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SECUENCIAS DEL GEN BOLA-DRB3.2
DE BOVINOS GUAYMi Y GUABALA DE PANAMA'

Axel Villalobos-Cortés?; Rita Gonzélez®

RESUMEN

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) ha sido asociado con caracteres de
importancia economica tales como produccién de leche, proteina y grasa en leche y con
resistencia o susceptibilidad a enfermedades tales como brucelosis, infestacion por
garrapatas, hemoparasitos y mastitis. El segundo exén del gen BoLA-DRB3 del CMH, es
altamente polimorfico y se han reportado 136 alelos que codifican elementos funcionales
de restriccién, proceso mediante el cual un linfocito puede reconocer un antigeno como
propio o extrafio. El objetivo de este trabajo fue validar un protocolo de amplificacion y
secuenciacién del segundo exon del gen BoLA-DRB3 en poblaciones bovinas Guaymi y
Guabala para realizar estudios de caracterizacién en Panama. Las secuencias obtenidas
presentaron identidad con el segundo exén del gen BoLA-DRB3.2 que oscilaron entre 87%
y 98%, en cuanto al nimero de pares de bases (bp), estas oscilaron entre 148 a 239 y
valores maximos (MAX SCORE) de entre 165 a 339. Los alelos con mayor frecuencia en
la raza Guabala fueron, *R-73 (21%) y el *1801(14%) y en la raza Guaymi fue el *0101
(38%). En cuanto a los alelos compartidos, se observd que ambas razas comparten los
alelos, *0101 y *R-73. Desde el punto de vista de la conservacién y uso de la biodiversidad,
las razas Guaymi y Guabala representan una potencial reserva de genes que deben ser
estudiados y fomentar su uso dentro de programas donde se requiera minimo uso de
insumos o, dentro de esquemas de cruzamientos donde se requieran animales de alta
rusticidad de tipo Bos taurus x Bos taurus.
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SEQUENCES OF GENE BOLA-DRB3.2
FROM THE GUAYMI AND GUABALA CREOLE CATTLE OF PANAMA

ABSTRACT

The major histocompatibility complex (MHC) has been associated with economically
important traits such as milk production, protein and fat in milk and with resistance or
susceptibility to diseases such as brucellosis, tick infestation, hemoparasites and mastitis.
The second exon of the BOLA-DRB3 gene of CMH is highly polymorphic and 136 alleles
that encode functional restriction elements have been reported, through which a lymphocyte
can recognize an antigen as its own or foreign. The objective of this work was to validate a
protocol for the amplification and sequencing of the second exon of the BoLA-DRB3 gene
in Guaymi and Guabala bovine populations to carry out characterization studies in Panama.
The obtained sequences showed identity with the second exon of the BoLA-DRB3.2 gene
that oscillated between 87% and 98%, in terms of the number of base pairs (bp), these
ranged between 148 and 239 and maximum score (MAX SCORE) between 165 to 339. The
most frequent alleles in the Guabala breed were, *R-73 (21%) and *1801 (14%) and in the
Guaymi breed it was *0101 (38%). Regarding shared alleles, it was observed that both
breeds share the alleles, *0101 and *R-73. From the point of view of the conservation and
use of biodiversity, the Guaymi and Guabala breeds represent a potential reserve of genes
that must be studied and promote their use within programs that require minimum use of
inputs or, within crossbrreeding schemes where highly rustic animals of the Bos taurus x
Bos taurus type are required.

KEY WORDS: Creole cattle, biodiversity, conservation, characterization, gen BoLA.

INTRODUCCION leucosis enzodtica bovina (Juliarena et al.
El complejo mayor de 2008, Panei et al. 2009).

histocompatibilidad (CMH) ha sido
asociado con caracteres de importancia Se han reportado trabajos sobre
econdmica tales como la produccion de caracterizacion del gen BOLA-DRB3.2 en
leche (Machado et al. 2005), proteina y razas criollas colombianas como el
grasa en leche (Do Nascimento et al. Blanco Orejinegro, Romosinuano y
2006) y con enfermedades tales como Costefio con Cuernos, cuyos resultados
brucelosis (Martinez et al. 2005), indican que el ganado criollo colombiano
infestacién por garrapatas (Martinez et al. posee genes de resistencia a
2006), hemoparasitos (Hernandez et al. enfermedades (Martinez et al. 2005,
2011), mastitis (Zambrano et al. 2009) y Castro et al. 2006, Darwin 2010).
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También se ha detectado en ganado
(Portillo  2006), en
ganado cebu (De y Singh 2006) y en

criollo mexicano

razas sintéticas como la raza Senepol
2007).
polimorfismos en el gen BOLA-DRB3.2 se

(Mariasegaram Algunos
han relacionado con el desarrollo de
resistencia o susceptibilidad al Virus de la
(VLB).

realizados por Lewin et al. (1988) y Xu et

Leucosis  Bovina Estudios
al. (1993) revelaron que la presencia de
los aminoéacidos Glu-Arg (en la posicion
70-71) y Glu, Arg y Val (en las posiciones
74, 77 y 78) de la cadena BOLA-DRB
estaban asociados con ausencia de
linfocitosis persistente y desarrollo de

tumores, respectivamente (Aida 2001).

BOLA-DRB3.2 es

altamente polimorfico, Takeshima y Aida

El  gen

(2006) han reportado 136 alelos que

codifican elementos funcionales de
restriccién, proceso mediante el cual un
linfocito puede reconocer un antigeno
como propio o extrafio (Davies et al.

1997, Maccari et al. 2017).

En Panama se han desarrollado
trabajos de caracterizacion genética de
las razas criollas Guaymi y Guabala
(Villalobos-Cortés et al. 2010) por lo que
la posibilidad de encontrar alelos del gen
BOLA-DRB3.2 y su

programas de

utilizaciéon en

conservacion y

mejoramiento genético son de
importancia estratégica. Por otro lado,
existen otras razas localmente adaptadas
de interés en la produccion animal, que
también  podrian  presentar alelos
asociados a resistencia y susceptibilidad
de enfermedades, por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue validar un protocolo de
del

segundo exon del gen BoLA-DRB3 en

amplificacibn y  secuenciacion
poblaciones bovinas Guaymi y Guabala
para realizar estudios de caracterizacién

en Panama.

MATERIALES Y METODOS
Se realiz6 un muestreo aleatorio
criollos

de pelo de 22 bovinos

panamefios. 11 animales de las
poblaciones Guaymi (GY); 11 animales
de la poblacion Guabald (GUA). Las
muestras de los animales GY se
obtuvieron del nucleo de conservacion del
IDIAP ubicado en la Finca Calabacito,
provincia de Veraguas; las muestras de
las poblaciones GUA se obtuvieron del
nucleo de conservacién en el Subcentro
Ollas Arriba, Panama Oeste y de la Finca
ubicada en

Agroturistica, La Isleta

Guabala, provincia de Chiriqui.

El protocolo de extraccion
consistid en un método modificado para
mini preparaciones en tubos de 250ul

(Villalobos 'y Gonzalez 2017). Se
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colocaron 10 muestras de pelos de
bovino obtenidas de la borla; en cada
tubo se agregaron 150ul del reactivo; se
aplicé vértex por 15 segundos; luego se
incubaron a 65° C por 6 minutos,
nuevamente se aplicé voértex por 15
segundos e incubaron a 98° C por 2
minutos. Las muestras se guardaron a -

20° C para su uso en el experimento.

El rendimiento ADN obtenido fue
de 2.2 ng/ul por cada muestra de ADN
extraida. La amplificacion del segundo
exon del gen BoLA-DRB3, se realizdé en
un equipo de PCR, mediante un protocolo
semi-anidado. En las reacciones de PCR
se utilizaron los oligonucleotidos: HLO30:
5-ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3;;
HLO31: 5-TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-
3; HL032: 5-TCGC CGCTCAGTGAAACTCTC-3
(Groenen et al. 1990; Siguardardorttir et

al. 1991).

En la primera reaccidon de
amplificacién se utilizaron los
oligonucledtidos HLO30 y  HLO31

(0,5mM), en 25ul de mezcla total, con 70
a 100 ng de ADN, 0,2 mM de cada DNTP,
1x de tampén PCR, 1,5 mM MgCl, y 1U
de Taq ADN polimerasa. El programa de
amplificacién consté de una
desnaturalizacién inicial de 3 minutos a
94° C, 10 ciclos de 25 segundos a 94° C,

30 segundos a 60° C y 30 segundos a

72°C, con una extension final de 5

minutos a 72° C (Dietz et al. 1997).

Para realizar la segunda reaccion
se tomaron 5pl de la primera reaccion de
PCR los
HLO30 y HLO32 en un volumen total de
25ul, con las mismas concentraciones de
DNTP, tampén PCR, MgCl, y Tag ADN

polimerasa y

utilizando oligonucledtidos

consto de una
desnaturalizacion inicial de 94° C a 4
minutos seguida de 25 ciclos de
desnaturalizacion 94° C a un minuto;
anillamiento de 67° C a 2 minutos y
elongacién de 72° C a un minuto y una
extension final de 72° C por 5 minutos

(Takeshima et al. 2006).

Los productos de PCR fueron
resueltos en un analizador de fragmentos
digital. Una vez verificado el tamafio de
los fragmentos, fueron sometidos a un
proceso de purificacion mediante
columnas con filtro Microcon de Merck
millipore. Se realizé la cuantificacion y
validacion de la calidad de amplicones en
un analizador de fragmentos mediante el

Kit DNF-915 dsDNA.

De los 22 animales muestreados
se tomaron 15 con mejor calidad para
realizar la secuenciacibn de los
fragmentos amplificados, los cuales se
mediante el kit

llevaron a cabo
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BigDye® Terminator v1.1 utilizando un
equipo de secuenciacion Sanger, ABI
3500 de Applied Biosystems. Las
secuencias obtenidas se editaron y
alinearon en los programas BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall 1999) y
MEGA 7 2015) vy

posteriormente analizadas utilizando el

(Kumar et al

programa BLASTn del Centro Nacional

para Informacion en Biotecnologia
(NCBI). Como secuencia de referencia se
utilizé el gen del segundo exon del

Antigeno Leucocitario Bovino BoLA-

DRB3.2 del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo I (MHC II),
depositado en Genbank, numero de

accesion, JN887487 .1

RESULTADOS Y DISCUSION

296bp
correspondientes al segundo exon del
gen BoLA-DRB3 de
Guaymi (24, 25y 27) y Guabala (37, 38 y

41); a la extrema derecha se presenta el

Los fragmentos de

las poblaciones

marcador de pares de bases (M) ver

Figura.

T T

‘;

|

Figura. Electroforesis de amplicones de PCR de 296bp correspondiente al segundo
exon del gen BoLA-DRB3; 24, 25 y 27: Bovino Guaymi; 37, 38 y 41 Bovino Guabalay
M marcador de pares de bases, mediante analizador de fragmentos.

Villalobos-Cortés y Gonzalez. SECUENCIAS DEL GEN BOLA-DRB3.2 DE BOVINOS GUAYMI Y GUABALA DE PANAMA

26



2018. CIENCIA AGROPECUARIA no. 28:22-36.

El tamafo de fragmento reportado
en el presente trabajo (296bp) es menor
a los reportados por Maillard et al. (1999)
y Maillard et al. (2003) quienes obtuvieron
tamafios de fragmentos de 304bp en
estudios similares de razas Cebu de la
isla de Martinica; Behl et al. (2007) y Behl
et al. (2009) también reportan tamanos de
fragmentos en el gen BoLA-DRB3.2 de
304bp en ganado Kankrej y Sahiwal
respectivamente, sin embargo las
diferencias en los tamafios son atribuidas
a diversos factores particularmente al uso
de distintos cebadores a los utilizados en el
presente trabajo, por ejemplo, cebadores
como Bod1, Bod2 y PASA en el caso de los
estudios realizados por Maillard et al.
(1999) y Maillard et al. (2003); LA31 y LA32
en el caso de Behl et al. (2007) y Behl et al.
(2009). Por otro lado, fragmentos con
12bp

resultantes en el presente trabajo reportan

diferencia de respecto a los
otros autores tales como Paswan et al.
(2005) trabajando con bovinos y bufalos en
Izatnagar, India; Parnian et al. (2006) en
ganado Holstein; Portillo et al. (2006) con
ganado criollo en México, Pashmi et al.
(2007) con ganado Holstein, Tamoorespur
et al. (2007) y Sadeghi et al. (2008) en
ganado Sistani de Iran, Oprzadek et al.
(2012) en ganado Holstein de Polonia y
(2012) en el

Mazandarani de Iran. Cabe destacar que

Mosafer et al. bufalo

en los trabajos arriba citados se utilizaron
los mismos juegos de cebadores que en el
presente trabajo (HLO30, HLO31 y HLO32).

Una vez lograda la amplificaciéon de
los fragmentos del gen BoLA-DRB3 con su
correspondiente tamafio de pares de
bases, se tomaron 22 amplificados de las
muestras con mejor calidad para realizar la
secuenciacion. Los resultados obtenidos
en BLASTn presentaron identidad con el
segundo exon del gen BoLA-DRB3 que
oscilaron entre 87% y 98%, en cuanto al
numero de pares de bases (bp), estas
oscilaron entre 148 y 239 y valores
maximos (MAX SCORE) de entre 165 y
339. Del total de amplificados se obtuvieron
17 diferentes alelos secuenciados. Los mas
*0101 (18%), *R-73
(18%) y *1801 (9%) ver Cuadro.

frecuentes fueron

Los valores para cada poblacién
obtenidos en BLASTn donde se observé
que la raza Guabala presenté la mayor
diversidad de alelos (11) en relacién con la
Guaymi (6) ver Cuadro. Los alelos mas
abundantes en la raza Guabalé fueron, *R-
73 (21%) y el *1801(14%) y en la raza
Guaymi fue el “0101 (38%). En cuanto a los
alelos compartidos, se observé que ambas
razas comparten los alelos, *0101 y *R-73.
El porcentaje de identidad, en la Guabala

oscilé entre 91% y 96%, el bp
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CUADRO. VALORES DE FRECUENCIA (FREC), PORCENTAJE DE FRECUENCIA (%FREC),
TAMANO DE PARES DE BASES (BP), VALOR MAXIMO, VALOR DE PROBABILIDAD
(E-VALUE) Y PORCENTAJE DE IDENTIDAD (%) DE ALELOS DE SECUENCIAS
OBTENIDAS DEL GEN BOLA-DRB3.2 DE LAS RAZAS GUAYMi Y GUABALA.

RAZA GUABALA FREC %FREC bp Valor Maximo e-value % ldentidad

*0101 1 7 181 276 1,0E-70 95
*0201 1 7 176 224 5,0E-55 91
*1801 2 14 196 302 2,0E-76 96
*3001 1 7 206 300 1,0E-77 96
*R-08 1 7 197 278 4,0E-71 93
*R-121 1 7 211 302 3,0E-78 93
*R-142 1 7 208 329 1,0E-86 95
*R-177 1 7 209 311 5,0E-81 94
*R-194 1 7 205 309 2,0E-80 95
*R-21 1 7 210 324 6,0E-85 95
*R-73 3 21 212 302 3,3E-67 93
RAZA GUAYMI
*0101 3 38 208 321 6,7E-81 95
*1101 1 13 219 294 5,0E-76 93
*1104 1 13 148 165 3,0E-37 87
*3601 1 13 215 285 3,0E-73 93
*R-09 1 13 224 278 5,0E-71 91
*R-73 1 13 195 281 3,0E-72 95
entre 176 y 212 y el Max Score entre 224 RFLP (Martinez et al. 2005, Hayashi et al.
y 324, respectivamente. En ese mismo 2017), en el presente ftrabajo se
orden, la raza Guaymi obtuvo porcentajes seleccion6 el método de secuenciacion
de identidad entre 87% y 95%, valores de de amplicones mediante el método
bp entre 148 y 224 y Max Score entre 165 Sanger ya que el mismo presenta un
y 321. A diferencia de otros trabajos mejor poder resolutivo (Baltian et al.
donde se utilizan el método de PCR- 2012). Los alelos observados en el
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presente trabajo han sido reportados por
Martinez et al. (2005), como el alelo
*0101, *1801, *3001, *1101, en el ganado
criollo en Colombia, quienes realizaron
estudios de asociacion a resistencia a
enfermedades como infestacion de
garrapatas y brucelosis. Por otro lado, De
y Singh (2006) reportaron el alelo *0201 y
*1801 en razas Bos indicus (Gaolao,
Red Sindhi

india.

Sahiwal, Haryana, and

Tarparkar) de la Trabajos
realizados por da Mota et al. (2002) en
raza Gyr de Brasil mostraron la presencia
de los alelos *0201, *3001, *3601y *1801
siendo el alelo de mayor frecuencia el

*3601.

En un estudio de asociacion de
alelos con la infeccién natural de Babesia
spp. en ganado Harton del Valle realizado
por Bolafios et al. (2017) se reportaron los
alelos *0101, *1801, *3001, *1101, *1104,
*3601 siendo el alelo *1107 identificado
como asociado a resistencia a la infeccion
por Babesia bigemina. Este mismo alelo
ha sido asociado a resistencia a Leucosis
bovina en la misma raza (Hernandez et al.
2011), mastitis subclinica en Holstein
(Yoshida et al. 2012).

asociacion del gen BoLA-DRB3.2 con

Estudios de

perfiles de infeccion de leucosis enzodtica
bovina realizados por Nikbakth et al.
(2016) en Irdn con raza Holstein Irani,

mostraron que el alelo *0101 y *1101

estan correlacionados a la susceptibilidad
a linfocitosis persistente y el alelo *1802
con susceptibilidad a linfosarcoma. Por
otro lado, estos mismos alelos *1101 y
*0101 mostraron asociacion con la
resistencia a linfosarcoma. Por lo que no
se descarta la probabilidad que los alelos
reportados en el presente trabajo tengan
el mismo potencial de expresar este

rasgo.

De los alelos DRB3*R obtenidos,
las variantes *R-73, *R-142 y el *R-177
fueron reportadas por Posso et al. (2012)
como alelos nuevos en Harton del Valle.
Igualmente, Wang et al. (2008) reportaron
el *R-21, *R-73, *R-121 y *R-08, *R-09
*R-142, *R-177, *R-194, en un estudio
realizado en bovino amarillo de China
realizado en el Colegio de Ciencia Animal
y Tecnologia de la Universidad Agricola
de China. La relevancia que durante los
ultimos afios han tenido las
investigaciones sobre el gen BoLA-DRB3
y otros genes en produccion animal
desarrolladas por distintos
investigadores, es su inclusién en la
seleccion de marcadores de resistencia
en el control de enfermedades. Animales
con un juego favorable de alelos tienen la
capacidad de

responder mejor a

tratamientos meédicos y vacunas a
diferencia de individuos susceptibles. Un

ejemplo es el caso de los alelos del gen
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BoLA-DRB3*0901, 0902* 'y *1701,
asociados a resistencia a la linfocitosis
persistente en leucosis enzodtica bovina
y una baja incidencia de linfocitos
infectados por el virus (Xu et al. 1993,
Juliarena et al. 2017). Ademas, bajo
condiciones naturales, animales con el
alelo *0902, no transmiten la infeccion en
el hato y este ultimo y el alelo *1701,
estdin asociados a resistencia a
infecciones intramamarias de animales
de alta produccion (Esteban et al. 2009).
Con los resultados obtenidos sobre
BoLA-DRB3, Esteban et al. (2009) han
propuesto un método alternativo de
control y erradicacion del virus de la
leucosis enzoodtica bovina utilizando los
alelos previamente mencionados creando
un perfil de los animales y sus genotipos
y variando la frecuencia alélica del hato
hacia un mayor porcentaje de animales
resistentes, por lo que con el tiempo se

podria eliminar la enfermedad.

CONCLUSIONES
Se amplificaron y secuenciaron
del BoLA-DRB3.2

las obtenidas en

fragmentos gen

similares a razas
criollas y cebuinas de otras regiones del
mundo y que se encuentran asociadas a
la resistencia/susceptibilidad a
enfermedades de importancia
economica. Desde el punto de vista de la

conservacion y uso de la biodiversidad,

las razas Guaymi y Guabala representan
un potencial banco de genes que debe
ser estudiado y fomentar su uso dentro
de programas donde se requiera minimo
uso de insumos o bajo esquemas de
cruzamientos donde se requieran
animales de alta rusticidad de tipo Bos
taurus x Bos taurus. Iguamente se abre
la posibilidad de desarrollar programas
de  control y  erradicacion de
enfermedades virales como la leucosis
enzootica bovina mediante la seleccién
asistida por marcadores particularmente

del gen BoLA-DRB3.
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