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Abstract

The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of ball-DRB3 gene in the Colombian creole Harton
del Valle cattle. A total of 93 Harton del Valle (HV), 30 Lucerne (LUC), and 30 Holstein (HOL) animals were
evaluated for DRB3 gene polymorphism using the PCR-SBT method. The number of alleles found were 27, 17 and
14 for HV, LUC, HOL, respectively. The most frequent alleles were DRB3*1101 (14.5%) in HV; LUC DRB3 * 0701
in LUC; and *1107, *1501 and *2301 in HOL (11.7%). Expected heterozygosity values were higher than observed,
which resulted in a low fixing index, positive ' (significant only for HV), and no significant deviations from Hardy-
Weinberg equilibrium for LUC. The molecular analysis of variance reflected little variation between breeds (3%)
and a moderate genetic differentiation (£, = 0.056 p<0.01). Regarding sequence, LUC was the most diverse breed,
no neutral selection is occurring, and none of the breeds is in selection equilibrium. Comparison with reports on
other breeds showed high genetic diversity in Colombian breeds. We conclude that HV has high genetic diversity in
BoLA-DRB3 locus. The cause of this polymorphism may be due in part to the origin of HV. This high variation can
be maintained by selection equilibrium.
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la diversidad genética del gen BoLA-DRB3 en el ganado criollo
Colombiano Harton del Valle. En 93 animales Harton del Valle (HV), 30 Lucerna (LUC) y 30 Holstein (HOL) se
evalu6 el polimorfismo del gen DRB3 usando la metodologia PCR-SBT. Se encontraron 27 alelos en la raza HV,
17 en LUC y 14 en HOL. El alelo mas frecuente en HV fue el DRB3*1101 (14,5%), en la raza LUC los alelos
DRB3*0701, *1107, *1501 y *2301 al igual que el alelo DRB3*0701 en la raza HOL tuvieron la frecuencia mas
alta (11,7%). Los valores de heterocigocidad esperada fueron mas altos que la observada, lo que se tradujo en un
valor bajo del indice de fijacion, valores de F ¢ positivos solo significativo en el HV y desviaciones del equilibrio
de Hardy-Weinberg no significativos en LUC. El analisis de varianza molecular reflejo poca variacion entre razas
(3%) y una diferenciacion genética moderada (¥, = 0,056 p<0,01). A nivel de secuencia se resalta que, la raza mas
diversa es LUC, que no se esta presentando seleccion neutral y que ninguna de las razas se encuentra en equilibrio
de seleccion balanceadora. La comparacion con otras razas reportadas, mostré alta diversidad genética en las razas
colombianas. Se concluye que la raza HV tiene alta diversidad genética en el locus BoLA-DRB3, que el origen del
polimorfismo puede deberse en parte al origen de la raza y que esta alta variacién puede ser mantenida mediante
equilibrio de seleccion.

Palabras clave

Complejo mayor de histocompatibilidad, marcador genético, PCR-SBT.

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a diversidade genética do gene BoLA-DRB3 no gado crioulo colombiano
Harton del Valle. O estudo se fez com 93 animais Harton del Valle (HV), 30 Lucerna (LUC) e 30 Holandés (HOL).
Avaliou-se o polimorfismo do gene DRB3 utilizando a metodologia PCR-SBT. Encontraram-se 27 alelos na raga
HV, 17 em LUC e 14 em HOL. O alelo com maior frequéncia em HV foi o DRB3*1101 (14,5%), na ragca LUC os
alelos DRB3*0701, *1107, *1501 e *2301 ao igual que o alelo DRB3*0701 na raca HOL tiveram a maior frequéncia
(11,7%). Os valores de heterocigocidade esperada foram maiores que a observada, o que se traduz em um valor
baixo do indice de fixagdo, valores de F  positivos so foram significativos no HV e desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg foram ndo significativos em LUC. O Analice de variancia molecular reflexou pouca variagdo entre racas
(3%) e uma diferenciagdo genética moderada (£, = 0,056 p<0,01). No nivel de sequéncia destacasse que, a raga mais
diversa ¢ LUC, que ndo esta apresentando sele¢do neutral e que nenhuma das ragas encontra-se em equilibrio de
selecao balanceadora. Se comparar com outras ragas reportadas, as racas colombianas exibiram uma alta diversidade
genética. Conclui-se que araga HV tem alta diversidade genética no locus BoLA DRB3, que a origem do polimorfismo
pode se dever em parte a origem da raca e que essa alta variacao pode ser mantida mediante o equilibrio de selegdo.

Palavras chave

Complexo maior de histocompatibilidade, marcador genético, PCR-SBT.

producto de los genes clase I son dos cadenas polipeptidicas,
una de ellas atraviesa la membrana celular y tiene un peso
molecular aproximado de 45.000 daltons; la cadena mas

Introduccion

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de los

bovinos es conocido como Antigenos de los Leucocitos
Bovinos (BoLA) y se localiza en el cromosoma 23. El
sistema BoLa es un conjunto de glicoproteinas que se
ubican en la superficie celular y su funcion principal es la
presentacion de péptidos “°.

En general la estructura del BoL A esta conservada en los
mamiferos y se divide en tres regiones, llamadas clase I,
clase Il y clase III, cada una con funcion diferente . El

corta llamada microglobulina 32 tiene un peso aproximado
de 12.000 daltons. Estas proteinas estan implicadas en el
reconocimiento de las células hospederas que han sido
infectadas, mediante la presentacion de péptidos a las
células citotoxicas T CD8" *. Los genes clase II estan
localizados en dos sitios diferentes del cromosoma 23,
poseen dos regiones llamadas clase lla 'y clase IIb separadas
por una distancia de 15 ¢cM. Estos genes producen proteinas
implicadas en la comunicacion intercelular entre las células
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B y T, presentacion de antigenos extracelulares con células
T CD4"y otras funciones inmunes. Los genes clase III
codifican proteinas de complemento, implicadas en la
destruccion de células extrafias *.

Los genes y productos de la clase Il han sido mas
estudiados, entre ellos, la clase Ila contiene los genes DR
y DQ vy la clase IIb los genes DYA, DYB, DMA, DMB,
DOB, DOA, TAPI1, TAP2, LAPM?2 y LMP7. La clase Ila
es la mas polimorfica y contiene los genes: DRA, DRB
(DRBI, DRB2, DRB3), DQA (DQAI, DQA2, DQA3,
DQA4, DQAS) y DOB (DQBI1, DQB2, DQB3, DQOB4,
DQBS5) 2, mientras que, la clase IIb solo se encuentra en
rumiantes “,

El gen BoLA-DRB3 tiene una longitud de 11,4 Kbp desde
el codon de inicio hasta la sefial de poliadenilacion, con
cinco intrones y seis exones *° y codifica elementos
funcionales de restriccion, proceso mediante el cual
un linfocito puede reconocer un antigeno como propio
o extrafio ®. De estos exones el mas polimorfico es el 2
(BoLA-DRB3.2) que tiene un tamafo aproximado de 270
bp; este codifica justo para el sitio de unidn al peptido
que se quiere presentar, y conociendo que la union entre
antigeno-anticuerpo es especifica se requiere una alta
diversidad en este gen. Al momento se han reportado 137
alelos BoLA-DRB3.2, que estan enlistados en la base de
datos del EMBL-EBI IPD-MHC®.

El método de genotipacion més utilizado para el estudio
de este gen es la PCR-RFLP, con ella se han estudiado
diferentes razas autOctonas, criollas y fordneas, en los
cuales el nimero de alelos vari6 entre 11 y 37 alelos y
la heterocigocidad esperada entre 0,88 y 0,91 10-11.38.40.53,
Esta técnica es un método simple que permite un analisis
rapido del polimorfismo de este gen, sin embargo, su
utilidad es limitada en el caso de los alelos (tipos) que
tienen alelos adicionales (subtipos), por lo que un mismo
patron de corte, codifica para varios alelos determinados
por la secuencia del ADN. Por tanto, métodos de
genotipaje basado en secuenciamiento del ADN
como la PCR-SBT (sequence based typing) han sido
desarrollados, pero menos utiizados, por la complejidad
en la interpretacion de las secuencias. Con PCR-SBT el
niamero de alelos determinados es ligeramente mayor
(11 a 39) asi como el valor de heterocigocidad esperada
(0,89 a 0,95) 3444,

Losgenesdel BoLAsonmuy interesantesparaloscriadores
de animales y genetistas. Algunos alelos del gen DRB3
han sido asociados con resistencia y/o susceptibilidad a
una gran variedad de enfermedades como la mastitis y la
leucosis viral bovina, a enfermedades transmitidas por

garrapatas y con otras caracteristicas como produccion
de leche, crecimiento y respuesta inmune '3 32333437,

El ganado criollo Colombiano Harton del Valle ha sido
caracterizado usando marcadores moleculares tipo STRs,
cromosoma Y, D-Loop mitocondrial y para el gen DRB3
en menor medida por PCR-RFLPy PCR-SBT. Por tanto el
objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad genética
del gen DRB3 en el ganado criollo Colombiano Harton
del Valle mediante la técnica PCR-SBT y compararlo
con otras razas previamente reportadas.

Materiales y métodos
Poblacion y muestras

Se tomaron 93 muestras de animales puros Harton del
Valle (HV) de cuatro fincas localizadas en el departamento
del Valle del Cauca, 30 muestras de animales de la raza
Lucerna (LUC) y 30 animales de la raza Holstein (HOL);
el menor grado de parentesco posible fue el criterio para
la eleccion de los animales. Se recolectaron muestras de
sangre en tubos de 5 ml, mediante puncion de la vena
coccigea con el sistema Vacutainer® con anticoagulante
(K,EDTA 7,2 mg) y refrigerados hasta su transporte al
laboratorio.

Extraccion de ADN

E1ADN se extrajo mediante el método de microextraccion
de Salting-Out *'. Rapidamente, 500 pl de sangre se
mezclaron con 1 ml de solucion de lisis 1 (0,32 M de
Sacarosa, 10 mM de Tris HCI pH 7,5, 5 mM de MgCl,
y 1% de Triton X100) y se mezclaron por inversion a
temperatura ambiente durante 1 minuto. Se centrifugod
a 14000 rpm durante un 1 minuto y se descartd el
sobrenadante, se realizaron sucesivos lavados con la
solucion de lisis I hasta obtener una pastilla de globulos
blancos bien limpia. Se agregaron 400 ul de solucion de
lisis IT (10 mM de Tris HC1 pH 7,5, 10 mM de EDTA pH
8,0, 50 mM de NacCl, 0,2% de SDS) y 20 ul de proteinasa
K (10 mg/ul) se incub6 a 56 °C durante 1 hora. Se anadio6
400 ul de NaCl 5 M, se hizo vortex durante 1 minuto, y
se centrifugd a 14000 rpm durante 14 minutos. 350 ul del
sobrenadante fueron pasados a un tubo nuevo con 900
ul de etanol absoluto frio y se mezcld suavemente por
inversion, se centrifugd a 14000 rpm durante 12 minutos
y se descarto el sobrenadante. Se agregd 1 ml de etanol
al 70%, se mezcl6 por inversion durante 2 minutos, y se
centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos. Se dejo secar
el pellet de ADN durante 20 minutos a 37 °C y luego se
resuspendié en TE 1X (1 mM de Tris HCI pH 7,5, 0,1
mM de EDTA pH 8§,0).
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La calidad y concentracion del ADN se evalu6 usando
geles de agarosa al 0,8% en una camara SUB-CELL®
GT, (BIO-RAD, USA) tefiidos con bromuro de etidio
y visualizados con luz ultravioleta, la concentracion se
determind mediante la comparacion de las muestras con
concentraciones conocidas del bacteriéfago lambda.

Amplificacion y secuenciacion (PCR-SBT) del gen DRB3

La genotipificacion de los alelos BoLA-DRB3.2 se
realiz6 utilizando la metodologia PCR-SBT, en un
protocolo de un paso con los cebadores:

DRB3FEW(5’-CGCTCCTGTGACCAGATC-
TATCC-3’) y DRB3REV (5’-GGTGAGCGCGGGGG-
TG-3’) > “* en una concentracion de 10 mM, 25 ng de
ADN, 0,2 mM de cada ANTP, 1X de tampon de PCR, 2,5
mM de MgCl, y 1U de Taq DNA Polymerase.

Elperfiltérmicodelareaccionincluydunadesnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
95 °C por 30 segundos 62 °C por 30 segundos y 72 °C
por 1 minuto, para terminar con una extension final
de 72 °C durante 5 minutos. Las amplificaciones fueron
llevadas a cabo en un termociclador PTC-100® Teltier
Thermal Cycler (BIO-RAD, USA).

Los amplificados se observaron en geles de agarosa al
1,2% tenidos con bromuro de etidio en una camara SUB-
CELL® GT, (BIO-RAD, USA) y visualizados con luz
ultravioleta. El producto de la PCR fue un fragmento de
aproximadamente 281 pb, y la concentraciéon minima de
los amplificados fue 20 ng/ul. El secuenciamiento de las
muestras se realizo en la empresa MACROGEN, USA.

Analisis estadistico

Las secuencias y sus electroferogramas fueron editados
usando el programa GENEIOUS 6.1 (Biomatters
development team, USA) y alineadas usando el programa
MEGA 6 #. Los genotipos fueron determinados usando
el programa ASSIGN 400ATF ver. 1.0.2.41 (Conexio
Genomics, Fremantle, Australia).

El numero de Alelos (Na), sus frecuencias, los alelos
unicos, la heterocigocidad observada (Ho) y esperada
(He), el indice de fijacion (F) y las desviacidones del
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) fueron estimadas
con el programa ARLEQUIN version 3.5 °. Se realizo
un andlisis de varianza molecular (AMOVA) con el fin
de estimar la estructura y la diferenciacion genética
entre las poblaciones ademas de los estadisticos F de
Wright’s usando los programas ARLEQUIN version 3.5
y GENALEX version 6.5 .

La distancia genética estdndar de Nei entre las razas
(HV, LUC y HOL y reportadas) fueron estimadas usando
el programa GENALEX version 6.5 a partir de las
frecuencias alélicas e interpretadas mediante un analisis
de cluster usando el algoritmo UPGMA (unweighted
pair-group method with arithmetic mean) mediante el
programa MEGA 6 #. La significancia de las ramas se
determind con un bootstrap de 1000 réplicas.

La diversidad genética a nivel de secuencia se estimé a
partir de la diversidad nucleotidica (), se realiz6 el test
de neutralidad de Tajima (D-Tajima) y el test exacto de
Ewens-Watterson-Slatkin (EWS) mediante el programa
ARLEQUIN version 3.5. La distancia genética entre
pares de secuencias fue estimada con el modelo de
Kimura 2-parametros y el arbol construido usando el
algoritmo neighbor-joining (NJ) con el programa MEGA
6 *. La significancia de las ramas se determind con un
bootstrap de 1000 réplicas, y se compararon con los 137
alelos del gen DRB3 reportados en la base de datos del
EMBL-EBI IPD-MHC?®.

Resultados

El ntimero de alelos y sus frecuencias para cada raza
se pueden apreciar en la tabla 1. Los alelos con las
frecuencias mas altas estan resaltados en negrilla.
Se encontraron 27 alelos en la raza HV, 17 en LUC y
14 en HOL. En el HV la mayoria de los alelos (74%)
presentaron frecuencias menores del 5% y solo un
alelo (DRB3*1101) tuvo frecuencia mayor al 10%, los
dos alelos que le siguen en frecuencia fueron el BoLA-
DRB3*0902 y *2703. El 23,5% de los alelos en la raza
LUC mostraron frecuencias mayores al 10% entre ellos
el DRB3*0701, *1107, *1501 y *2301, de otro lado, el
41% de los alelos presentaron frecuencias menores al 5%.
En la raza HOL no se encontraron alelos con frecuencias
menores al 5%, mientras que, el 85,8% de los mismos
presentaron frecuencias entre el 5 y el 10%, los alelos
mas frecuentes fueron DRB3*0701 y *2701.

De los 39 alelos totales, 4 solo estuvieron en HOL
todos con frecuencias entre el 5 y el 10%. La raza LUC
presento 6 alelos tnicos dos de los cuales mostraron
altas frecuencias alélicas (DRB3*2301 y *2901). En la
raza HV se encontraron 16 alelos tnicos, 14 de ellos con
frecuencias bajas y solo los alelos DRB3*0902 y *2703
con frecuencias mayores al 5% (Tabla 1).

La Ho en la raza HV fue ligeramente menor que en las
demas razas (Tabla 2). Sin embargo, se observd que en
todos los grupos genéticos la He fue mayor que la Ho, es
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Tabla 1. Numero de alelos y frecuencias halladas en las razas HV, LUC y HOL.

Alelo DRB3 HV LUC HOL
DRB3*0101 0,032
DRB3*0201 0,050
DRB3*0501 0,043
DRB3*0601 0,083
DRB3*0701 0,011 0,117 0,117
DRB3*0902 0,070
DRB3*1001 0,027 0,067
DRB3*1002 0,043 0,067 0,050
DRB3*1101 0,145 0,117 0,083
DRB3*1104 0,048
DRB3*1201 0,083
DRB3*1301 0,050 0,050
DRB3*14011 0,016
DRB3*1501 0,059 0,117 0,083
DRB3*1601 0,022 0,050 0,050
DRB3*1701 0,059
DRB3*20011 0,017
DRB3*20012 0,065 0,050
DRB3*2006 0,038
DRB3*2201 0,016 0,017
DRB3#2202 0,033
DRB3*2301 0,100
DRB3*25011 0,032 0,067 0,050
DRB3*25012 0,011 0,067
DRB3#2701 0,033 0,100
DRB3*2702 0,033
DRB3*2703 0,070
DRB3*2704 0,067
DRB3#2801 0,011
DRB3*2802 0,027 0,017
DRB3#2901 0,083
DRB3*2902 0,022
DRB3#3001 0,032
DRB3*3501 0,005
DRB3*3601 0,048
DRB3*3801 0,033
DRB3#3901 0,022
DRB3*4401 0,011
DRB3*4802 0,016

N* 93 30 30
Na** 27 17 14
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esta diferencia se vio reflejada en los valores de positivos
de F ¢ indicando un déficit de heterocigotos que solo fue
significativo en el HV.

La diversidad genética (He) fue alta en todas las razas,
mayor en HV'y con valor similar en LUC y HOL, de aqui
que el indice de fijacion fue igualmente bajo en todas
las razas. Solo en las razas HV y HOL se observaron
desviaciones significativas de las proporciones tedricas
del equilibrio de Hardy-Weinberg, mientras que, la raza
LUC si se encontro en EHW (Tabla 2).

El AMOVA indic6 que del total de la variacion solo el
3% es debido a diferencias entre las razas y el 5% a las

diferencias de los individuos dentro de las razas, como

es comun la mayor variacion se presentd dentro de los
individuos (Tabla 3). La diferencia genética (F,) entre las
razas fue moderada y altamente significativa, en general
se observo un déficit significativo de heterocigotos en
cada raza (F ) y toda la poblacion de bovinos estudiada

(F,)-

El analisis a nivel de secuencia de ADN mostr6 que la
diversidad nucleotidica fue mas alta en la raza LUC
seguido por HV y HOL (Tabla 4). El test de neutralidad
de Tajima indic6 que no se estd presentando seleccion
neutral en las razas estudiadas. El test EWS mostré
que ninguna de las razas se encuentra en equilibrio de
seleccion balanceadora.

Tabla 2. Numero de alelos (Na), heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), indice de fijacion (F), déficit y/o
exceso de heterocigotos (FIS) y equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en cada raza.

Raza N Na Ho He F F HWE
HV 93 27 0,892 0,941 0,052 0,056* 0,026*
LUC 30 17 0,900 0,921 0,022 0,039 0,399
HOL 30 14 0,900 0,923 0,025 0,041 0,045%*
Promedio 51 19,33 0,897 0,928 0,033 - -

ns: no significativo, *p<0,05

Tabla 3. Analisis de varianza molecular y estadisticos de Wrigth entre las razas.

Fuente de variacion Grados de libertad Var ;‘%c)von F’s de Wrigth
Entre razas 2 3 F,=0,056%**
Entre individuos dentro de razas 150 5 F~=0,051*
Dentro de individuos 153 92 F,=0,076**
Total 305 100%

#p<0,05 **p<0,01

Tabla 4. Anélisis a nivel de secuencia en cada raza. Diversidad nucleotidica (), test de Neutralidad de Tajima (D)
y test de seleccion neutral de Ewens-Watterson-Slatkin (EWS).

Raza T D EWS
HV 0,0794 2,5188™ 0**

LUC 0,0825 2,1999¢s 0,008**

HOL 0,0725 1,8291ns 0**

ns: no significativo, **p<0,01
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Con el fin de ver la asociacion entre todos los alelos
BoLA-DRB3, se gener6 un arbol usando la distancia
genética del modelo de Kimura 2-parametros y el
método de reconstrucciéon de Neighbor-Joining con
137 secuencias de una longitud de 235 pares de bases
(ver figura 1), se adjuntaron a este arbol los alelos
reportados en las razas Yacumefo (Y), Hartén del
Valle (HTV) '217; Holstein (H), Shorthorn Japonés (S),
Negro Japonés (W), Jersey (J) % y Hanwoo (K) %.

De forma general los tipos y subtipos de alelos se agruparon
con valores medios y altos de bootstrap. De los 27 alelos
encontrados en el HV siete estuvieron también presentes
en otros ganados criollos, 19 alelos fueron compartidos
con razas foraneas de América Latina y solo un alelo fue
unico para el HV (DRB3*2006). Por su parte la raza LUC

mostré 6 alelos unicos (DRB3*20011, *2202, *2301,
*2702, *2901 y *3801), los restantes 11 alelos del LUC se
compartieron con otras razas. La raza HOL solo presentd
un alelo tnico (DRB3*2704) (Figura 1).

En la figura 2 se muestra un arbol de distancias genéticas
estandar de Nei, agrupadas por el método UPGMA entre
las razas estudiadas y otras reportadas en la literatura.
La menor distancia genética se encontrd entre el Harton
del Valle (HV) y un reporte anterior de esta misma
raza (HTV) '? (0,00546), la raza mas divergente fue la
Jersey (J) (0,10135) que se agrupo con la raza Shorthorn
Japonés (S). En un tercer cluster, la raza Lucerna (LUC)
mostr6é una distancia intermedia entre el criollo Hartén
de Valle y el Holstein. La raza Yacumefio estuvo cercana
al Holstein, mientras que, las razas Negro Japonés (W)
y Hanwoo (K) se agruparon a una distancia de 0,03205.
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Figura 1. Arbol reconstruido con el método de Neighbor-Joining a partir de las distancias generadas con el modelo
de Kimura 2-parametros de 137 alelos DRB3 reportados. Los porcentajes de bootstrap se presentan en los nudos.
Las siglas separadas por guiones bajos distinguen las razas del presente estudio: Harton del Valle (HV), Lucerna
(LUC) y Holstein (HOL). Las siglas separadas por giones medios distinguen otras razas en que han sido reportados
estos alelos: Yacumeinio (Y) '%, Harton del Valle (HTV) ', Holstein (H) *, Shorthorn Japonés (S) *, Negro Japonés

(W) #, Jersey (J) * y Hanwoo (K) *.
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Figura 2. Arbol reconstruido con el método de Neighbor-Joining a partir de las distancias genéticas. Los porcen-

tajes de bootstrap se presentan en los nudos. Razas del presente estudio: Harton del Valle (HV), Lucerna (LUC) y

Holstein (HOL). Datos de razas tomadas de la literatura: Yacumefio (Y) '2, Harton del Valle (HTV) '2, Holstein (H)
#_ Shorthorn Japonés (S) *, Negro Japonés (W) #, Jersey (J) * y Hanwoo (K) %.

Discusion

Para el ganado criollo Colombiano, solo existen reportes
de la utilizacion de la técnica PCR-SBT para evaluar el
polimorfismo del gen DRB3 en la raza Harton del Valle,
sin embargo, utilizando la técnica PCR-RFLP se han
reportado en las razas Blanco Orejinegro entre 15 y 31
alelos '* % en la Casanarefio 17 alelos, 12 alelos en la
Costeno con Cuernos, 10 en laraza Chino Santandereano,
en la raza Caqueteio 25, 12 alelos en la San Martinero,
16 en el Romosinuano y 14 en el Harton del Valle. Por su
parte, en las razas sintéticas Colombianas se reportan 13
y 12 alelos en Lucerna y Velasquez respectivamente '®. La
PCR-SBT permite detectar mas y con mejor precision los
alelos DRB3 que la PCR-RFLP, ya que un mismo patron
de corte con RFLP puede estar determinado por varias
secuencias; esto explica porque el nimero de alelos aqui
presentado es mayor para HV y LUC que lo reportado
por Hernandez et al., (2013) '¥. El mismo autor también
reporta valores de heterocigocidad esperada mas bajos
y valores de F mas altos en todas las razas de ganado
criollo Colombiano excepto en el HV (0,021ns) donde el
valor fue similar.

En el HV si ha sido empleada la técnica PCR-SBT para

estudiar el polimorfismo del gen DRB con reportes de
37 alelos ', diez mas de los aqui presentados, los mas
frecuentes fueron: BoLA-DRB3*1101 (0,204), *20012
(0,122), *2006 y *2801 (0,071); de estos solo el BoLA-
DRB3*1101 presentd también alta frecuencia. El mismo
autor también presenta una He mucho mas baja (0,734),
un déficit alto de heterocigotos F =0,213, (p<0,01)
y contrario a lo aqui indicado, reporta que la raza no
mostraba desviaciones del EHW. Otro estudio '? reporta
24 alelos, tres menos que el presente estudio, y coincide
en que el alelo mas frecuente es el BoLA-DRB3*1101
(0,121); por otro lado, muestra un exceso leve de
heterocigotos, reportando un valor mayor de Ho que de
He (0,94) y un F ¢ de -0,036, (p<0,01) lo que se tradujo
en desviaciones significativas de EHW. Estas diferencias
pueden atribuirse a la utilizacion de un menor nimero de
animales y al origen de los mismos, pues las muestras
empleadas para este estudio fueron recolectadas en
cuatro hatos, mientras que, los reportes '>2* solo son de
una finca.

La comparacion detallada de nuestros resultados con
otras razas alrededor del mundo se presentan en la tabla
5. En general se observa que el nimero de alelos estuvo
de acuerdo con el tamafio de muestra. Las razas con
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mas alelos fueron la Yacumeiio y el Hanwoo. El alelo
DRB3*110] es comun en varias razas, aunque cada
raza tiene un alelo en particular, diez alelos estuvieron
solo presentes en ganados criollos (Harton del Valle
y Yacumeio). Estas diferencias en las frecuencias y
distribucion de los alelos en las razas puede deberse a
varios factores, entre ellos: el origen de la raza, seleccion
artificial o natural, endogamia o efecto fundador '>%,

Pese al bajo numero de animales utilizado en este
estudio, los resultados revelan que el HV tiene una alta

diversidad genética en el locus BoLA-DRB3. Estos
valores obtenidos fueron similares a lo reportado en
otras razas. Los valores He estuvieron por encima de 0,9
excepto en un reporte de Harton del Valle 7y en la Jersey
* con leve déficit de heterocigotos. A nivel se secuencia
la raza mas diversa fue la Shorthorn Japonés (Tabla 5).

Estos valores de diversidad no son inesperados para
genes clase I del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) conociendo su importante funcidon bioldgica en
el organismo.

Tabla 5. Diversidad genética del gen DRB3 en razas del mundo. Nimero de individuos (N), nimero de alelos (Na),

Heterocigocidad esperada (He), déficit o exceso de heterocigotos (FIS) y diversidad nucleotidica ().

Raza N Na Alelos frecuentes He F T Referencia
Harton del Valle 93 27 *1101, *0902, *2703, *20012 0,94 0,056** 0,079
Lucerna 30 17 *0701, *1501, *1101, *2301 0,92 0,039™ 0,083 Presente estudio
Holstein 30 14 *0701, *2701, *1201, *1101 0,92 0,041 0,073
Harton del Valle 66 37 *1101, *20012, *2006, *2801 0,73 0,213** --- Hernandez et al., 2011'°
Harton del Valle 99 24 *1101, #2703, #2006, *2801 0,94 -0,036 0,076 .
R Giovambattista et al., 2013
Yacumeiio 113 36 *0701, *0902, *1801, *0201 0,95 0,034 0,079
Shorthorn Japonés 100 20 *1201, *0301, *0801, *1101 0,91 -0,009 0,146
Negro Japonés 200 23 *1001, *1601, *1101, 1201 0,91 0,009 0,071 .
Takeshima et al., 20034
Jersey 69 14 *4501, %0201, *2502, *3701 0,89  -0,03 0,086
Holstein 102 18 *1101, *1201, *1501, *0101 0,90 -0,021 0,082
Hanwoo 359 39 *4301, *1558, *0701, *1601 0,90 -—- 0,072 Lee et al., 2012%

ns: no significativo, **p<0,05

Unaposible explicacion para la alta diversidad genéticaen
este locus puede ser el origen multiple de las poblaciones
fundadoras de las razas * como ocurre en el Harton del
Valle, donde segiin datos de ADN mitocondrial esta
raza tiene un 91,7% de razas Europeas, 5,5% de razas
africanas y 2,7% de razas del medio Oriente' o en la raza
Lucerna producto del cruce entre el Harton del Valle,
Holstein y Shorthorn. Luego la diversidad genética
podria ser mantenida por algiin mecanismo entre los que
se cuentan la sobredominancia, la seleccion dependiente
de las frecuencias y los sistemas reproductivos.

En los sistemas reproductivos se considera el
apareamiento y aborto selectivo basado en el genotipo de
CMH, los cuales han sido documentados en poblaciones
de ratones y humanos y que puede ser lo suficientemente
fuerte para mantener la diversidad genética el CMH 33!,
Sin embargo, la alta diversidad de este locus en las razas
estudiadas, asi como en otros animales de granja %%, no
puede ser explicada por preferencias sexuales ya que la
reproduccion en estas razas ha sido controlada por los
criadores de cada raza.

En grandes poblaciones como las de humanos, se han
reportado un déficit significativo de homocigotos para
los genes del CMH . El exceso de heterocigocidad
se ha interpretado como una consecuencia de la
sobredominancia, ya que los individuos heterocigotos
son capaces de reconocer un amplio espectro antigenos,
aumentando asi la eficiencia de estos individuos en
comparacion con individuos homocigotos. Varios
estudios han demostrado que la heterocigocidad confiere
ventajas selectivas contra enfermedades infecciosas
(ventaja del heterocigoto), por ejemplo, humanos
heterocigotos en locus HLA clase I mostraron tener
resistencia contra el virus de la hepatitis C y el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) #?°. En vacas Holstein
con mastitis causada por Escherichia o Streptococcus
se encontraron desviaciones significativas de EHW
en el locus clase II DQAI1, mostrando una ventaja del
heterocigoto a la progresion de la enfermedad 7.

En el presente estudio las razas HV y HOL presentaron
desviaciones significativas del EHW, con déficit de
heterocigotos (F ) significativo solo en HV; resultados
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similares para esta raza los presenta Hernandez et
al, (2011) 'S, mientras que, Giovambattista et al,
(2013) '> presenta un leve exceso pero significativo
de heterocigotos. La explicacion mas probable para
el déficit de heterocigotos en las razas estudiadas y en
otras reportadas es que el coeficiente de seleccion de
sobredominancia para el locus en mencidon puede ser
considerablemente bajo probablemente inferior a 0,02 *'.
Con este coeficiente de seleccion tan débil el aumento
de heterocigotos solo aplicaria en poblaciones grandes
y en ausencia de cuellos de botella, deriva genética y
endogamia.

Una tercera hipdtesis que podria explicar el alto nivel
de polimorfismo del CMH propone que las frecuencias
pueden ser explicadas por el equilibrio de seleccion,
suponiendo que la presencia de un alelo en particular, en
lugar del heterocigoto, es el factor critico que termina la
supervivencia y la aptitud diferencial. Si esto es correcto
cadaalelo DRB3podriaestarrelacionado conlaproteccion
a alguna enfermedad infecciosa o asociados con distintos
rasgos como la supervivencia o la fecundidad. El test
apropiado para poner a prueba esta hipotesis es el de
neutralidad (D), aunque las desviaciones de este test en
las razas estudiadas no fueron significativas, los valores
mayores de cero indican un posible efecto de seleccion
balanceadora, mientras que el test de EWS mostrd que
ninguna de las razas se encontraba en equilibrio de
seleccion balanceadora, lo que supone seleccion positivao
negativa contra algiin alelo, donde los alelos mas comunes
en HV representan el 46,8% de las frecuencias alélicas
acumuladas. Resultados similares son presentados en
la raza Yacumefio '? y Jersey *. Igualmente se reportan
varios microsatélites no neutrales en el locus BoLA-
DRBP1 en razas bovinas Escandinavas *. Los efectos de
la seleccion balanceadora también se reportan en otras
especies como monos *y pecaries *°. Adicionalmente, se
ha reportado el efecto protector de varios alelos DRB3
a una gran variedad de enfermedades como la mastitis
y la leucosis viral bovina, a enfermedades transmitidas
por garrapatas, enfermedades parasitarias y con otras
caracteristicas como produccion de leche, crecimiento y
respuesta inmune 7 14 15:42.52,53. 54,

En conclusion los datos aqui mostrados son consistentes
con la hipédtesis que propone que el polimorfismo del gen en
estudio puede ser explicado por el equilibrio de seleccion.

Conclusiones
La raza criolla Harton del Valle tiene una alta diversidad

genética en el locus BoLA-DRB3 representada por el alto
numero de alelos y su amplia distribucion, en el valor de

heterocigocidad, de diversidad nucleotidica y bajos de
valores de endogamia y de F .. Los datos sugieren que el
origen del polimorfismo puede deberse en parte al origen
de la raza, dado que el gen DRB3 codifica para el sitio
de union al péptido, estos valores altos de diversidad
genética pueden ser entendidos como adaptaciones de
cada raza, luego, esta alta variacion puede ser mantenida
mediante equilibrio de seleccion.
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