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RESUMEN

En este trabajo se genotipificaron bovinos de
las razas BON (n= 140) y Cebú Brahman (n= 22)
para alelos ubicados en el segundo exón del gen
del complejo mayor de histocompatibilidad DRB3
(BoLA-DRB3), usando un marcador tipo PCR-
RFLP. Los fenotipos de resistencia fueron deter-
minados mediante pruebas in vitro de infección
controlada de macrófagos con Brucella abortus .
Por otro lado, un grupo de estos animales (n=80)
fueron evaluados cada 45 días por un período de
un año, para niveles de infestación de ectopará-
sitos (miasis ocasionada por Dermatobia homi-
nis y garrapata Boophilus microplus ), y valores
hematocrito. Se encontró un efecto significativo
de la raza para las variables NBT 0, SOB24, y el
genotipo para las variables NBT 0 e infestación
por Dermatobia hominis (p<0,05). Se encontra-
ron asociaciones significativas entre bajos nive-
les de infestación por Dermatobia hominis con
los alelos DRB3*2701 y DRB3*2801 (p<0,05). Por
otra parte, el alelo DRB3*0601 presentó asocia-

ción significativa con bajos valores de NBT 0, lo
que indicaría una baja eficiencia fagocítica de los
macrófagos de animales que poseen estos ge-
notipos. Estos resultados dan idea de otras
posibles interacciones que puedan existir en el
control de la resistencia a enfermedades en
bovinos.

SUMMARY

The present work it was genotyped the
histocompatibility major complex (BoLA DRB3)
alleles from the second exon gene within two
population of the Colombian Creole cattle BON (n=
140) (Black and White ear) and Zebu Brahman
(n= 22) using a PCR RFLP marker. Resistance
phenotypes were evaluated by controlled
infection of macrophages with Brucella abortus .
Also, a group of this animals (n=80) were
evaluated during one year (45 days within

Arch. Zootec. 54: 349-356. 2005.

CaracterizacionBola-DRB3Martinez.p65 22/12/2005, 13:32349



Archivos de zootecnia vol. 54, núm. 206-207, p. 350.

MARTINEZ, TORO, MONTOYA, BURBANO, TOBÓN, GALLEGO Y ARIZA

samples) for infestation levels to ecto-parasites
(myasis by Dematobia hominis and tick Boophilus
microplus), and hematocrite values. It was found
a significative effect of breed for NBT 0 (Bacterial
numbers at time 0), SOB24 (Survival to 24 hours)
and the genotype for NBT 0 and infestation by
Dermatobia hominis (p<0.05). There were found
significative associations between low level of
Dermatobia hominis infestations and alleles
DRB3*2701 y DRB3*2801 (p<0.05). Finally, the
allele DRB3*0601 showed significative asso-
ciation with low values of NBT 0, This indicate a
low phagocytic efficiency of the animal
macrophages and this genotypes. This results
shows insights about possible interactions in the
control of resistance in bovine diseases.

INTRODUCCIÓN

El primer reporte sobre asociación
de CMH-enfermedad en ganado bovi-
no lo hizo Solbu et al. (1982) (citado
por Philomeen 1994), quién analizó el
efecto del BoLA clase I sobre la inci-
dencia de mastitis, lo que más tarde fue
confirmado por Larsen (1985) y Solbu
(1989) (citados por Philomeen 1994);
igualmente se ha asociado con enfer-
medades como leucemia bovina
enzoótica (Lewin 1988, Udina et al.,
2002) o el nivel de infestación de pará-
sitos y garrapatas (Stear et al., 1989),
pero la mayoría han asociado sus efec-
tos con polimorfismos de la región cla-
se I y algunos estudios han mostrado
también asociación con polimorfismos
de la región clase II (Dietz et al., 1997,
Sharif et al., 1998).

En cuanto a la resistencia natural a
la infestación por ectoparásitos, parti-
cularmente la resistencia a la garrapa-
ta ha sido un carácter objeto de estudio
por muchos años, algunos trabajos han
involucrado estudios de infestación, con

diferentes especies de garrapatas
(Stear et al., 1989; Rechav y Kos-
trzewski, 1991; Ali y de Castro, 1993).
Generalmente los experimentos utili-
zan desafíos naturales y artificiales,
midiéndose la resistencia sobre la base
de una estimación visual de la carga de
parásitos, la mayoría de éstos llevados
a cabo por conteo de garrapatas, por
los efectos de la carga parasitaria so-
bre el animal (de Castro et al., 1991) y
por la respuesta inmune (Rechav et
al., 1990). Son pocos los trabajos que
describen la relación de los niveles de
infestación con variantes alélicas de
genes del sistema inmune. Stear et al.
(1989) encontraron asociaciones débi-
les entre la resistencia o susceptibili-
dad a Boophilus microplus con alelos
reportados dentro del complejo mayor
de histocompatibilidad clase I en gana-
do. Uno de los aspectos más comunes
en resistencia a ectoparásitos, espe-
cíficamente a niveles de carga parasi-
taria en bovinos, ha sido la alta suscep-
tibilidad del Bos taurus, comparados
con el Bos indicus (Dicker y Sutherst
1981, Barnard 1990, Rechav et al.,
1990, Lotif et al., 1991) Sin embargo la
raza africana N'Dama (Bos taurus)
ha mostrado altos niveles de resisten-
cia cuando se compararon con razas
de origen B. indicus y B. taurus
(Mattioli et al., 1993; Marrow et al.,
1996; Kerr et al., 1994).

El presente trabajo tuvo por objeto
caracterizar en dos poblaciones el se-
gundo exón del gen del complejo ma-
yor de histocompatibilidad DRB3
(BoLA-DRB3) y hacer un estudio
exploratorio de su potencial asociación
con fenotipos relacionados con resis-
tencia a brucelosis y niveles de in-
festación de parásitos (miasis produci-
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da por Dermatobia hominis e infesta-
ción de garrapata Boophilus micro-
plus).

MATERIAL Y MÉTODOS

Muestras de sangre y suero fueron
obtenidas del banco de germoplasma
de bovinos criollos de la raza criolla
Blanco Orejinegro (BON), localizado
en el Centro de Investigaciones El
Nus, ubicado en el municipio de San
Roque Antioquía, a 1200 m.s.n.m. Los
ensayos de laboratorio se desarrolla-
ron en el Programa Nacional de Re-
cursos Genéticos y Biotecnología Ani-
mal de CORPOICA, ubicado en el
Centro de Investigación CEISA (Bo-
gotá Colombia). En el Centro de In-
vestigación El Nus, se tomaron 162
muestras de sangre en bolsas de 250
ml, e igualmente en tubos con anti-
coagulante (EDTA) para extraer sus
respectivos sueros, las cuales fueron
refrigeradas y transportadas en un
período de 8 horas hasta el Centro de
Investigaciones Corpoica Ceisa.

Cinco ml de sangre periférica fue-
ron tomados con el fin de separar los
leucocitos, de los cuales se conservó
congelada una alícuota y a partir de
ellos se extrajo y purificó el ADN
genómico siguiendo los protocolos ge-
nerales descritos por Sambrook et al.
(1989).

CARACTERIZACIÓN DEL GEN BOLA-
DRB3.2

La amplificación del segundo exón
del gen BoLA DRB-3, se obtiene por
un protocolo de PCR de dos pasos
(Anidado) (Van Eijk et al., 1992 ). Los
oligonucleótidos: HLO30 (5’ATCCTC

TCTCTGCAGCACATTTCC3’), HL
031 (5’TTTAAATTCGCGCTCACC
TCGCCGCT-3’), HL032 (5’-TCGC
CGCTCAGTGAAACTCTC-3’) son
usados en la reacción de PCR. En el
primer estado de amplificación se uti-
lizaron los oligonucleótidos iniciadores
HL030 y HL031, en 25µl de mezcla
total de reacción, según protocolo des-
crito por Dietz et al. (1997). Termina-
do este proceso de amplificación, se
tomaron 4µl de la primera reacción
para realizar la segunda reacción de
amplificación en un volumen total de
50 µl según el mismo protocolo.

Los fragmentos de DNA amplifi-
cados en la segunda reacción fueron
utilizados como sustrato para la diges-
tión con endonucleasas de restricción
RsaI (Promega San Diego, USA),
BstyI (New England BioLabs) y HaeIII
(Gibco BRL Maryland USA), para lo
cual se empleó el protocolo descrito
por Dietz et al. (1997).

Para verificar el proceso de diges-
tión las muestras fueron separadas por
electroforesis en PAGE y teñido con
nitrato de plata (JT Baker), siguiendo
la metodología descrita por Wallace
(1997).

PREPARACIONES CELULARES
Para los protocolos de infección de

macrófagos se siguió la metodología
descrita por Templeton et al. (1990).

El índice de resistencia se calculó
como la raíz cuadrada del porcentaje
de la proporción de unidades for-
madoras de colonia leídas a 24 horas
frente a las leídas a cero horas
(√(NBT24/NBT0)x100), e igualmente
para las leídas a 48 horas, y NBT0 se
tomó como una medida de eficiencia
fagocítica.
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EVALUACIÓN DEL NIVEL DE INFESTACIÓN DE
PARÁSITOS

Para la determinación de los nive-
les de infestación de parásitos, se rea-
lizaron observaciones en 80 animales
de la raza BON (n =60) y Cebú
Brahman (n =20), cada 45 días durante
un año. Como una evaluación de ane-
mia relacionada con el nivel de infesta-
ción de parásitos hematófagos, se uti-
lizó el hematocrito (volumen de células
empacadas VCE), para lo cual se to-
maron muestras de sangre con
anticoagulante (EDTA); con éstas se
llenaron las 3/4 partes de un tubo capi-
lar y se centrifugó a 11000 r.p.m. por
cinco minutos (Ferreira y Valencia,
1976). El valor de VCE se dio en
porcentaje a partir de la lectura en
tabla estándar de hematocrito.

Para determinar el grado de infes-
tación por garrapatas, se utilizó la me-
todología descrita por Warton y Utech
(citado por Betancourt, 1996), contan-
do las garrapatas (Boophilus micro-
plus) encontradas al inspeccionar en
el lado izquierdo del animal. Para el
caso de la evaluación del grado de
infestación por nuche, se realizó te-
niendo en cuenta el ciclo de vida de las
larvas de Dermatobia hominis (nuche),
y el conteo se hizo en todo el cuerpo del
animal y solamente se contaron las
lesiones visibles en la piel, consistentes
en nódulos cutáneos (Cassalet, 1996).

ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN
Se utilizó el procedimiento Proc

Freq del paquete estadístico SAS (SAS
Institute, 1989) con la opción de análi-
sis de χ2 para la determinación de las
frecuencias alélicas y las diferencias
estadísticas entre las razas Cebú
Brahman y BON. La información fue

Tabla I. Frecuencias alélicas del gen BoLA
DRB3.2, en poblaciones de la raza criolla
Blanco Orejinegro y Cebú Brahman. (Allelic
frequencies of the BoLA DRB3.2 gene in
populations of Blanco Orejinegro and Zebu
breeds).

Alelo Patrón Orden Frecuencia
BON Cebú Total

DRB3*0901 GEA 11 0,146 0,117 0,115
DRB3*3001 LAB 34 0,109 0,058 0,086
DRB3*0501 AAA 1 0,101 0 0,075
DRB3*1701 HAA 12 0,078 0 0,057
DRB3*2202 DAA 6 0,039 0 0,024
DRB3*0301 FDA 9 0,039 0,058 0,034
DRB3*1801 LBF 18 0,039 0,176 0,086
DRB3*1901 ABA 41 0,031 0 0,024
DRB3*20011 IBA 15 0,031 0 0,024
DRB3*1501 JBD 16 0,031 0 0,024
DRB3*1703 WAA 47 0,031 0 0,024
DRB3*2301 LBB 20 0,031 0,058 0,034
DRB3*2201 ECC 7 0,023 0 0,017
DRB3*1201 FAA 8 0,023 0 0,017
DRB3*0401 HBA 13 0,023 0 0,017
DRB3*1601 SBB 19 0,023 0 0,017
DRB3*3501 VBA 46 0,023 0 0,017
DRB3*25011 KBI 44 0,023 0,058 0,029
DRB3*0801 LBE 21 0,023 0,058 0,029
DRB3*1101 MBA 22 0,015 0 0,011
No sequencia OAA 25 0,015 0 0,011
DRB3*3901 WBA 48 0,015 0 0,011
DRB3*0101 NBB 24 0,015 0,058 0,023
DRB3*0601 OAB 26 0,015 0,058 0,023
No sequencia CAA 4 0,007 0 0,006
No sequencia KBB 17 0,007 0 0,006

OBA 37 0,007 0 0,006
DRB3*14011 OBF 27 0,007 0 0,006

UBA 40 0,007 0 0,006
DRB3*2801 IBF 31 0,007 0,058 0,017
DRB3*2701 NBA 23 0,007 0,176 0,029

analizada utilizando el procedimiento
MIXED del paquete estadístico SAS
(SAS Institute, 1989). Las caracterís-
ticas evaluadas para tolerancia a
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ectoparásitos fueron: el nivel de infes-
tación por garrapatas (Boophilus
microplus) (n= 640) y por larva de
Dermatobia hominis (nuche) (n= 640),
y, como indicador de carga de parási-
tos hematófagos, el valor de hematocrito
(n= 640). Como índices de resistencia
a brucelosis se evaluó el número de
bacterias (Brucella abortus) conta-
das a las cero horas pos infección,
NBT0 (n= 162), y la sobrevivencia a
24 (SOB 24; n= 162) y a 48 horas
(SOB 48; n= 162). El modelo utilizado
corresponde a:

Yijk= U + Ri +Sj + Ai + Gk+ Eij;
Donde: Yijk= variable dependiente;

U= promedio general; Ri= efecto ra-
cial; Sj= efecto del sexo; Ai= efecto
del año de nacimiento; Gk= efecto del
genotipo del BoLA, Eij= error experi-
mental. Todas las características fue-
ron transformadas por el logaritmo
natural de su valor, con el fin de obte-
ner una distribución normal.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se utilizó la metodología descrita
por Lewin (1994), Van Eijk (1992),
Gelhaus et al. (1995), Maillard et al.
(1996) y Gilliespie et al. (1999), para la
fenotipificación de individuos de las
razas bovinas Blanco Orejinegro y Cebú
Brahman (tabla I). Se encontraron en
las poblaciones evaluadas el 64 p.100
de los alelos reportados en la literatura,
siendo el más común en términos ge-
nerales el alelo DRB3*0901 (frecuen-
cia= 0,115), tanto en la raza BON
como también, con una de las más
altas frecuencias, en la raza Cebú
Brahman; este alelo se ha reportado
con muy baja frecuencia en poblacio-

nes de Jersey y ausente en poblacio-
nes de Holstein (Sharif et al., 1998,
Dietz et al., 1997). Específicamente
para la raza Cebú Brahman, los alelos
que presentaron la más alta frecuencia
fueron DRB3*1801 y DRB3*2701, que
también han presentado muy baja fre-
cuencia en reportes realizados por los
mismos autores.

Las variables de carga parasitaria,
efecto del genotipo y año de nacimien-
to tuvieron efecto significativo, a dife-
rencia de la raza, para la infestación
por larvas de Dermatobia hominis
(p= 0,05); la variable sexo solamente
presentó efectos significativos para las
características relacionadas con resis-
tencia a brucelosis (SOB240 y
SOB480).

En cuanto al efecto de la raza, se
encontraron menores valores de infes-
tación por garrapata para la raza Cebú
Brahman (0,12±0,06) con diferencias
significativas (p<0,05), de la raza BON
(0,55±1,33); pero no existieron dife-
rencias significativas para los niveles
de infestación por nuche (Cebú
Brahman con 0,90±0,15 y BON con
1,03±0,17, p>0,05), ni para los niveles
de hematocrito, donde se encontraron
los valores más altos para la raza BON
(5,64±0,19) comparado con la raza
Cebú Brahman (5,49±0,27); estos va-
lores son inferiores a los reportados en
la literatura, donde se considera un
valor fisiológico normal cercano al 40
p.100 (Duke, 1985) que corresponde
en este caso a 6,3, por ser un valor
transformado (tabla II). Los niveles
de hematocrito se han tomado como un
indicador del efecto de la carga de
endoparásitos hematófagos sobre los
niveles de hemoglobina, como fue re-
portado por Gasbarre et al. (2002),
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quienes reportan que los mejores
indicadores de los niveles de infesta-
ción de endoparásitos (Ostertagia
ostertagi y Cooperia oncophora) son
los niveles de pepsinógeno en el suero
(r= 0,7), el hematocrito(r= 0,5)  y la
ganancia de peso (r= -0,5). En este
trabajo, no se presentaron diferencias
estadísticas significativas para los ni-
veles de hematocrito, pero en la raza
BON, a pesar de tener valores más
altos de infestación de garrapata, pre-
sentaron mayores valores de hema-
tocrito que la raza Cebú Brahman.

En análisis de modelos mixtos mos-
tró que la raza tiene un efecto signifi-
cativo para las variables NBT 0, SOB
24, y el genotipo para las variables
NBT 0 e infestación por nuche (p<0,05).
Se encontraron asociaciones signifi-
cativas entre bajos niveles de infesta-
ción por nuche con los alelos DRB3*2701
y DRB3*2801 (p<0,05), y de altos nive-
les con los alelos  DRB3*0601 y
DRB3*3501, pero sin significación es-
tadística (p>0,05). Por otra parte, el
alelo DRB3*0601 presentó asociación
significativa con bajos valores de NBT
0, lo que puede indicar una baja capa-
cidad fagocítica de los macrófagos de
animales que poseen estos genotipos;
por el contrario, se observó una asocia-
ción significativa del alelo DRB3*3501

(p<0,05) con altos niveles de fagocitosis
(tabla III).

Por otro lado, se encontró que el
alelo DRB3*2301 presenta una aso-
ciación no significativa con niveles altos
de infestación de garrapatas (0,64±0,5)
y contrario a esto, el alelo DRB3*0801
con bajos niveles de la misma (-
0,39±0,53). Igualmente, el mismo alelo
DRB3*2301 está relacionado con bajos
niveles de hematocrito (-0,0604±0,03) y
el alelo DRB3*1501 se encuentra aso-
ciado con niveles superiores de
hematocrito (0,079±0,05), pero sin
significancia estadística (p>0,05).

Es de resaltar que el alelo DRB3*
1501 fue encontrado en la raza BON
con una frecuencia de 0,0313 y estuvo
ausente en la raza Cebú Brahman, y el
alelo DRB3*2301 se presentó en ambas
razas pero con mayor frecuencia en la
raza Cebú Brahman (0,0588), que en la
raza BON (0,0313), pero sin diferen-
cias significativas (p>0,05).

En este trabajo se encontró alta
variabilidad pára el locus  BoLA
DRB3.2 en la raza criolla BON y se
diferencia con la raza Cebú. A pesar
del relativo bajo número de individuos
evaluados se muestra evidencia preli-
minar de asociación de algunas varian-
tes del gen y la resistencia al efecto de
ectoparásitos, resultados que pueden

Tabla II. Efecto de la raza sobre el grado de infestación por ectoparásitos, niveles de
hematocrito y las variables relacionadas con resistencia a brucelosis. (Breed effect over the
external parasites infestation, hematocrite levels and traits related to brucellosis resistance).

Raza Hematocrito  Garrapata  Nuche NBT 0 SOB 24 SOB 48

BON 5,64±0,19a 0,55±0,16a 1,03±0,17a 251,3±21,23a 17,8±1,51a 17,7±1,66a

Cebú 5,49±0,27a 0,12±0,06b 0,90±0,15a 601,2±118,9b 39,6±12,45b 46,5±14,12b

a,bp<0,05; Todos los valores han sido transformados por raíz cuadrada, Promedio ± Error estándar.
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ser utilizados para planear futuros es-
tudios que permitan seleccionar indivi-
duos o poblaciones con mejor toleran-

cia y menor efecto de estas afecciones
sobre el comportamiento productivo de
los animales.
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Alelo Nº SOB24 SOB48 NBTO0 Hematocrito Garrapata Nuche

DRB3*0101 24 -5,19±0,5 -2,38±0,1 50,2±33,6
DRB3*2701 23 -0,17±0,033**
DRB3*3501 46 71,37±31,8** 0,505±0,41
DRB3*0601 26 -68,6±33,6** 0,49±0,46
DRB3*2801 31 -0,79±0,39**
DRB3*0801 21 5,60±0,41 -0,39±0,53
DRB3*2301 20 -0,0604±0,03 0,64±0,5
DRB3*1501 16 0,079±0,05

**Indica asociación significativa del alelo con el carácter p<0,05. Los valores de la tabla corresponden
a la estimación del parámetro ± error estándar.
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