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Abstract 
Nowaday the use of molecular markers is a tool widely used in breeding programs. 
The polymorphism of BoLA DRB3.2 gene has been associated with traits of high 
importance in dairy cattle as resistance or susceptibility to mastitis and other diseases. 
The aim of this study was to determine the BoLA DRB3.2 allele patterns in a 
population of pure and crossbred Holstein cows with BON (white with black ears) 
(BXH), breed adapted to the tropics of Colombia. In this study were identified twenty 
seven BoLA DRB3.2 alleles with frequencies ranging from 0,8-15,9% in Holstein 
brred and from 2-20% in BxH. The five most frequents alleles to Holstein were BoLA 
DRB3.2* 23, 22, 24, 16 y 8 with a frequencie accumulate of 56.1% and the five more 
frequents alleles to BxH were: BoLA DRB3.2*23, 24, 20, 39 and 22 with frequencies 
ranging from 2 to 20%; in theBxH group was identified using nucleotides sequences 
analysis a new allele, the fbd, never reprted by any researcher.  

 
Resumen 
En la actualidad el uso de marcadores moleculares es una herramienta de amplia utilización en programas de 
mejora genética. El polimorfismo del gen BoLA DRB3.2 ha sido asociado con características de alta 
importancia en ganado lechero como la resistencia o susceptibilidad a mastitis y de otras enfermedades. El 
objetivo de este estudio fue determinar los patrones alélicos del gen BoLA DRB3.2 en una población de vacas 
Holstein puras y cruzadas con la raza BON (Blanco Orejinegro) (BxH), de amplia adaptación al trópico 
colombiano. En este estudio fueron identificados 27 alelos BoLA DRB3.2 con un rango de frecuencias de 0,8-
15,9% en la raza Holstein y 2-20% en BxH. Los cinco alelos más frecuentes para la raza Holstein fueron BoLA 
DRB3.2* 23, 22, 24, 16 y 8, con una frecuencia acumulada de 56,1% y los cinco alelos más frecuentes en BxH 
fueron BoLA DRB3.2*23, 24, 20, 39 y 22, con una frecuencia acumulada de 62%; en el grupo BxH se 
identificó mediante análisis de secuencias nucleotídicas un alelo que no había sido reportado anteriormente por 
ningun autor, correspondiente al BoLA DRB3.2* fbd. 
 
Introducción 
Las enfermedades infecciosas son parte de los problemas que afectan frecuentemente la salud de los bovinos, 
siendo un factor limitante en la producción de carne y leche (Van Dorp et al., 1999).  Esto se refleja en aumento 
de animales descartados prematuramente, descarte de leche contaminada, bajo índice de fertilidad como 
consecuencia de problemas reproductivos, incremento de gastos por tratamientos y medicamentos veterinarios, 
bajo índice de crecimiento de los animales y uso de antibióticos y medicamentos que afectan la seguridad 
alimentaria. Actualmente se han descrito polimorfismos genéticos en algunos genes relacionados con 
características productivas y características sanitarias como el gen BoLA DRB3.2. 
El CMH en bovinos es conocido como antígeno leucocitario bovino (BoLA) y está localizado en el brazo corto 
del cromosoma 23 de los bovinos. Dentro del BoLA se encuentra localizado el gen DRB3, el cual es el de 
mayor expresión y tiene un alto polimorfismo principalmente en el exón 2 (DRB3.2) que codifica el sitio de 
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unión a antígeno (Andersson and Davies, 1994). Este exón ha sido utilizado como marcador molecular y se han 
identificados 121 variante alélicas (Wang et al. 2008). Algunos alelos BoLA DRB3.2 han sido asociados con 
ocurrencia a enfermedades infecciosas como la mastitis bovina (Sharif el al. 1998., Rupp et al. 2007). El 
presente trabajo tuvo por objeto determinar por medio de la técnica: PCR-RFLP, las variantes alélicas del gen 
BoLA DRB3.2 presentes en vacas de raza Holstein y del cruce de razas BON x Holstein (BxH) del Hato 
Paysandú de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. 
 
Material y métodos 
Fueron genotipificadas 91 vacas, 66 de raza Holstein y 25 del cruce BON x Holstein (BxH) para el exón 2 del 
gen DRB3 del BoLA. El DNA bovino fue obtenido de muestras de células mononucleares de sangre del cual se 
obtuvo el amplificado del exón 2 por PCR semianidada empleando la metodología desarrollada por Van Eijk et 
al. (1992). El polimorfismo del gen fue identificado por PCR-RFLP empleando tres enzimas de restricción, el 
amplificado obtenido en la segunda ronda de PCR fue digerido con tres enzimas restricción RsaI, BstYI (New 
England BioLabs®) y HaeIII (Fermentas®) para obtener los RFLP’s. Las muestras digeridas fueron resueltas en 
geles de agarosa como lo describe Gilliespie et al. (1999). La identificación de los alelos del gen BoLA DRB3.2 
se realizó por combinación de los diferentes patrones de restricción obtenidos en el siguiente orden RsaI, BstYI, 
HaeIII para cada muestra de acuerdo a la nomenclatura alélica reportada por Van Eijk et al. (1992); Maillard et 
al. (1999); Rusell et al. (2000). Los alelos identificados fueron confirmados por secuenciación para lo cual se 
purificó el fragmento amplicado empleando el kit QIAquick (QIAGEN) y enviadas a la empresa Macrogene Inc 
en Seúl Corea para el análisis de secuenciación. Para el análisis de las frecuencias alélicas y genotípicas y el 
equilibrio Hardy-Weinberg, se utilizó el paquete estadístico GENEPOP Versión 3,3 (Raymond y Rousset, 
1995).  
 
Resultados 
Mediante la técnica PCR-RFLP fueron identificados 27 alelos BoLA DRB3.2 en las poblaciones estudiadas, de 
los cuales 18 fueron encontrados en (BxH) y 23 en la raza Holstein. La población se encontró en equilibrio de 
Hardy- Weinberg para este locus. En la raza Holstein se determinó que el 79% de las vacas fueron 
heterocigóticas y el 21% homocigóticas, para BxH se obtuvo un resultado muy similar, 80% de heterocigóticos 
y 20% homocigóticos para el gen BoLA DRB3.2.  Las frecuencias alélicas para la raza Holstein se ubicaron 
entre 0,8 y 15,9%, siendo los alelos más frecuentes el 23, 22 y 24 y en BxH del 2 hasta 20%, siendo los alelos 
más frecuentes el 23, 24 y 20 (tabla I).  En el grupo de vacas BxH se identificó el alelo fbd, el cual no ha sido 
reportado en estudios anteriores. 
 
Discusión 
El perfil de alelos identificados en la raza Holstein fue muy similar a los resultados de otros estudios. Los 10 
alelos más frecuentes identificados tienen una frecuencia acumulada de 78.1%. Siete de estos alelos BoLA 
DRB3.2*8, 16, 18, 22, 23, 24, y 27, fueron reportados por diferentes autores (Starkenburg et al. 1999., Nasiry et 
al. 2008) en sus estudios dentro de los 10 mas frecuentes. Sharif et al. (1998) y Rupp et al. (2007), reportaron 5 
de los 10 alelos encontrados más frecuentes en este estudio: 8, 16, 22, 23 y 24.  
Este perfil alélico se ha encontrado solo en la raza Holstein y es diferente de otras razas, por ejemplo en la raza 
Shorthorn Japonés (Takeshima, 2002) los seis alelos más frecuentes son: 8, 9, 21, 27, 7 y 24 con el 70% de 
frecuencia alélica acumulada (FrA). En la raza Criollo argentino (Giovanbatista et al. 1996) los seis alelos más 
frecuentes con 73% de FrA son: 15, 18, 24, 20, 27 y 5. En la raza Jersey (Gilliespie et al. 1999) los siete alelos 
más frecuentes son: 10, 15, 8, 21, 36, 17 y el alelo “ibe” con una FrA de 79,4% en la población de estudio. En la 
raza Angus (Golijow, 1996) los siete alelos más frecuentes son: 36, 8, 4, 15, 22, 20 y 10 con 76,6% de FrA y en 
la raza Ayshire (Udina et al. 1998) los 5 alelos más frecuentes son: 8, 7, 28, 10 y 24. Los alelos 33, 39, 50 y kba 
que fueron identificados en este estudio para la raza Holstein con frecuencias alélicas de 0.015, 0.061, 0.053 y 
0.030 respectivamente, no han sido reportados en otros estudios para esta raza. 
Para BxH, dentro de los 18 alelos identificados en este estudio, 10 fueron reportados por Martinez et al. (2005), 
en la raza BON dentro de los cuales están: BoLA DRB3.2*8,11,16,18,19,20,22,23,24,37 con una frecuencia de 
33,7% comparada con la de este estudio que fue de 74%. Las frecuencias alélicas son diferentes en las vacas 
BxH de esta investigación, comparadas con la raza BON. Esta diferencia se debe posiblemente al cruce de razas 
(BONxHolstein).  
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Tabla I. Frecuencia alélica para el gen BoLA DRB3.2 de vacas Holstein y BxH (Allele frequencies 
for BoLA DRB3.2 gene of Holstein and BxH cow) 

Alelo DRB3.2 
Combinación 

RsaI/BstYI/HaeIII 
Frecuencia Alélica para 

Holstein 
Frecuencia Alélica para 

BxH 
23 nba 0,16 0,20 
22 mba 0,13 0,08 
24 nbb 0,11 0,14 
16 jbd 0,11 0,02 
33 nbf 0,06 0,04 
8 faa 0,06 0,02 
39 tba 0,05 0,02 
37 oba 0,04 0,08 
27 obf 0,04 ----- 
18 lbf 0,03 0,02 
kba kba 0,03 ----- 
36 lba 0,02 0,06 
14 hbb 0,02 0,02 
10 fba 0,02 ----- 
51 gaa 0,02 ----- 
20 lbb 0,02 0,12 
11 gea 0,02 0,02 
6 daa 0,02 ----- 
50 xba 0,02 ----- 
9 fda 0,02 ----- 
28 obb 0,01 0,06 
25 oaa 0,01 ----- 
2 bba 0,01 ----- 
19 sbb ----- 0,04 
fbd fbd ----- 0,02 
iaa iaa ----- 0,02 
laa laa ----- 0,02 

Total  1 1 
 
Conclusiones 
El gen BoLA DRB3.2 en el Hato Paysandú es altamente polimórfico, ya que fueron identificadas 27 variantes 
alélicas, dentro de las cuales las variantes BoLA DRB3.2*33, 39, 50 y kba no han sido reportadas en la raza 
Holstein aunque han sido reportados en otras razas en bajas frecuencias, las variantes fbd, iaa y laa fueron 
encontradas solo en el  cruce BxH en este estudio y que posiblemente provengan de la raza BON, siendo un 
reporte nuevo para esta raza. 
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