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RESUMEN
PALABARAS CLAVE ADICIONALES En 191 individuos de la raza bovina criolla Hartén del Valle, se evalué la infeccién por los
Ganado criollo colombiano. protozoarios Babesia bovis y Babesia bigemina mediante PCR convencional, los polimorfismos
Protozoario. del gen BolLA-DRB3,2* mediante PCR-SBT y la asociacién entre ambos (Odds Ratio, OR). Los
Resistencia a enfermedades. alelos fueron categorizados segin su asociacién en resistentes (R), susceptibles (S) o neutrales

(N) a la infeccién y los individuos genotipados segin la clasificacién de sus alelos como: N/N,
N/R, N/S, R/R, R/Sy S/S. Ningdn animal fue positivo a la infeccién por B. bovis y por tanto
no se realizaron estimaciones de asociacién. La infeccién con B. bigemina fue del 13,1%. Se
encontraron 36 alelos BoLA-DRB3,2, los mds frecuentes fueron el *1101 (0,19¢6), *20012
(0,097), *2006 (0,053) y *2703 (0,053). Se encontré una asociacién positiva (p<0,001) entre
los alelos *1101 (OR = 9,1), *2006 (OR = 5,4) y *20012 (OR = 7,2) con la ausencia de B.
bigemina y se consideraron como alelos R. Mientras que, el alelo *2703 presenté una asocia-
cién negativa (p<0,001) y se consideré como alelo S (OR = 0,2). Las frecuencias acumuladas
de los alelos fueron N = 0,591, R = 0,351 y S = 0,058. Asi, los porcentajes de individuos con
genotipos homocigotos N/N, R/R y S/S fueron del 40,3%, 19,4% y 1,6% respectivamente.
Los genotipos heterocigotos N/R, N/S, y R/S presentaron frecuencias de 30,4%, 7,3% y 1%
respectivamente. Se concluye que algunos alelos DRB3,2 en el ganado criollo Hartén del Valle
le confieren resistencia a la infeccién con B. bigemina.

Association of alleles BoLA-DRB3 gene natural infection with Babesia spp in
Hartén del Valle creole cattle

ADDITIONAL KEYWORDS SUMMARY

Colombian creole cattle. In 191 individuals of Harton del Valle creole cattle, the infection with Babesia bovis and
P{OTOZOUH-‘ B. bigemina protozoa by conventional PCR, polymorphisms BoLA-DRB3.2 * gene by PCR-SBT
Disease resistance. and relationship between both of them were evaluated (Odds Ratio, OR). Alleles were catego-

rized according fo their resistant (R , susceptible (S) or neutral (N) association to infection and
individuals genotyped according to the classification of alleles: N/N, N/R, N/S, R/R, R/S
and S/S. No animal was positive for B. bovis infection and therefore no association estimates
were estimated. On the one hand, B. bigemina infection was 13.1%. 36 alleles BoLA-DRB3.2
were found, the most frequent were the *1101 (0.196) *20012 (0.097), *2006 (0.053) and
*2703 (0.053). A positive association (p<0.001) between alleles *1101 (OR = 9.1), *2006
INFORMACION (OR = 5.4) and *20012 (OR = 7.2) with the absence of B. bigemina was found and were
considered as R alleles. On the other hand, the *2703 allele showed a negative association
(p<0.001) and was considered as S allele (OR = 0.2). Cumulative allele frequencies were N

(ronologia del articulo.

Recbido, Received: 03.06.2016 =0.591,R=0.351 and S = 0.058. Thus, the percentage of homozygous individuals with
AcePTUqO/AccepTed: 27.09.2016 N/N, R/R and S/S genotypes were 40.3%,19.4% and 1.6% respectively. The heterozygous
Orine: 15.01.2017 genotypes, N/R, N/S, and R/S presented the following frequencies 30.4%, 7.3% and 1%
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respectively. It is concluded that some alleles in DRB3.2 Harton del Valle creole cattle provide
darwin.hernandez@unisucre.edu.co

the animals with resistance to the infection by B. bigemina.

INTRODUCCION les del mundo. La enfermedad también es conocida con
el nombre de ranilla roja, fiebre de garrapatas, fiebre de

La babesiosis es una enfermedad producida porun  Texas, tristeza, piroplasmosis y hemoglobinuria enzo6-
protozoario intraeritrocitario del género Babesia spp. de  tica (Homer et al., 2000). Las pérdidas economicas en la
alta incidencia en las regiones tropicales y subtropica- ~ produccién bovina asociadas a la enfermedad son al-
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tas, debido a la significativa morbilidad y mortalidad,
los signos clinicos varian segin la edad del animal y
cepa del parasito; los animales suelen presentar fiebre,
anemia, hemoglobinuria e ictericia, que deriva en pér-
dida de peso y en la muerte del animal. La mayoria
de los casos se observan en adultos mientras que, en
animales menores de nueve meses generalmente no se
presentan sintomas (Wilkowsky et al., 2009).

Aunque el parésito es capaz de infectar una amplia
gama de vertebrados, requiere tanto de un vertebrado
que actiia como hospedero definitivo, como de un in-
vertebrado que hace las veces de hospedero intermedio
o vector, para cumplir con su ciclo de vida (Homer et
al., 2000); en el primero, ocurre la fase de reproducciéon
asexual del protozoo, donde se multiplica por fisién
binaria invadiendo los glébulos rojos y produciendo
trofozoitos; en el segundo, ocurren los demas pasos
del ciclo evolutivo del parasito en los que se cuentan la
transformacion de los trofozoitos a vermiculos en el in-
testino del vector, su paso a la hemolinfa y la infeccién
de las células epiteliales de los ttibulos de Malpigui, la
migracién hasta los ovarios del vector, donde infecta
los huevos y mientras estos se desarrollan en larva, el
paréasito penetra en la células epiteliales del intestino
donde tiene lugar una fision multiple del ntcleo, con
la formaciéon de més vermiculos, que pasando a las
glandulas salivales de la ninfa, donde se redondean,
aumentan de tamano y alli hasta ser nuevamente ino-
culados en el hospedero vertebrado (Wilkowsky et al.,
2009; Homer et al., 2000).

La Babesia bovis y Babesia bigemina son las especies
mas frecuentes e importantes en las regiones tropicales
que afectan al ganado bovino (Benavides et al., 2012).
Los principales vectores para B. bigemina son las garra-
patas Rhipicephalus microplus, R. annulatus, R. decolora-
tus, R. geigy y R. evertsi. Para B. bovis son las garrapatas
Rhipicephalus microplus y R. annulatus (Spickler, 2016).

La Babesia puede ser diagnosticada mediante la
identificacion del parasito en sangre o tejidos, mediante

Tabla I. Frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB3 en
el ganado criollo Hartén del Valle (BoLA-DRB3 gene al-
lele frequencies in Harton del Valle creole cattle).

Alelo  Frecuencia Alelo Frecuencia Alelo  Frecuencia
*0101 0.031 *1801 0.005 *2902 0.018
*0501 0.026 *1901 0.016 *3001 0.029
*0701 0.005 *2002 0.005 *3021 0.003
*0902 0.034 *2004 0.003 *3501 0.005
*1001 0.021 *2006 0.058 *3601 0.042
*1002 0.031 *2109 0.003 *3901 0.013
*1101 0.196 *2201 0.024 *4401 0.008
*1102 0.005 *2703 0.058 *4802 0.008
*1104 0.031 *2709 0.013 *14011 0.010
*1501 0.039 *2710 0.013 *20012 0.097
*1601 0.037 *2801 0.045 *25011 0.021
*1701 0.029 *2802 0.013 *25012 0.005
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pruebas serolégicas o mediante la deteccion del ADN
del protozoario en una muestra de ADN total extraido
de un bovino usando la técnica de la PCR (Oliveira et
al., 2005). Munoz. (2005) recomienda la PCR como mé-
todo de diagnoéstico, pues sus resultados demostraron
que el 66,6% de animales infectados experimental-
mente, nueve meses después y sin signos clinicos de la
enfermedad eran portados de B. bigemina y pudieron
inducir la infeccion mediante transfusion sanguinea al
44,4% de los terneros evaluados. Oliveira et al. (2008)
afirma que la PCR anidada (nPCR) como métodos de
diagnoéstico para B. bigemina es 100 veces mds sensible
que la PCR convencional. Adicionalmente, Kim et al.
(2007) reportan una especificidad del 96,9% y una
sensibilidad del 100% para la deteccion de B. bovis
usando una PCR cuantitativa (qPCR) contra la nPCR
y de 100% de especificidad y de sensibilidad para la
deteccién de B. bigemina.

El desarrollo de la Babesiosis en los bovinos esta
determinada por mdltiples factores, en los que se
cuenta el manejo de los animales, la edad, la raza, los
factores climéaticos y las fluctuaciones en las poblacio-
nes de garrapatas (Bock et al., 2004). La enfermedad se
puede controlar por medios inmunolégicos como va-
cunas vivas atenuadas o mediante el uso de acaricidas
para controlar la garrapata, sin embargo, las vacunas
vivas pueden ser inseguras como lo reporta Bock et
al. (2004), estas pueden fallar debido al proceso de
atenuacion; y los acaricidas aumentan los costos de
produccién, tienen un costo ambiental alto, generan
residuos en los productos de origen animal y existe
la posibilidad que la garrapata desarrolle resistencia
(Molloy et al., 2001). Recientemente se ha motivado
la investigaciéon de métodos alternativos, entre los
cuales esta la utilizacién de razas resistentes (Oliveira
et al., 2008) o la identificacion de genes con efecto pro-
tector a la infeccion (Duangjinda et al., 2013).

Uno de los genes asociado con resistencia y/o sus-
ceptibilidad a diferentes enfermedades como la bruce-
losis, la mastitis, la leucosis y algunas infecciones por
garrapatas, (Xu et al., 1993; Mirsky et al., 1998; Matinez
et al., 2005; Martinez et al., 2006; Castro et al., 2006;
Duangjinda et al., 2013; Hernandez et al., 2014) al igual
que con caracteristicas productivas tales como la pro-
duccién de leche, proteina y grasa en leche (Machado
et al., 2005; Do Nascimento et al., 2006; Zambrano et
al., 2014) es el gen BoLA-DRB3, Los antigenos leuco-
citarios bovinos (BoLA) son un conjuto de glicoprotei-
nas que se ubican en la superficie celular existen tres
clases, cada una con funcién diferente. El producto de
los genes clase I son dos cadenas polipeptidicas, impli-
cadas en el reconocimiento de las células hospederas
que han sido infectadas, mediante la presentacién de
péptidos a las células citotoxicas T CD8*. Los genes
clase II estan localizados en dos sitios diferentes del
cromosoma 23, posee dos regiones llamadas clase 1la
y clase 1Ib, estos genes producen proteinas implicadas
en la comunicacién intercelular entre las células B y
T, presentacién de antigenos extracelulares a las célu-
las T CD4*. Los genes clase 11 codifican proteinas de
complemento, implicadas en la destruccién de células
extrafnas (Takeshima and Aida, 2006).
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Entre los genes de la clase Ila se encuentra el gen
DRB3, este tiene una longitud de 11,4 Kbp, con cinco
intrones y seis exones (Russell et al., 2004) y codifica
elementos funcionales de restriccién, proceso median-
te el cual un linfocito puede reconocer un antigeno
como propio o extraio (Davies et al., 1997). El ex6n 2
es el mas polimorfico (BoLA-DRB3,2), codifica para el
sitio de unién al peptido que se quiere presentar, se
han reportado 137 alelos BoLA-DRB3,2 (EMBL-EBI,
2016).

En el ganado criollo Colombiano Hartén del Valle
se ha estudiado la diversidad genética (Delgado et al.,
2012), los genes asociados con calidad de leche (Rose-
ro et al., 2012) y carne (Cuetia ef al., 2012), ademas, de
genes asociados con resistencia a la leucosis bovina
(Hernandez, 2013; Hernandez et al., 2014) pero no,
con la infeccién de Babesia spp. Por lo que el objetivo
de este estudio fue asociar los polimorfismos encon-
trados en el gen BoLA-DRB3,2 con la infeccién natural
de Babesia spp. en el ganado criollo Colombiano Har-
ton del Valle.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Se colectaron muestras de sangre en tubos con an-
ticoagulante (K,EDTA 7,2 mg) de 191 animales puros
de la raza Hartén del Valle de ganaderias ubicadas
en el Departamento del Valle del Cauca, Colombia. El
ADN se obtuvo usando el kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit de Promega, siguiendo las instruccio-
nes del fabricante.

AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN BoLA-DRB3,2

La genotipificacién de los alelos DRB3,2 se realiz6
por secuenciacién de los productos de PCR. El produc-
to de la PCR fue un fragmento de aproximadamente
281 pb que fue amplificado con los cebadores DR-

B3FEW (5'-CGCTCCTGTGACCAGATCTATCC-3") y
DRB3REV (5-GGTGAGCGCGGGGGTG-3’) (Takeshi-
ma et al., 2011) en una concentracion de 10 mM, 25
ng de ADN, 0,2 mM de cada dNTP, 1X de tampo6n de
PCR, 2,5 mM de MgCl, y 1U de Taq DNA polimerasa.
El perfil térmico de la reaccién incluyd, 35 ciclos de
95 °C por 30 segundos, 62 °C por 30 segundos y 72 °C
por 1 minuto, junto con una desnaturalizacién inicial
a 95 °C durante 5 minutos y una extensién final de
72 °C durante 5 minutos. Las amplificaciones fueron
llevadas a cabo en un termociclador PTC-100® Teltier
Thermal Cycler (BIO-RAD, USA), que fue secuenciado
bidireccionalmente en la empresa MACROGEN, USA.

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE BABESIA SPP.

La determinacién de la infeccién de las muestras
con los protozoarios B. bigemina y B. bovis se realiz6
mediante métodos moleculares. Para ello se amplifico
el locus 18S del RNA ribosomal usando los cebadores
BoF 5-AGCAGGTTTCGCCTGTATAATG-3" y BoR
5-AGTCGTGCGTCATCGACAAA-3" para B. bovis y
BiF 5-AATAACAATACAGGGCTTTCGTCT-3" y BiR
5-AACGCGAGGCTGAAATACAACT-3" para B. bige-
mina (Kim et al., 2007).

La concentracién de los reactivos utilizados en la
PCR fueron 20ng de ADN, 10 mM de cada cebador,
0,20 mM de cada dNTP, 2,5mM de MgCl,, 1X de tam-
pon de PCR y 0,5U de Tag DNA polimerasa. El perfil
térmico consto de una etapa de desnaturalizacién ini-
cial a 95°C durante 5 minutos, seguido por 40 ciclos de
95°C durante 1 minuto, 55°C durante 30 segundos y
72°C durante 1 minuto, para terminar con una exten-
sion final a 72°C durante 7 minutos. Las condiciones
de PCR fueron similares para el diagnéstico de ambas
especies.

Se utilizé6 ADN de B. bovis y de B. bigemina ob-
tenido a partir de la vacuna ANABASAN Registro
ICA 5226-DB usando el kit Wizard® Genomic DNA

Tabla II. Valores de diversidad genética del gen BoLA-DRB3 en el Hartén del Valle y otros reportes (Values of
BoLA-DRB3 gene genetic diversity in Harton del Valle and other reports).

Raza N Na Alelos mas frecuentes Ho He Fs EHW Referencia
Harton del Valle 191 36 *1101, *2006, *2703, 20012 0.82 0.93 0.110**  0.0001 Presente estudio
Harton del Valle 93 27 *1101,*0902, *2703, *20012 0.89 0.94 0.056** 0.026
Lucerna 30 17 *0701, *1501, *1101,*2301 0.90 0.92 0.039 0.399 Hernandez et al., 2015
Holstein 30 14 *0701, *2701, *1201,*1101  0.90 0.92 0.041" 0.045
Harton del Valle 66 37 *1101, *20012, *2006, *2801 0.73 0.92 0.213* 0.001 Hernandez et al., 2011a
Harton del Valle 99 24  *1101, *2703, *2006, *2801 0.97 0.94 -0.036 0.000
Giovambattista et al., 2013

Yacumefio 113 36 *0701, *0902, *1801, *0201 0.92 0.95 0.034" 0.780
Shorthorn Japonés 100 20 *1201, *0301, *0801, *1101  0.92 0.91  -0.009 0.095
Negro Japonés 200 23  *1001, *1601, *1101, 1201 0.90 0.91 0.009 0.362

Takeshima et al., 2003
Jersey 69 14  *4501, *0201, *2502, *3701  0.91 0.89 0.030**  0.0005
Holstein 102 18  *1101, *1201, *1501, *0101  0.92 0.90 -0.021™  0.358
Hanwoo 359 39 *4301, *1558, *0701, *1601 0.90 --- --- Lee et al.,, 2012

Tamafio de muestra= N; Numero de alelos= Na; Heterocigocidad observada= Ho; Heterocigocidad esperada He; Coeficiente
FIS= Valor P; Equilibrio de Hardy-Weinberg= EHW, Valor P;**= p<0.05; ns= no significativo.
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Purification Kit (Promega, Madison, W1, USA) segtin
las instrucciones del fabricante como control positivo
en las reacciones de PCR. Asi, el animal se determind
como infectado mediante la aparicién de una banda de
174pb en el caso de B. bigemina y de 154pb para el caso
de B. bovis en electroforesis de poliacrilamida al 8%.

ANALISIS ESTADISTICO

Las secuencias del gen DRB3,2 fueron editadas
usando el programa GENEIOUS 6,1 (Biomatters deve-
lopment team, USA) y alineadas usando el programa
MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Los genotipos fueron
determinados usando el programa ASSIGN 400ATF
ver. 1.0.2.41 (Conexio Genomics, Fremantle, Australia).

Se calcul6 el namero de Alelos (Na), sus frecuen-
cias, la heterocigocidad observada (Ho) y esperada
(He), el indice Figy las desviaciénes del equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) con los programas ARLE-
QUIN version 3,5 (Excoffier and Lischer, 2010) y GE-
NALEX version 6,5 (Peakall and Smouse, 2012).

Se calcul6 el porcentaje de animales infectados
con B. bigemina y B. bovis y se realiz6 una prueba de
independencia de Chi? entre la presencia de Babesia
spp. y los alelos BOLA-DRB3,2. La asociacién entre la
presencia de Babesia spp. y los alelos del gen DRB3,2
se determiné con el Odds Ratio (OR) y un test exacto
de Fischer para determinar la significancia del OR,
utilizando el software SAS version 9.1. Los alelos con
asociacion positiva se consideraron como resistentes
(R) a la infeccién (OR>1, p<0,05), los alelos con aso-
ciaciéon negativa se consideraron como susceptibles
(S) a la infeccién (OR<1, p<0,05) y los demas alelos se
consideraron como neutrales (N) (OR~1, p>0,05). Los
individuos fueron categorizados segun la clasificacién
dada a los alelos (N, R o S) que conforman el genotipo
en: neutral /neutral (NN), neutral/resistente (NR), neu-
tral/susceptible (NS), resistente /resistente (RR), resis-
tente/susceptible (RS) y susceptible/susceptible (SS).

RESULTADOS

Ninguno de los animales fue positivo para B. bovis
y por tanto no se realizaron analisis de asociacion.
Mientras que, el porcentaje de animales infectados
con B. bigemina fue del 13,1%. Se encontraron 36 alelos
BoLA-DRB3,2* las frecuencias se pueden detallar en

Tabla III. Alelos asociados significativamente
(p<0,05) con la resistencia y/o susceptibilidad a la
infeccion con B. bigemina (Alleles associated significantly
(p <0,05) with resistance and/or susceptibility to infection with B.
bigemina).

Alelo Frecuencia OR IC (95%) Categoria
*1101 0,196 9,1 5.100 - 11.10 R
*2006 0,058 54 2.300-12.60 R
*2703 0,058 0,2 0.001-0.95 S
*20012 0,097 7,2 3.400 - 9.00 R

Odds Ratio= OR; Intervalo de confianza al 95%= IC (95%);
Resistente= R; Susceptible= S.
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la tabla I. Los alelos con frecuencias mayores al 5%
fueron el *1101 (0,196), *2006 (0,058), *2703 (0,058) y
*20012 (0,097). La frecuencia acumulada de los 32 alelos
restantes fue de 0,591. La heterocigocidad observada
(Ho) fue menor que la heterocigocidad esperada (He)
(tabla II), lo que se reflej6 en un Fg de 0,11 (p<0,05) y en
una desviacion significativa del equilibrio de Hardy-
Weinberg (p<0,001).

La prueba de Chi® entre la presencia de B. bigemina y
los alelos BoLA-DRB3,2 indic6é dependencia entre am-
bos (p<0,01). En la tabla III se presentan los valores de
OR de los alelos con asociacion significativa. Se encon-
tré una asociacién positiva y significativa (p<0,001) en-
tre los alelos *1101, *2006 y *20012 con la ausencia de B.
bigemina y se consideraron como alelos resistentes (R)
a la infeccién. La frecuencia acumulada de los alelos R
fue de 0,351. Por otro lado, el alelo *2703 presentd una
asociacion negativa (p<0,001) y se considerd como ale-
lo de susceptibilidad (S) a la infeccién con B. bigemina,
la frecuencia del alelo S fue de 0,058. Los restantes 32
alelos no presentaron asociacién significatica y fueron
considerados como neutrales (N) a la infeccién con una
frecuencia acumulada del 59,1%.

Los individuos con genotipo N/N fueron los mas
frecuentes (40,3%), seguido por los individuos con
los genotipos heterocigotos N/R y N/S (30,4% y 7,3%
respectivamente), el menor porcentaje de animales
se encontr6 en la categoria R/S (1%), mientras que, el
19,4% y el 1,6% de los bovinos se clasificaron como
homocigotos R/R y S/S respectivamente.

DISCUSION

Este es el primer reporte de prevalencia de B. bige-
mina usando métodos moleculares y de asociacién con
factores genéticos en la raza Hartén del Valle y para
Colombia.

Benavides et al. (2012) afirman que las regiones de
Colombia por debajo de los 2000 metros sobre el nivel
del mar (msnm) son las mas afectadas por la Babesia
spp. En el presente estudio no se encontraron anima-
les infectados con B. bovis y solo el 13,1% animales
presento infecciéon con B. bigemina, todos los animales
evaluados provienen de ganaderias ubicadas en el
valle geogréfico del rio Cauca, en el departamento del
Valle del Cauca, este valle se encuentra a una altura
promedio de 1000 msnm. Usando metodologias diag-
nosticas basadas en serologia para otras regiones de
Colombia, los porcentajes de infecciéon reportados son
mas altos que los aqui presentados. En el departamen-
to de Cordoba (Colombia, 18 msnm) el porcentaje de
animales infectados con B. bovis fue del 90,74%, 76,47 %
y de 71,95% en ganados B. taurus, mestizos y B. indicus
respectivamente (Herrera et al., 2008). En este mismo
departamento Blanco et al. (2015) en bovinos de la raza
Gyr reportan que el 3,05% animales es positivo para
Babesia spp. Rios et al. (2010), en ganaderias ubicadas
en la regiéon del Magdalena medio Colombiano (125
msnm) reportan una serorreactividad para B. bovis del
57,1% y para B. bigemina del 25,9%, sin relacién esta-
distica con la edad, sexo y hato.
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Valores de seroprevalencia en otros lugares del
mundo son de 86% para B. bovis y de 96% B. bigemina
en Departamento de Santa Cruz de la Sierra Bolivia
(Ledn et al., 2002). Regassa et al. (2003) al igual que en el
presente reporte, no encontré animales positivos para
B. bovis, mientras que el porcentaje de infeccién de B.
bigémina varié con la edad, teniendo un promedio de
72,3%. En Brasil Mattos et al. (2015) reportan una pre-
sencia de Babesisa spp del 52,5%.

Usando métodos de hibridaciéon de ADN, Garcia-
Sanmartin ef al. (2006) reportan la ausencia de animales
infectados con B. bigemina y una infeccién 2,2% con B.
bovis, resultado contrario a lo aqui presentado, mien-

tras que, Altay et al. (2008) reportan una infeccién de
0,77% de B. bigemina.

Con métodos de deteccién de la infeccién a partir
de PCR los reportes varian en comparacién con los acé
presentados, Chaudhry ef al. (2010) reporta una infec-
cién del 11% para B. bovis y de 18% para B. bigemina,
Bhat et al. (2015), reportan 7,35% de positivos para B. bi-
geming, mientras que, Laha et al. (2015) para esta misma
especie reportan la infecciéon en el 3,6% de los animales
evaluados. Usando variantes de la PCR convencional,
Bawm et al. (2016) usando la nPCR reporta infecciones
de B. bovis y B. bigemina 17,1% y 9,8% respectivamente,
y Buling et al. (2007) con una qPCR y reportan que de
20 animales expuestos a garrapatas ninguno fue posi-
tivo por PCR convencional a B. bovis y B. bigemina, pero
con qPCR 3 fueron positivos para B. bigemina. En gene-
ral, los reportes indican que los valores de prevalencia
de Babesia spp. son menores cuando son utilizados mé-
todos moleculares para el diagndstico de infeccion en
lugar de métodos serolégicos, ademas, la prevalencia
molecular de varié con respecto al método molecular
usado (PCR, nPCR y qPCR) y a la raza evaluada.

Con referencia a los polimorfismos del gen BoLA-
DRB3, estos ya han sido estudiados en la raza Hartén
del Valle. En la tabla II se presentan los principales
resultados usando la metodologia de la PCR-SBT como
método de genotipado. El presente trabajo muestra un
alto nimero de alelos, solo superado por el reporte de

Hernéndez et al. (2011). Al igual que en otros tres re-
portes el alelo *1101 es el mas frecuente, los alelos *2703
y *20012 también aparecen como de alta frecuencia en
dos reportes. Solo para Giovambeattista et al. (2013) el
valor de la Ho super6 levemente al de la He teniendo
un valor negativo de Fg y desviaciones significativas
del EHW. Para los demads reportes la He fue mayor
que la Ho y fue en promedio de 0,93, indicando alta
diversidad genética para este locus, aunque, este ex-
ceso de animales heterocigotos llevé a desviaciones
significativas en las proporciones teéricas de EHW y
en valores positivos de F. El valor F,; aca reportado es
menor que el presentado por Herndndez et al. (2011)
pero superior al de Hernandez et al. (2015). Estas di-
ferencias encontradas entre los reportes pueden ser
explicadas por el ndmero de fincas utilizadas para la
coleccion de las muestras, pues Giovambattista et al.
(2013) y Hernandez et al. (2011) solo tienen animales
de un hato, Hernandez et al. (2015) muestreo en cua-
tros hatos, mientras que, los animales empleados para
esta investigacion provienen de 5 fincas. Estos valores
de diversidad no son inesperados para genes Clase II
de los genes BoLA, conociendo su importante funcién
biologica en el organismo (Hernandez et al. 2015).

En la tabla IV, se muestran algunos trabajos de aso-
ciacién entre alelos DRB3 determinados por PCR-SBT y
algunas enfermedades en el ganado bovino. Usando el
método de genotipado de PCR-RFLP Duangjinda et al.
(2013) reportan que los alelos asociados con resistencia
a la infeccién con B. bigemina son el *10 y *51 y con B.
bovis el *14 y que el alelo *20 se relacionan con suscep-
tibilidad a B. bigemina, mientras que, los alelos *3 y *16
con susceptibilidad a B. bovis. Los métodos de genoti-
pado (PCR-RFLP y PCR-SBT) para el gen DRB3, tiene
influencias sobre el resultado de asociacién, pues un
mismo patrén de restriccién por PCR-RFLP puede ser
similar para varios alelos determinados por PCR-SBT
(Hernandez et al. 2011a). Asi, por ejemplo, el patrén
de restriccion para el alelo *20 que fue asociado a S a
la infeccién con B. bigemina, es similar para los alelos
*2301, *2901 y *3601 determinados mediante PCR-SBT,
de los cuales, los dos primeros no se encontraron en

Tabla IV. Reportes de asociacién entre alelos BOLA-DRB3 y resistencia y/o susceptibilidad a diferentes en-
fermedades (Reports of association between alleles BoLA-DRB3 and resistance and/or susceptibility to different diseases).

Ganado Enfermedad

Resistencia Susceptibilidad Referencias

Hartén del Valle Infeccién con B. bigemina

Hartén del Valle Presencia del VLB

Holstein Argentino Carga proviral

Negro Japonés Carga proviral

Zebu Anticuerpos contra Aftosa

Holstein Mastitis (SCC)

Anaplasma
Babesia bigemina
Babesia bovis

Bos indicus B. indicus x Holstein

Holstein x Eslovaca Manchada Paratubercolisis

Gyr Resistencia a Garrapatas

*1601,*1602,*0502, *0601

*1101, *2006, *20012 *2703 Presente estudio

*1101, *2709, *20012 *1002, *25011  Hernandez et al.,2011b

*0902, *1701 *1501, *1503
*1601

*0701, *1103,
*1101

*1201, *1501,

Juliarena et al., 2008

*0902, *1101 Miyasaka et al., 2013

*0201, *0801, *1501 Gowane et al., 2013

*1101, 2703, *0101 Yoshida et al., 2012

*14,*41/*10,*51/*14 *2/*20/*3,*16  Duangjinda et al., 2013

*1402, *1900,
*0101, *1102

*8, *16, *20, *27 -

Rastislav et al., 2012

Martinez et al., 2006
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este estudio y el dltimo tuvo una frecuencia de 4,2% y
con asociacién N. De igual manera, las equivalencias
de los alelos considerados como R a la infeccién con
B. bigemina, son para el alelo *10 por PCR-RFLP los
alelos *1601 y 1602 por PCR-SBT y para el alelo *51 por
PCR-RFLP el *4201 por PCR-SBT. Tal como se puede
evidenciar, los alelos con asociacién significativa (R o
S) a la infeccién con B. bigemina no concuerdan con la
presente investigacion. Otras razones por las cuales
pueden variar estos resultados son: el tamafio de mues-
tra utilizado, el método de diagnoéstico empleado y el
tipo racial evaluado.

La mayoria de los alelos tuvieron una asociacién
neutral a la infeccién y por tanto las frecuencias de los
alelos N y genotipos N/otro fueron las mas altas. Los
alelos aqui considerados como R también han sido
asociados con baja probabilidad de infecciéon con el
virus de la leucosis bovina (VLB), con disminucién
de la carga proviral del VLB y bajo conteo se células
somaticas en leche (tabla IV). De forma particular, el
alelo considerado S (*2703) a la infeccién con B. bigemi-
na se asoci6 a bajo conteo se células somaticas en leche
(tabla IV). La frecuencia de animales N /R (30,4%) fue
mas alta que los R/R (19,4%), estos resultados sugieren
una posible ventaja del heterocigoto, pues estos geno-
tipos son capaces de reconocer un amplio espectro de
antigenos, aumentando asi la eficiencia de estos indivi-
duos en comparacién con los individuos homocigotos.
Resultados similares de ventaja del heterocigoto son
presentados para mastitis y carga proviral del virus de
la leucosis bovina por Baxter ef al., 2008; Takeshima et al.,
2008 y Miyasaka et al., 2013.

Otra posible explicacion al fenémeno de estudio, in-
dicaria que polimorfismos en la regién regulatoria del
gen DRB3 (Ripoli et al., 2002) y no los polimorfismos
en la region codificadora, pueden estar asociados con
altos niveles de expresion de algunas variantes alélicas
del gen DRB3, como se ha demostrado en otros genes
y enfermedades (Konnai et al., 2006). Otros autores
aseguran que, mas que los polimorfismos en el ADN
del gen son los polimorfismos aminoacidicos en la
proteina. El alineamiento de las secuencias de aminoa-
cidos, predichas a partir de las secuencias de ADN de
los alelos R, muestran un motivo aminoacidico comun
entre ellos, de secuencia LFYS en las posiciones 25, 30,
31 y 56 de la cadena BoLA-DR@, mientras que el alelo
S tiene en estas mismas posiciones los aminoécidos
FYTD.

Este trabajo se evidenci6 el efecto del gen DRB3
en la probabilidad de infeccién con B. bigemina en el
ganado criollo Hartén del Valle, es el primer reporte
de asociacion usando el método de PCR-SBT para ge-
notipar el gen DRB3.

CONCLUSIONES

No se encontraron animales infectados con B. bovis,
y la prevalencia molecular para B. bigemina fue similar
a otros reportes. Los valores de diversidad genética del
gen DRB3 fueron similares a otros reportes existentes
para la misma raza. Se logré asociar a los alelos *1101,
*2006 y *20012 con la resistencia a la infecciéon con
B. bigemina y al alelo *2703 con la susceptibilidad. El
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ganado criollo Hartén del Valle posee alta frecuencia
acumulada de los alelos de resistencia. Los datos aca
reportados pueden ser usados en planes de mejora-
miento animal con el fin de aumentar la resistencia
genética a la Babesiosis.
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