, una a y una 3
(cada una de ellas posee dos dominios extracelulares,
a1y a2, f1y B2) codificadas por diferentes genes (DRA
y DRB, DQA y DQB). Estas glicoproteinas de la

patdgenos o parasitos y los presentan a los linfocitos T
CD4+ desencadenando una respuesta inmune
adecuada. Es por ello, que los genes MHC clase II
estin predominantemente involucrados en el
monitoreo del ambiente extracelular presentando
péptidos principalmente derivados de parasitos (Klein,
1986; Sommer, 2005). En estas proteinas el péptido
antigénico se aloja en una hendidura o bolsillo
formado por los dominios a1 y 1. Muchos de estos
genes presentan un alto nivel de polimorfismo
localizado principalmente en el dominio (31 (codificado
por el segundo ex6n de los genes DRB y DQB). Esta
variabilidad genética es clave al momento del
reconocimiento y presentacion del péptido antigénico.

Entre las regiones cromosémicas ocupadas por los
genes de clase Iy II, se encuentran los genes clase III
que codifican proteinas que desempefian otras
funciones inmunitarias, como por ejemplo, los
componentes del sistema del complemento (C2, C3 y
factor B) y moléculas relacionadas con la inflamaciéon
(citoquinas como TNF-a, linfotoxinas A y B) o
proteinas de choque térmico.

En la especie bovina, el MHC es conocido como BoLA
(bovine leukocyte antigen o antigeno leucocitario
bovino), y se localiza en el cromosoma 23 (Spooner et
al., 1978; Aida, 1995). Esta region contiene un grupo

superficie celular se unen a los antigenos derivados de de genes altamente polimorficos estrechamente
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Figura 1. Estructura del complejo principal de histocompatibilidad bovino (BoLA). a. cromosoma 23 bovino, b. region del BoLA, c. estructura del

gen BoLA-DRB3, d. segundo exén del gen BoLA-DRB3, e. representacion de la glicoproteina de membrana codificada por el gen BoLA-DRB3. Las

imégenes del cromosoma 23 bovino y del gen BoLA-DRB3 fueron tomadas del Genome Data Viewer

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/genome/).
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ligados y relacionados funcionalmente entre si. En esta
especie, un reordenamiento en la regiéon de clase II
condujo a la divisién en dos subregiones, clase I1a y
clase IIb (Takeshima y Aida, 2006). Dentro de la
region de clase Ila se encuentran los genes DRy DQ y
en la de clase IIb los genes DY, DM y DO. El genoma
bovino presenta un locus monomoérfico DRA y 3 loci
DRB, siendo el gen BoLA-DRB3 el dnico
completamente funcional (Burke, 1991). Por otra

parte, el niamero de genes DQA y DQB varia
dependiendo del haplotipo presente (Takeshima y
Aida, 2006).

El objetivo del presente trabajo consiste en revisar el
estado del arte sobre la caracterizacion de la diversidad
genética de loci del BoLA, con especial énfasis en el
gen BoLA-DRB3 dentro de las razas bovinas criollas
americanas.

Importancia del BoLA en sanidad y produccion animal

El estudio de la diversidad genética de los genes del
BoLA, y en especial del gen BoLA-DRB3, es de gran
interés para los criadores, genetistas de poblaciones y
bidlogos evolutivos, entre otros, debido al rol central
que cumplen en la respuesta inmune y en su
extraordinario grado de polimorfismo. Por otra parte,
el repertorio particular de alelos refleja procesos
evolutivos como la adaptaciéon a diferentes ambientes,
seleccion natural y artificial, migracion y deriva dentro
y entre las poblaciones (Goszczynski et al., 2014;
Takeshima et al., 2014).

Al igual que en otras especies de mamiferos, los genes
del BoLA y en particular el gen BoLA-DRB3 ha sido

asociado con resistencia/susceptibilidad a
enfermedades infecciosas causadas por virus, bacterias
y endo o ectoparasitos (leucosis, dermatofilosis,
mastitis, babesia, garrapatas, etc.), con diferentes
variables inmunolégicas y productivas (por ejemplo,
litros de leche) y con variaciones a la respuesta
diferentes vacunas (por ejemplo, aftosa, Theileria
parva) (Takeshima y Aida, 2006). Estos resultados
evidencian la importancia del estudio de la diversidad
genética de los genes del BoLA tanto para su
aplicacién en programas de mejora como para el
disefio de vacunas.

Métodos de estudio del gen de clase II BoLA-DRB3

El analisis de la diversidad genética de los loci del
BoLA comenzb hace méas de 25 anos con los estudios
pioneros basados en su caracterizacion serologica
(Davies et al., 1992, 1994). Ademés de identificar
serotipos e iniciar la estandarizacion de la
nomenclatura, estos primeros trabajos mostraron
diferencias entre las razas bovinas estudiadas. Asi, por
ejemplo, se reportaron variaciones interraciales en las
frecuencias de los antigenos entre las razas europeas y
africanas y se detectaron antigenos inéditos en las
poblaciones africanas (Kemp et al., 1988).

Posteriormente, el desarrollo de las técnicas de
biologia y genética molecular permitieron el analisis de
las variaciones a nivel de ADN. La caracterizacion de
los primeros alelos se bas6 en la secuenciaciéon de
clones de ADN gendémico o de productos de PCR y de
ADNc de transcriptos de diferentes razas bovinas
(Muggli-Cockett y Stone, 1989; Sigurdardottir et al.,
1991, Mikko y Andersson, 1995; Maillard et al., 1999).
Sin embargo, estas metodologias no se emplearon para
estudios poblacionales, sino que se utilizaron para el
analisis de un bajo nimero de individuos en pocas
razas bovinas y se focalizaron principalmente a la
deteccion y reporte de variantes del gen BoLA-DRB3 a
nivel molecular.

En 1992, Van Eijk y colaboradores desarrollaron un
método de genotipificacién basado en la amplificacion

por PCR de la secuencia de ADN correspondiente al
segundo ex6n del gen BoLA-DRB3 y la subsecuente
digestion con tres enzimas de restricciéon (Rsa I, Hae
IIT y BstY I). Con esta técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism), los alelos se definian mediante
la combinacion de los patrones de restriccion de estas
tres enzimas (Figura 2). Inicialmente, esto permitio la
identificaci6on de 53 alelos, denominados de acuerdo a
la siguiente nomenclatura: “NOMBRE DEL
GEN.NUMERO DE EXON*NUMERO DE ALELO”
(Por ejemplo, BoLA-DRB3.2*01 para el alelo 1). Este
método simple fue un gran avance que permiti6 la
caracterizacion de la diversidad genética del gen
BoLA-DRB3 en numerosas razas bovinas taurinas
(Jersey, Holstein, Ayrshire, Black pied, Mongolian,
Kalmyk, Yakut) y cebuinas (Gir, Brahman, Kankrej,
Sistani, Malnad Gidda, Hallikar y Ongole) de
diferentes continentes. Como se discute en la proxima
seccidn, varias razas de criollos americanos también
fueron caracterizadas mediante PCR-RFLP. Sin
embargo, su utilidad estd restringida por ser una
técnica de genotipado indirecto basada en la
combinaciéon de patrones de restriccién, entre sus
limitaciones se pueden mencionar: a. Varias
secuencias de ADN pueden tener los mismos sitios de
restriccidn, por lo que un alelo definido por PCR-RFLP
incluye usualmente a mas de una variante definida por
secuenciacion directa, b. algunas combinaciones de los
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patrones de restriccion correspondientes a las tres
enzimas utilizadas pueden ser explicadas por méas de

un genotipo, y c. Al no contar con la secuencia de ADN

no se obtiene informacion sobre los motivos
aminoacidicos presentes.

1 2 3 4 36 7 & 9 10

MP LIKF/CL/K A/BA/AAMB B/BA/ABMB

Rsaf

Haelif

BstY/

Figura 2. Patrones de restriccion obtenidos por digestion de las enzimas Rsa I, Hae III y BstY I del producto de amplificacion del ex6n 2 del gen

BoLA-DRB3 resueltos en un gel de poliacrilamida 6% 1X TBE.

Posteriormente, se desarrollaron varios métodos
basados en la amplificacion del segundo ex6n del gen
BoLA-DRB3 y su posterior secuenciacion directa
(PCR-SBT), sin la necesidad del clonado del producto
de PCR (Takeshima et al., 2011). Finalmente, la
secuencia de ADN obtenida es analizada
comparandola con la base de datos de todos los alelos
reportados (Figura 3). Actualmente, la version de PCR-
SBT mas utilizada es la reportada por Takeshima y
colaboradores (2011). Esto permiti6 la deteccidon de
mas 331 secuencias de ADN correspondientes a 163
alelos, muchos de los cuales poseen varios subtipos
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/mhe/). La nomenclatura
estandarizada incluye NOMBRE DE LA ESPECIE-
GEN*NUMERO DEL ALELO:SUBTIPO (Por ejemplo,
BoLA-DRB3*001:01 para el alelo 1 subtipo 1). Ademas,
esta metodologia fue de gran utilidad para la
caracterizacion de varias razas bovinas a nivel
poblacional, tanto taurinas (Jersey, Shorthorn,
Holstein, Japonesa negra, Angus) y cebuinas (Nelore,
Gir, Brahman) (Miyasaka et al., 2011, 2012; Takeshima
et al, 2001, 2002, 2003, 2009, 2011). En 2007,
Takeshima y colaboradores desarrollaron un método
basado en PCR-SBT para otro de los genes de clase II
bovino, el BoLA-DQA1. Como se describe en la
préoxima seccidn, solo unas pocas razas criollas han
sido estudiadas mediante PCR-SBT hasta el momento.

Por ultimo, cabe mencionar la utilizacion de las
técnicas de secuenciacion de nueva generaciéon (next
generation sequencing, NGS) para la caracterizacion
de los loci del BoLA. La tecnologia de NGS ha sido un
gran avance para el estudio de los genomas de los
animales domésticos y su variabilidad genética. Una
variante de la metodologia de NGS es la Targeted-NGS
que prioriza la secuenciaciéon simultanea de secuencias
de ADN target en muchos individuos en lugar analizar
un genoma o una transcriptomica completa. De esta
forma se reduce la cobertura, pero se aumenta
significativamente la profundidad de la secuenciacion
(nimero de lecturas por posicion), lo que permite
aumentar la confiabilidad de los SNPs o indels
detectados. Esto tltimo es de gran importancia para la
determinaciéon de los genotipos de los individuos
analizados. En el afio 2012, Lee y colaboradores
desarrollaron un método basado en Targeted-NGS
para el genotipado del gen BoLA-DRB3 en la raza
coreana Hanwoo. Recientemente, un método de
Targeted sequencing NGS para analizar el
polimorfismo del BoLA, fue desarrollado por
Takeshima et al. (2019), permitiendo analizar
simultidneamente todos los loci de esta regiéon. Aunque
estas metodologias de NGS han sido atin escasamente
utilizadas en bovinos, seran de gran utilidad para
futuros estudios de caracterizacién genética y de
asociacion entre polimorfismos del BoLA vy
enfermedades infecciosas.
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Figura 3. Determinacion de los genotipos del gen BoLA-DRB3 mediante el software Assign 400ATF ver. 1.0.2.41 (Conexio Genomics, Fremantle,

Australia).

Analisis de la variabilidad genética del gen BOLA-DRB3 en bovinos criollos

Ninguno de los estudios iniciales basados en métodos
serologicos incluy6é bovinos criollos. El primer estudio
sobre la diversidad genética del gen BoLA-DRB3 en
una raza bovina criolla fue realizado en el afio 1996
mediante la técnica de PCR-RFLP en el bovino Criollo
Argentino (Giovambattista et al., 1996). Desde ese
trabajo inicial al menos 16 razas criollas de diferentes
paises de Latinoamérica fueron caracterizadas
mediante esta metodologia (Cuadro 1). Entre las razas
estudiadas se encuentran los criollos de Argentina
(Giovambattista et al., 1996; Martinez et al., 2003),
Bolivia (Ripoli et al., 2004), Brasil (Miretti et al.,
2001), Colombia (Martinez et al., 2005; Hernandez
Herrera et al., 2013), México (Fernandez et al., 2008),
Panama (Villalobos-Cortés y Gonzélez, 2018) vy
Uruguay (Kelly et al., 2003). Estos trabajos mostraron
que a pesar de la drastica reduccién poblacional que
han sufrido las poblaciones de bovinos criollos en
muchos paises de la region durante los dltimos 100
afios, debido a la competencia con razas introducidas
altamente seleccionadas, atin conservan un alto nivel
de diversidad en este importante gen involucrado en la
respuesta inmune. En las razas estudiadas se
detectaron 10 o mas alelos definidos por PCR-RFLP,
resultando en una heterocigosidad esperada de al
menos 0.6 (Cuadro 1). Estos valores podrian ser ain

mas altos ya que un alelo definido por PCR-RFLP
involucra méas de una variante definida por
secuenciacion del ADN. Por otra parte, algunos
trabajos han reportado la posible presencia de nuevas
combinaciones de los patrones de restriccion de las
tres enzimas empleadas por el método de PCR-RFLP
(Fernandez et al., 2008), algunos de los cuales habian
sido reportados por Gilliespie et al. (1999) y Behl et al.
(2007). Sin embargo, como se mencioné en la seccién
anterior, las limitaciones de este método no permiten
confirmar estos resultados, siendo necesario su
clonado y secuenciacion para determinar si
corresponden o no a nuevos alelos, y de esta forma
ajustarse a las recomendaciones de la IPD-MHC
Database para el reporte de nuevas variantes de genes
del MHC (Maccari et al.,, 2017). Inicialmente, la
estrategia para dar respuesta a esta problemaética fue el
clonado y secuenciaciéon de los nuevos patrones de
restriccion identificados. En 2006, Félix Portillo y
colaboradores reportaron ocho nuevos alelos mediante
la técnica de clonado y secuenciacion de 10 variantes
identificadas por PCR-RFLP (secuencias ndmero
DQ174310-DQ174317), sin embargo, estas secuencias
no fueron enviadas a la base de datos IPD-MHC
Database.
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Cuadro 1. Resumen de trabajos de caracterizaciéon del gen BoLA-DRB3 en razas criollas americanas mediante la técnica de PCR-RFLP. N =
nimero de muestras analizadas, na = nimero de alelos detectados, he = heterocigosidad esperada.

Raza Pais N na he Referencia
Criollo Argentino Argentina 194 22 0.919 Giovambattista et al., 1996
Criollo Argentino Argentina 33 10 0.960 Miretti et al., 2001
Caracu Brasil 44 12 0.910 Miretti et al., 2001
Pantaneiro Brasil 30 13 0.630 Miretti et al., 2001
Criollo Patagbnico Argentina 30 10 0.753 Martinez et al., 2003
Criollo Uruguayo Uruguay 51 23 0.916 Kelly et al., 2003
Criollo Saavedrefio Bolivia 125 21 0.870 Ripoli et al., 2004
Chihuahua México 47 18 0.827 Fernandez et al., 2008
Tamaulipas México 51 34 0.916 Fernandez et al., 2008
Blanco Orejinegro Colombia 162 31 0.939 Martinez et al., 2005

La mayor parte de las razas bovinas criollas han sido
caracterizadas mediante marcadores  genéticos
autosdmicos de tipo microsatélites y uniparentales del
cromosoma Y y del ADN mitocondrial (Ginja et al.,
2019). Sin embargo, ain son escasos los estudios de
caracterizacion de la diversidad genética del gen BoLA-
DRB3 mediante la técnica de PCR-SBT en estas razas
(Giovambattista et al., 2013, en evaluacidon; Hernandez
Herrera et al., 2011, 2015). Entre las razas bovinas
criollas estudiadas hasta el momento se encuentran
s6lo dos razas criollas bolivianas (Criollo Yacumefio y
Criollo del Altiplano) y una colombiana (Harton del
Valle). Estos trabajos mostraron que en las tres razas
estudiadas se detectaron entre 23 y 37 alelos definidos
por PCR-SBT y una heterocigosidad esperada superior
al 0.90 (Cuadros 2 y 3), evidenciando por un lado el
mayor poder de discriminacién de esta técnica con
respecto a la de PCR-RFLP y por otro la necesidad de
caracterizar las poblaciones de bovinos criollos por
secuenciacién directa. Esto dltimo permitird poner de
manifiesto el real nivel de diversidad genética del gen
BoLA-DRB3. Por otra parte, estos analisis permitieron
detectar dos nuevos alelos para este gen (BoLA-
DRB3*011:02 y BoLA-DRB3*029:02) en las razas

analizadas (Giovambattista et al., 2013, 2020),
confirmando lo que se habia sugerido en estudios
previos  utilizando @ PCR-RFLP y  clonado-
secuenciacion. La presencia de alelos privativos
refuerza las propuestas sobre la importancia de
conservar estos importantes recursos zoogenéticos, y
seguramente, la secuenciacion de otras poblaciones de
bovinos criollos pondra en evidencia otras variantes
inéditas. Otra caracteristica que surge de los
resultados obtenidos en las diferentes razas, ya sea por
PCR-RFLP o por PCR-SBT, es que cada una de ellas
tiene un perfil genético particular (combinacién de
alelos y frecuencias génicas), que podria ser
consecuencia de procesos de estructuracion
poblacional y adaptacion a diferentes ambientes
(Giovambattista et al., 2001), y aportando informacion
de utilidad para el disefio de programas de
conservacion.

Finalmente, cabe mencionar que ain no se han
llevado a cabo estudios de caracterizacion genética en
otros genes del BoLA en razas criollas, ya sea de clase
II (ej., BOLA-DQB) o de clase I.

Cuadro 3. Resumen de trabajos de caracterizacion del gen BoLA-DRB3 en razas criollas americanas mediante la técnica PCR-SBT. N = niimero de

muestras analizadas, na = nimero de alelos detectados, he = heterocigosidad esperada.

Raza Pais N na he Referencia

Criollo Yacumeno Bolivia 112 35 0.950 Giovambattista et al., 2013
Hart6én del Valle Colombia 66 24 0.94 Giovambattista et al., 2013
Hart6n del Valle Colombia 66 37 0.73 Hernandez Herrera et al., 2011
Hart6n del Valle Colombia 93 27 0.941 Hernandez Herrera et al., 2015
Criollo del Altiplano Bolivia 48 23 0.93 Giovambattista et al., 2020
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Cuadro 2. Frecuencias génicas de los alelos del gen BoLA-DRB3 definidos por PCR-RFLP reportadas en razas bovinas criollas. a: Giovambattista
et al. (1996); b: Ripoli et al. (2004); c: Martinez et al. (2003); d: Kelly et al. (2003); e: Fernandez et al. (2008); f, g: Martinez et al. (2005); h, i, j,

k,],m,n,i: Hernandez Herrera et al. (2013).

Alelo BoLA Argentino Saavedreno Patagonico Uruguayo Chihuahua Tamaulipas Blanco Blanco Casanarefio Costeno Chino Caquetefio ~ Harton Romosinuano  Sanmartinero

(a) (b) Argentino (d) (e) (6] Orejinegro Orejinegro @) con Santan- [0)] del Valle (m) (n) (i)
(c) () (h) cuernos(j) dereano (k)

DRB3.2*01 0.011 0.0112 0.458 0.010 0.015

DRB3.2*02 0.029 0.051 0.020

RB3.2*03  0.003 0.118 0.039 0.033 0.033

DRB3.2*04 0.023

DRB3.2*05 0.053 0.028 0.101

DRB3.2*06 0.004 0.010 0.015 0.034 0.083

DRB3.2*07 0.076 0.017 0.010 0.020

DRB3.2*08 0.092 0.017 0.039 0.023 0.051 0.083

DRB3.2*09 0.039 0.146 0.020

DRB3.2*10 0.016 0.059 0.032 0.060 0.020 0.100 0.033

DRB3.2*11  0.020 0.084 0.017 0.019 0.015 0.051

DRB3.2*12  0.008 0.023 0.020 0.051

DRB3.2*13 0.010 0.010 0.020 0.020 0.050

DRB3.2*14 0.019 0.007 0.020 0.050

DRB3.2*15 0.226 0.024 0.105 0.108 0.074 0.049 0.031 0.034 0.020 0.125 0.090 0.020 0.020

DRB3.2*16  0.045 0.168 0.167 0.011 0.023 0.051 0.040 0.071 0.070 0.133

DRB3.2*17 0.049 0.078 0.020 0.020 0.051 0.050 0.083 0.020

DRB3.2*18  0.146 0.040 0.017 0.147 0.049 0.039 0.020 0.020

DRB3.2*19 0.035 0.096 0.020 0.031 0.020

DRB3.2*20 0.020 0.193 0.019 0.020 0.031 0.103 0.020 0.125 0.034 0.050 0.033 0.083

DRB3.2*21  0-013 0.048 0.071 0.020 0.100

DRB3.2*22  0.037 0.024 0.029 0.039 0.020 0.035

DRB3.2*23 0.031 0.024 0.053 0.206 0.031 0.071 0.137 0.040 0.142 0.070 0.020 0.067 0.033

DRB3.2%24 0.120 0.024 0.069 0.383 0.176 0.053 0.070 0.153 0.071 0.050 0.350

DRB3.2*25 0.008 0.008 0.023 0.020 0.070 0.020

DRB3.2*26 0.003 0.036 0.060 0.034 0.050

DRB3.2*27 0.081 0.084 0.019 0.007 0.090 0.080

DRB3.2*28 0.035 0.010 0.007 0.250 0.020 0.403 0.053 0.070 0.033 0.050 0.216

DRB3.2%29 0.008

DRB3.2*30 0.010 0.109

DRB3.2%31 0.035 0.029

DRB3.2*32 0.010 0.020

DRB3.2*33 0.020

DRB3.2%*34 0.012 0.034 0.036 0.020

DRB3.2%35 0.008 0.010 0.020

DRB3.2%*36 0.116 0.116 0.035 0.051 0.100 0.178 0.051 0.050 0.020 0.033

DRB3.2%*37 0.080 0.080 0.250 0.103 0.020 0.160 0.103 0.067 0.050 0.067

DRB3.2*39 0.017 0.069 0.015 0.066

DRB3.2*40 0.020

DRB3.2%*42 0.034 0.100 0.020

DRB3.2%43 0.020 0.120 0.033

DRB3.2%44 0.010
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Cuadro 2. Frecuencias génicas de los alelos del gen BoLA-DRB3 definidos por PCR-RFLP reportadas en razas bovinas criollas. a: Giovambattista
et al. (1996); b: Ripoli et al. (2004); c: Martinez et al. (2003); d: Kelly et al. (2003); e: Fernandez et al. (2008); f, g: Martinez et al. (2005); h, i, j,
k,],m,n,i: Hernandez Herrera et al. (2013). (Continuacion)

Alelo BoLA Argentino Saavedreno Patagonico Uruguayo Chihuahua Tamaulipas Blanco Blanco Casanarefio Costefio  Chino Caquetefio  Harton Romosinuano  Sanmartinero

(a) (b) Argentino ()] (e) ® Orejinegro  Orejinegro 1) con Santan- (1)) del Valle (m) (n) (i)
(©) () (h) cuernos(j) dereano (k)

DRB3.2%45 0.021 0.010

DRB3.2*50 0.011 0.010

DRB3.2%53 0.010

ibd 0.032

jbb 0.021

nbd 0.021 0.010

seb 0.011

taa 0.010

tbb 0.039

thd 0.010

ubb 0.010

ubd 0.010

vbd 0.020

xbb** 0.053

dba 0.020

dbb 0.010

fbb* 0.032

gbb 0.021

ibb* 0.096 0.020

ibe 0.011

kbd 0.010

mab 0.010

mbb 0.010

naa 0.020

gha 0.010

nbe 0.020

obd 0.010

sba 0.021 0.010
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Estudios de asociacion en bovinos criollos

Como se menciond anteriormente los genes de Clase
IT del BoLA, y especialmente el gen BoLA-DRB3, han
sido asociados a resistencia/susceptibilidad a
diferentes enfermedades infecciosas, a variacion en la
respuesta inmune y a la respuesta a la vacunacion
(Takeshima y Aida, 2006). Ademas, este gen ha sido
asociado a caracteres de produccién. Por otra parte, las
razas criollas presentan un alto nivel de adaptacién a
un amplio rango de condiciones ambientales,
destacandose en regiones marginales donde las razas
comerciales altamente seleccionadas evidencian una
menor eficiencia productiva. Entre los factores de
adaptacion que presentan estas razas nativas (Bos
taurus) podemos mencionar la resistencia a
enfermedades infecciosas, lograda, por ejemplo, por
un menor nivel de infestaciébn con garrapatas
(Guglielmone et al., 1986). Conjuntamente, la funcién
del gen BoLA-DRB3 y las caracteristicas de las razas
bovinas criollas, determinan la importancia de
considerar estas poblaciones para estudiar genes
relacionados a la respuesta inmune y a la resistencia a
enfermedades infecciosas. A pesar de esto, son
limitados los estudios entre los polimorfismos del gen
BoLA-DRB3 y enfermedades infecciosas (Cuadro 4).
Estos trabajos han sido realizados en razas
colombianas (Blanco Orejinegro y Hart6n del Valle) y
han sido enfocados al estudio de asociacién entre los
alelos del gen BoLA-DRB3, genotipados por PCR-
RFLP y/o PCR-SBT, y susceptibilidad/resistencia a

garrapatas, Babesia spp, Brucella abortus y leucosis.
Estos estudios permitieron detectar variantes de
susceptibilidad y resistencia a estos patégenos, como
por ejemplo, Hernandez et al. (2011) reportaron tres
alelos (BoLA-DRB3*1101, *2709 y *20012) asociados a
resistencia a leucosis en la raza criolla colombiana
Harton del Valle; Martinez et al. (2005) detectaron
asociaciones significativas entre bajos niveles de
infestacion por Dermatobia hominis y los alelos
DRB3*2701 y DRB3*2801; y Bolafos et al. (2017)
encontraron asociacion del gen BoLA DRB3
(DRB3*1101, *20012, *2006 y *2703) con la infeccién
natural de Babesia spp en el ganado criollo Hartén del
Valle.

El elevado ntimero de alelos presentes y el limitado
namero de individuos genotipados (entre 100 y 200
individuos) restringen los anélisis estadisticos,
basandose la mayoria de estos estudios en modelos de
caso/control y céalculo de OR (Odd ratios). La
validacion de estos resultados, asi como el estudio de
asociacion con otras enfermedades infecciosas,
permitiran utilizar esta informacién en programas de
conservacion y mejoramiento de los bovinos criollos.
Ademas, estos estudios basados en genes candidatos
deberian ser complementados con estudios a nivel
gendémico utilizando tecnologias de genotipado masivo
como, por ejemplo, microarrays de SNPs
(polimorfismos de nucle6tidos simples) o NGS.

Cuadro 4. Resumen de estudios de asociacién realizados entre los polimorfismos del gen BoLA-DRB3 y enfermedades infecciosas en razas

criollas americanas. N = niumero de animales analizados.

Raza Pais N  Metodologia Diseno Enfermedad Referencia

Blanco Colombia 140 PCR-RFLP  modelo mixtos Ectoparasitos y Martinez et al., 2005

Orejinegro Brucella abortus

Hart6on del  Colombia 100 PCR-RFLP caso / control Leucosis Hernandez Herrera et al.,

Valle y PCR-SBT 2011

Harton del

Valle Colombia 93 PCR-SBT caso / control Leucosis Hernandez Herrera et al.,
2014

Hartéon del  Colombia 191  PCR-RFLP  caso / control Babesia spp Bolanos et al., 2017

Valle

Conclusiones y perspectivas futuras

Los estudios de caracterizacién genética de las razas
bovinas criollas americanas comenzaron en la década
del ochenta con el estudio de los grupos sanguineos.
Durante las décadas pasadas la mayoria de las razas
han sido caracterizadas mediante marcadores de tipo
microsatélites, mitocondriales y del cromosoma Y, asi
como para algunos loci asociados a caracteres
productivos (por ejemplo, terneza y produccion
lechera). Sin embargo, como se ha mencionado en la

presente revisiéon el estudio de genes involucrados en
la respuesta inmune han sido limitados, a pesar que
una de las principales caracteristicas de las razas
criollas es la resistencia a enfermedades. Solo unos
pocos de estos trabajos han utilizado métodos directos
de genotipado, como es la secuenciacion directa, y por
otra parte, los estudios de asociacién se han basado en
tamafo de muestras reducidas. Aunque mucho se ha
avanzado en el conocimiento de la diversidad genética
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del gen BoLA-DRB3 atn hay un largo camino por
recorrer. La implementacion de consorcios de
investigacion entre investigadores de diferentes
caminos permitiria aumentar nuestro conocimiento

sobre los genes del sistema inmune en las razas
bovinas criollos, y aportarian una valiosa informacion
para apoyar su conservacion y su valor como recurso
zoogenético.
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