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Resumen
La leucosis bovina enzoótica es una enfermedad del ganado bo-
vino adulto causada por el retrovirus de la leucemia bovina. Se 
puede manifestar como: una forma asintomática aleucémica, 
con un número normal de linfocitos B en sangre; una forma de 
linfocitosis permanente, con aumento del número de linfocitos 
B y como una presentación linfoproliferativa tumoral en forma 
de linfosarcoma. Los alelos de los genes del Complejo Principal 
de Histocompatibilidad Bovino (BoLA) han sido asociados con 
resistencia y susceptibilidad a enfermedades infecciosas. El ob-
jetivo general del presente estudio consistió en asociar los poli-
morfismos del exón 2 del gen BoLA-DRB3.2, definidos mediante 
la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa y la técnica de 
Polimorfismos de la Longitud de los Fragmentos de Restricción 
(PCR-RFLP), con resistencia/susceptibilidad a leucosis en vacas 
Holstein de La Pampa. Se basó en un diseño caso/control, para 
lo cual se tomó muestra de sangre a 150 animales en 3 opor-
tunidades con intervalos de tres meses cada una. Los animales 
fueron incluidos en el grupo caso cuando dieron positivos en la 
prueba de inmunodeficiencia en agar (DIDA) y cuyo recuento 
linfocitario en sangre fue ≥ 10.000 linfocitos/µl y el grupo con-
trol estuvo constituido con animales negativos en DIDA y que te-
nían < 10.000 linfocitos/µl de sangre. Los tests Exacto de Fisher 
y Odds Ratio (OR) de Woolf-Haldane se utilizaron para estudiar 
la asociación entre recuento de linfocitos y resultados del DIDA 
con las variantes alélicas. En 82 animales genotipados por PCR-
RFLP el alelo DRB3.2*22 evidenció un OR= 5,332 (p= 0,0138) y 
el alelo DRB3.2*11 mostró un OR= 0,11 (p=0,001) siendo más 
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frecuentes en el grupo caso y en el grupo control, respectiva-
mente. Estos resultados evidenciarían que vacas con el alelo 
DRB3.2*22 presentarían mayor riesgo a desarrollar leucosis y 
vacas con el alelo DRB3.2*11 un menor riesgo (resistencia). El 
análisis de la relación entre alelos del gen BoLA-DRB3.2 y resis-
tencia/susceptibilidad a leucosis podría mejorarse con investi-
gaciones profundas en linajes familiares de vacas lecheras.
Palabras claves: Gen DRB3, PCR-RFLP, resistencia, susceptibi-
lidad, leucosis.

Polymorphisms of BoLA-DRB3 gene 
and its association with resistance / 
susceptibility to Leucosis in Holstein 
cattle from La Pampa
Abstract
EBL is a disease of adult cattle caused by the retrovirus, bovine 
leukemia. It can manifest: aleukemic an asymptomatic form, 
with a normal number of B lymphocytes in the blood; a form of 
permanent lymphocytosis, with an increase in the number of B 
lymphocytes and finally a lymphoproliferative tumor presenta-
tion in the form of lymphosarcoma. The alleles of the genes of 
the Bovine Major Histocompatibility Complex (BoLA) have been 
associated with resistance and susceptibility to infectious dis-
eases. The overall objective of this study was to associate poly-
morphisms of the BoLA-DRB3.2 gene, defined by the technique 
of polymerase chain reaction technique and polymorphisms 
length of the restriction fragment (PCR-RFLP), with resistance / 
susceptibility to leucosis in Holstein cows of La Pampa. It relied 
on a case/control design, for which blood samples were taken to 
150 animals in 3 opportunities with intervals of three months 
each. The case group comprised animals that were positive in 
the immunodiffusion agar animals test (DIDA) and whose blood 
lymphocyte count was ≥ 10.000 linf/µl and the control group 
included cows that ware negative for DIDA and present < 10.000 
linf/µl of blood. Fisher’s Exact test and Odds Ratio (OR) of 
Woolf-Haldane were used to study the association between lym-
phocyte count and DIDA results with allelic variants. In 82 ani-
mals genotyped by PCR-RFLP, the DRB3.2*22 allele showed an 
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OR = 5.332 (p = 0.0138) and DRB3.2*11 allele had a OR value of 
0.11 (p=0.001) and were the most frequent in the control group 
and in the case group, respectively. These results would showed 
DRB3.2*22 allele and DRB3.2*11 allele a high risk of having 
leucosis (susceptibility) and low risk to suffer (resistance) re-
spectively. The analysis of the relationship between alleles of 
the BoLA and resistance/susceptibility to leucosis could be im-
proved with deep research on family lineages of dairy cows.
Keywords: BoLA-DRB3 gene, PCR-RFLP, resistance, susceptibil-
ity, leucosis

Introducción

La leucosis bovina enzoótica (LBE) es una enfermedad del ga-
nado bovino adulto causada por el retrovirus de la leucemia 
bovina (VLB). Se puede manifestar de tres formas diferentes: 
una forma asintomática aleucémica (AL), caracterizada por un 
número normal de linfocitos B en la circulación sanguínea; una 
forma de linfocitosis permanente (LP), que posee un aumento 
sostenido del número absoluto de linfocitos B en la sangre y por 
último una presentación linfoproliferativa tumoral en forma de 
linfosarcoma o linfoma maligno con la presencia de masas sóli-
das tumorales, infiltrando diferentes órganos y tejidos (Burny et 
al., 1987; Ogawa et al., 1987). 

El ganado puede infectarse a cualquier edad, incluida la fase 
embrionaria. La forma Aleucémica (AL) afecta al 70% de los 
bovino VLB positivos (+). Estos animales no muestran transtor-
nos hematológicos, siendo el número de linfocitos B dentro de 
los valores normales. En la linfocitosis persistente (LP) afecta 
a un 30-35% de los animales infectados y puede prolongarse 
por años. Se traduce en un aumento en el número de linfocitos 
B circulantes (Ketman et al., 1980) y una pequeña proporción 
tumores (linfosarcomas) en varios órganos internos (Martinez 
et al., 2005). Los síntomas clínicos, cuando se presentan, depen-
den de los órganos afectados. La susceptibilidad del ganado a 
una linfocitosis persistente está determinada genéticamente y 
quizá también el desarrollo del propio tumor. Se demostró que 
los rodeos infectados con VLB presentaban menor producción 
láctea (2,5-3% a nivel poblacional) y un aumento en la tasa de 
pérdidas selectivas, así como una mayor susceptibilidad a otras 
enfermedades de etiología infecciosa, del tipo de la mastitis, 
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diarrea y neumonía, pero el efecto sobre la fertilidad fue esca-
so (Emanuelsson et al., 1992). También se ha registrado infec-
ción natural en búfalos y ovejas. El ganado con linfosarcomas 
(5%) casi siempre muere súbitamente, en semanas o en meses 
después de la aparición de los síntomas clínicos. En general la 
fase de tumor se presenta en animales con LP, pero también 
puede desarrollarse en animales aleucémicos sin signos clínicos 
(Ferrer et al., 1979). Generalmente se acompaña con anemia, 
emaciación e infertilidad. El signo más específico de la enferme-
dad es la linfoandenomegalia bilateral de los ganglios linfáticos 
(Chamizo, 1995).

Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad 
(MHC) son de importancia para los criadores de animales y ge-
netistas porque juegan un rol central en la respuesta inmune y 
han sido asociados con resistencia/susceptibilidad a una amplia 
cantidad de enfermedades. El MHC es poligénico y cada uno de 
los genes a su vez tiene muchos alelos por lo que es también 
polimórfico. Este polimorfismo tiene un profundo efecto en el 
reconocimiento de los antígenos por las células T y la combina-
ción de poligenia y polimorfismo extiende ampliamente el ran-
go de péptidos que pueden ser presentados a las células T por 
un individuo (Brown et al., 1993). El MHC de los mamíferos se 
divide comúnmente en tres regiones llamadas: MHC de clase I; 
clase II y de clase III, las cuales codifican para proteínas con dife-
rentes funciones y distribución en los tejidos (Lewin et al., 1999; 
Takeshima y Aida, 2006).

En bovinos, el MHC se denomina Antígeno Leucocítico 
Bovino (BoLA) y su descubrimiento es atribuido a Amorena y 
Stone (1978) y a Spooner et al. (1978). El BoLA ha sido mapea-
do en el cromosoma autosómico bovino 23 (BTA23, Fries et al., 
1993) dentro de una extensión de 4.000 Kb que contiene más de 
154 genes estrechamente ligados. Estos incluyen 60 genes den-
tro de la región clase I, 38 dentro de la región clase II (que se 
divide en subregión IIa y clase IIb) y 56 dentro de la región clase 
III (The Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium et 
al., 2009). Las moléculas de clase II se encuentran en la superfi-
cie de las células procesadoras de antígenos (células dendríticas, 
macrófagos y linfocitos B). Estas células tienen como función la 
presentación de antígenos exógenos para que puedan ser reco-
nocidos por los linfocitos T helper (Panei, 2011). La subregión 
clase IIa contiene genes funcionales como DR y DQ. En bovinos, 
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hay un gen DRA, tres genes DRB (DRB1, DRB2 y DRB3) y varios 
genes DQA y DQB. El gen BoLA-DRB3 es el más polimórfico en 
bovinos y tiene influencia en la presentación de antígenos a cé-
lulas T en la respuesta inmune a enfermedades infecciosas. El 
exón 2 de dicho gen es altamente polimórfico y es reconocido 
por su rol en la resistencia/susceptibilidad a enfermedades in-
fecciosas y autoinmunes (Yoshida et al., 2008).

Diferentes autores han asociado los polimorfismos presen-
tes en los genes del BoLA con enfermedades infecciosas (Xu et 
al., 1993; Dietz et al., 1997b; Mirsky et al., 1998; Aida et al., 2001, 
Martínez et al., 2005; Martínez et al., 2006; Castro et al., 2006; 
Do Nascimiento et al., 2006; Juliarena et al., 2008; Panei et al., 
2009, Baltian et al., 2012). Entre las enfermedades infecciosas 
estudiadas pueden mencionarse la brucelosis, mastitis, leuco-
sis, dermatofilosis y ectoparasitosis, las que han sido asociadas 
principalmente a los polimorfismos presentes en el segundo 
exón del gen de clase II BoLA-DRB3 (Takeshima y Aida, 2006; 
Baltian et al., 2012; 2014). También, estos polimorfismos han 
sido asociados con caracteres productivos como producción de 
leche, proteínas y grasa en leche, crecimiento (Machado et al., 
2005; Do Nascimento et al., 2006; Zambrano et al., 2009b). 

Un número de factores pueden influenciar el resultado de 
la infección, los que por conveniencia se clasifican en variables 
ambientales, variables propias del patógeno y factores del hos-
pedador. Generalmente, los factores ambientales en la resisten-
cia/susceptibilibilidad a enfermedades infecciosas tienen un 
efecto considerable, por lo que estos caracteres presentan una 
mediana-baja heredabilidad. Las variables ambientales pueden 
incluir, entre otros, el estado reproductivo y nutricional, la edad 
de exposición al patógeno y la presencia de toxinas ambientales.

Por otra parte, aquellas variables derivadas del patógeno 
generalmente implican factores de virulencia, que por ejemplo 
pueden incrementar o atenuar la habilidad de colonización del 
organismo, o aumentar la patogenicidad a través de la expresión 
de una toxina. Debido a que el control de las infecciones se ha 
realizado básicamente mediante drogas y vacunas, su utiliza-
ción indiscriminada ha llevado a la selección de patógenos con 
resistencia a los fármacos. Finalmente, los factores atribuidos 
al hospedador, implican principalmente la dotación genética 
del organismo, dado que en toda población existen diferencias 
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individuales en la resistencia/susceptibilidad a enfermedades 
infecciosas (Díaz et al., 2010). 

Un único cambio en las bases del ADN del individuo lo pue-
den predisponer a padecer la enfermedad. En ese caso estamos 
ante alelos de susceptibilidad o bien puede resultar que dicho 
cambio le dé resistencia a la enfermedad, en ese caso el alelo 
tiene efecto protector. Esos cambios pueden darse tanto en las 
regiones codificantes como en las no codificantes del ADN. Por 
lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar los poli-
morfismos en el exón 2 de la molécula de clase II del gen BoLA-
DRB3 y asociarlos con resistencia/susceptibilidad a leucosis.

Materiales y Métodos

Para este estudio se analizaron 150 bovinos de la raza Holstein 
de la provincia de La Pampa.

El presente estudio se basó en la identificación de los alelos 
del exón 2 del gen BoLA-DRB3 de susceptibilidad/resistencia a 
través de la búsqueda de cambios en el ADN que estén presentes 
con mayor frecuencia en individuos que padecen o no leucosis.

II.1. Estudios hematológicos
Se tomaron muestras de sangre para realizar el recuento 

linfocitario, las cuales se realizaron en un laboratorio comercial 
(General Pico, La Pampa). La extracción se efectuó en 3 ocasio-
nes con intervalos de 3 meses para descartar procesos agudos 
atribuibles a otros agentes etiológicos. 

La muestras se fraccionaron de la siguiente manera: de los 
12 ml extraídos a cada vaca durante el primer muestreo, 5 ml 
fueron colectados en tubos con anticoagulante (EDTA) para rea-
lizar la extracción de ADN en el laboratorio de Genética de la 
FCV-UNLPam; 3 ml en otro tubo con EDTA para enviar al labora-
torio de hematología citado anteriormente y 4 ml sin anticoagu-
lante para obtener, tras centrifugación, 2 ml de suero, aproxima-
damente, para ser utilizados en inmunodiagnóstico. 

Se tomó como referencia el número de linfocitos (linf.): ≥ de 
10.000 linfocitos/µl: leucosis persistente (LP) y aleucosis (AL) < 
de 10.000 linfocitos/µl.

II.2. Análisis serológicos
Inmunodifusión en gel de agar: (DIDA)
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Se realizó el análisis serológico en todas las muestras por la 
prueba de doble inmunodifusión en agar (DIDA) dado que esta 
prueba tiene alta especificidad, por lo tanto los animales positi-
vos fueron considerados portadores de VLB. 

El test de DIDA es un kit comercial producido en el labora-
torio de Virología FCV-UNLP (aprobado por SENASA). Se realizó 
la siembra en geles de agar con 6 pocillos externos y uno central 
(Fig. 1). En sentido de las agujas del reloj y en círculo en los po-
cillos 1, 2, 4, 5 se colocó 35 µl de sueros problemas; mientras 
que en los pocillos 3 y 6 sueros control positivos y en el pocillo 
central el antígeno VLB.

Figura N° 1: Esquema de siembra de los sueros en placa de Petri para 
Kit de doble inmunodifusión en gel de Agar (DIDA). 

Referencias: En los pocillos 1, 2, 4 y 5 siembra de sueros problema. 
Pocillos 3 y 6, sueros controles positivos. Pocillo central: antígeno 
VLB.

II.3.Diseño experimental
Diseño de caso /control
Grupo caso: este grupo estuvo compuesto por los animales 

con registro de linfocitos mayor a 10.000 por microlitro de san-
gre (≥ 10000 linf./ µl) y positivos para DIDA. 

Grupo control: este grupo estuvo compuesto por los anima-
les con registros de linfocitos menor a 10.000 por microlitro de 
sangre (< 10.000 linf./ µl) y negativos para DIDA.

II.4. Extracción del ADN
El ADN genómico se extrajo a partir de las muestras de san-

gre mediante la técnica de DNA zol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
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USA), según las indicaciones del proveedor. La calidad y canti-
dad del ADN genómico extraído se analizó mediante electrofo-
resis en geles de agarosa 1% 0,5X TBE. Las muestras se mezcla-
ron con 3µl colorante y la electroforesis se realizó a 100 voltios 
durante ~30 minutos. Los geles se sumergieron en bromuro de 
etidio durante ~10 minutos y se observaron en transiluminador 
de emisión de luz ultravioleta (UV).

II.5. Estudio de los polimorfismos del exón 2 del gen BoLA-DRB3
La caracterización de los alelos del segundo exón del gen 

BoLA-DRB3 fue llevada a cabo por el método de PCR anida-
do-RFLP descripto por van Eijk et al. (1992a). Dicha técnica con-
siste en la amplificación de la secuencia de ADN de 284 pb que 
codifica para la región de reconocimiento del antígeno o ARS 
(exón 2 del gen BoLA-DRB3) y la posterior digestión de los pro-
ductos de PCR con las enzimas de restricción Rsa I, Bsty I y Hae 
III. La clasificación de los alelos se realizó teniendo en cuenta 
las combinaciones de los patrones de restricción obtenidos en 
forma independiente para las enzimas antes mencionadas. El 
producto digerido por cada enzima y por cada animal fue co-
rrido en un gel de poliacrilamida al 8% 0,1X TBE a 150 voltios y 
teñido con nitrato de plata para la visualización de los diferentes 
patrones de bandas.

Luego de la corrida electroforética, a cada patrón de bandas 
obtenido por animal y por enzima se le asigna una letra según la 
nomenclatura de la Sociedad Internacional de Genética Animal 
(http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/mhc/view_nomenclature.
cgi?bola.drb3). Finalmente, se combinan los resultados de cada 
una de las enzimas por animal para la determinación del genoti-
po del gen BoLA-DRB3 definidos por la técnica utilizada.

II.6 Análisis estadísticos
Las frecuencias génicas y genotípicas para cada grupo estu-

diado fueron analizadas por conteo directo. El test Exacto de 
Fisher, el de Odds ratio (OR) de Woolf-Haldane y los intervalos 
de confianza (CI) fueron aplicados para estudiar la asociación 
entre leucosis y los alelos del BoLA-DRB3.2. El odds ratio es una 
forma de comparar si la probabilidad de ocurrencia de un evento 
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es la misma entre dos grupos. Estos cálculos se realizaron me-
diante el paquete de R Epitools (http://www.r-project.org/).

Un valor de OR > 1 indicaría que los animales tienen riesgo 
de desarrollar LP y por lo tanto se considerarían susceptibles.

Un OR < 1 indicaría que los animales tienen bajo riesgo de 
desarrollar LP y serían considerados resistentes.

Resultados

Del registro de 150 animales en cada muestreo, se logró reunir 
los datos completos de 82 animales. La genotipificación del gen 
BoLA-DRB3.2 permitió la identificación de 17 alelos. Las fre-
cuencias alélicas oscilaron entre 1,82 y 25% en el grupo control 
y entre 0,97 y 20,39% en el grupo caso.

III.1 Resultados de la prueba de Inmunodifusión en agar 
(DIDA)

A partir de las muestras de sueros correspondientes a 82 bo-
vinos Holstein seleccionados, se procedió a realizar el diagnós-
tico de LEB mediante la prueba de DIDA. Este análisis dio como 
resultado: 57 animales dieron positivos para VLB (69,51%) y 25 
bovinos negativos (30,48 %). El alelo más frecuente en el gru-
po DIDA (+) fue DRB3.2*22 (20%) y el menos frecuente el alelo 
DRB3.2*21, DRB3.2* 37, DRB3.2*27. En los animales DIDA (-) 
el alelo más frecuente fue DRB3.2*23 con el 25% y los alelos 
menos frecuentes fueron: DRB3.2*6, DRB3.2*8, DRB3.2* 27, y 
DRB3.2*28 con el 2,3%.

III.2 Resultados de los análisis del laboratorio
El resultado de los análisis de laboratorio sobre el conteo 

de linfocitos en animales VLB (+) determinó la presencia de 51 
animales con LP (conteo ≥ 10000 linf./ µl) y 31 animales con 
<10.000 linf./ µl (aleucósicos). El alelo más frecuente en el gru-
po con conteo ≥ 10000 linf. /µl fue el DRB3.2*22 con el 15,37%. 
En tanto en el grupo de <10.000 linf./ µl fue el alelo DRB3.2*23 
con el 23,16%.
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III. 3 Polimorfismos del exón 2 del gen BoLA- DRB3
Los resultados de las digestiones con las enzimas de restric-

ción Rsa I, BstY I y Hae III permitieron genotipificar los 82 ani-
males analizados. Se los analizó de acuerdo a la nomenclatura 
de la Sociedad Internacional de Genética animal (http://www.
ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/mhc/view_nomenclature.cgi?bola.drb3). 
Este análisis permitió la identificación de 17 alelos distintos en 
los 82 animales analizados: DRB3.2*6; DRB3.2*8, DRB3.2*10, 
DRB3.2*11, DRB3.2*15, DRB3.2*16, DRB3.2*20, DRB3.2*21, 
DRB3.2*22, DRB3.2*23, DRB3.2*24, DRB3.2*25, DRB3.2*27, 
DRB3.2*28, DRB3.2*34; DRB3.2*36, y DRB3.2*37, cuyas fre-
cuencias oscilaron desde 0,97% la más baja hasta 25% la más 
alta (Tabla N°1).

Tabla N° 1: Frecuencias alélicas en porcentaje en cada categoría.
CATEGORÍAS

Alelos ≥ 10.000 linf./ul(LP) <10.000linfoc./ul(AL) DIDA Positivo DIDA Negativo
DRB3.2*6 6,80 3,64 6,80 2,27
DRB3.2*8 7,77 3,64 7,77 2,27
DRB3.2*10 6,80 5,45 6,80 9,09
DRB3.2*11 2,91 14,55 2,91 20,45
DRB3.2*15 5,83 5,45 5,83 4,55
DRB3.2*16 3,88 10,91 3,88 15,91
DRB3.2*20 4,85 5,45 4,85 4,55
DRB3.2*22 20,39 12,73 20,39 4,55
DRB3.2*23 9,71 16,36 9,71 25,00
DRB3.2*24 10,68 7,27 10,68 4,55
DRB3.2*37 0,97 0,00 0,97 0,00
DRB3.2*36 2,91 1,82 2,91 0,00
DRB3.2*25 4,85 3,64 4,85 2,27
DRB3.2*21 0,97 0,00 0,97 0,00
DRB3.2*34 4,85 1,82 4,85 2,27
DRB3.2*28 4,85 5,45 4,85 0,00
DRB3.2*27 0,97 1,82 0,97 2,27

Referencia: AL: aleucósico; LP: leucosis persistente

La comparación de las frecuencias génicas no evidenció di-
ferencias significativas entre el grupo caso y el grupo control. 
Sin embargo, dos alelos exhibieron distribuciones diferenciales. 
Por ejemplo, los alelos BoLA-DRB3.2*37, BoLA-DRB3.2*21, sólo 
se encontraron en el grupo caso. Los alelos BoLA-DRB3.2*23 
y BoLA-DRB3.2*11 se encontraron con mayor frecuencia en el 
grupo control (25% y 20,45%, respectivamente). A su vez en el 
grupo caso los alelos BoLA-DRB3.2*22, BoLA-DRB3.2*24 fueron 
los más frecuentes (20,39% y 10,68% respectivamente).
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III.4 Resultados de los análisis de asociación:
El test exacto de Fisher y el Odds ratio (OR) de Woolf- 

Haldane se utilizaron para estudiar la asociación entre número 
de linfocitos - resultados del test DIDA y la frecuencia alélica de 
los alelos del BoLA-DRB3.2 definidos por PCR-RFLP. Estos tests 
solo se calcularon para aquellos alelos BoLA-DRB3.2*23 y BoLA-
DRB3.2*11 DRB3.2*22, BoLA-DRB3.2*24 que se encontraron en 
mayor frecuencia en los dos grupos comparados, control y caso 
respectivamente.

Los resultados del estudio de asociación indicaron que los 
animales portadores del alelo DRB3.2*11 tendrían bajo riesgo a 
padecer LP, con un p= 0,001 (Tabla N° 2), por lo tanto indicaría 
resistencia a LP. El alelo DRB3.2*22 evidenció un OR= 5,332 con 
un valor de p= 0,0138 evidenciando susceptibilidad a desarro-
llar la enfermedad.

Tabla N° 2: Alelos más frecuentes y  los valores de Odd ratio y su 
significancia

 N° linf. / µl DIDA
Alelo Odd ratio p-value Odd ratio p-value

DRB3.2*11 0,118 0,001 0,279 0,058
DRB3.2*22 5,332 0,013 1,277 0,808
DRB3.2*23 2,543 0,067 0,797 0,635
DRB3.2*24 2,497 0,345 1,43 0,766

Discusión

IV.1 Polimorfismos del gen BoLA-DRB3 
Dentro del BoLA, el exón 2 del gen BoLA-DRB3 es altamente 

polimórfico y es reconocido por su rol en la resistencia/suscep-
tibilidad a enfermedades infecciosas y autoinmunes (Yoshida et 
al., 2008; Baltian et al., 2012; 2014). Por este motivo han sido 
llevados a cabo numerosos estudios sobre el polimorfismo de 
esta región del gen BoLA-DRB3 en diferentes razas bovinas, 
tanto criollas como comerciales, utilizando diferentes metodo-
logías (Behl et al., 2007; Dietz et al., 1997a, 1997b; Gilliespie et 
al., 1999; Giovambattista et al., 1996, 2001; Hernández-Herrera 
et al., 2009; Lee et al., 2012; Lei et al., 2012; Maillard et al., 1999; 
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Miretti et al., 2001; Miyasaka et al., 2011, 2012; Mohammadi 
et al., 2009; Nassiry et al., 2005; Ripoli et al., 2004; Rupp et al., 
2007; Ruzina et al., 2010; Sharif et al., 1998; Starkenburg et al., 
1997; Stear et al., 1982; Takeshima et al., 2003; Udina et al., 
1998). 

En el presente estudio realizado en 82 animales de la raza 
Holstein de la provincia de La Pampa se identificaron 17 ale-
los: DRB3.2*6; DRB3.2*8, DRB3.2*10, DRB3.2*11, DRB3.2*15, 
DRB3.2*16, DRB3.2*20, DRB3.2*21, DRB3.2*22, DRB3.2*23, 
DRB3.2*24, DRB3.2*25, DRB3.2*27, DRB3.2*28, DRB3.2*36, y 
DRB3.2*37, cuyas frecuencias oscilaron entre 0,97% y 25%.

El alto nivel de polimorfismo presente en este gen ha sido 
reportado en diferentes poblaciones bovinas. Así por ejemplo, 
en el ganado criollo argentino Giovambattista et al. (1996) y 
Juliarena et al. 2008, encontraron 21 y 26 alelos respectivamen-
te. Dietz et al. (1997) en bovinos Holstein, encontraron 26 alelos 
de los cuales los más frecuentes fueron el *08 y el *11. Sharif 
et al. (1998) en 60 animales, encontraron 14 alelos, en tanto 
Saama et al. (2004) en 835 animales encontraron 27 alelos. En el 
Holstein canadiense (Rupp et al., 2007) reportan que los alelos 
más frecuentes son el *8 y el *11 que concuerda con lo reporta-
do por Parnian et al. (2006) en ganado Holstein Iraní.

En el Holstein Colombiano y la cruza Blanco orejinegro x 
Holstein (hato Paysandú, Universidad Nacional de Colombia) 
con 66 y 25 animales respectivamente se encontraron 27 alelos 
del gen BoLA-DRB3. En el ganado Ayrshire (n = 129) se repor-
taron 18 alelos y comparte con el ganado criollo colombiano los 
alelos *8, *24 y *28 entre los más frecuentes (Udina et al., 1998).

En el ganado Black Pied, Udina et al. (1999) reportan 21 
alelos y los alelos más frecuentes fueron el *8, *24 y *27. Para 
Ripoli et al. (2004) en ganado Saavedreño (n = 125) los alelos 
más frecuentes fueron: *16, *36, *8, *11, *27, *37, *7. Kulberg et 
al. (2007) en ganado de raza Norwegian Red (n = 523) reporta-
ron 27 alelos siendo los más frecuentes el 8, *24 y *28. 

En otro estudio realizado por nuestro equipo de trabajo 
en ganado Holstein de La Pampa (Baltian et al., 2011), se ana-
lizaron 35 animales por Secuenciación directa (PCR-SBT) y los 
resultados obtenidos mostraron que en la muestra analizada 
se detectaron en total 21 alelos en el exón 2 del gen DRB3. La 
nomenclatura para estos es: DRB3*0101 (*24) (entre parénte-
sis se indica a que alelo corresponde  de la técnica PCR-RFLP 

Baltian, L.R.; Follmer, A.V.; Peratta, D.L.; Schmidt, E.E.; Severini, R.A.; Delbonis, S.; Borrego, C.; Alvarez 
Rubianez, N.; Ripoli, M.V.; Giovambattista, G.
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usada en este trabajo). DRB3*1701 (*43); DRB3*2006 (*10); 
DRB3*0901 y DRB3*0902 (*11); DRB3*1101 (*22); DRB3*4501 
(*15); BRB3* 0201 (*7); DRB3*1801 (*18); DRB3*2707 (*23); 
DRB3*1501 (*16); DRB3*1001 (*3); DRB3*20011(*15); 
DRB3*0701(*28); DRB3*0301 (*9); DRB3*0101 (*24); 
DRB3*1801 (*18); DRB3*14011 (*27); DRB3*2703 (*23); 
DRB3*1201 (*8); DRB3*0601(*26) y DRB3*021 (*?). De estos 
alelos el más frecuente fué el alelo DRB3*1101 (*22), seguido por 
el DRB3*1501(*16); DRB3*2006 (*10) y el DRB3*0101(*24); 
cuyas frecuencias son 21,54; 12,31 10,77 y 10,77% respecti-
vamente. Coincidiendo con nuestro estudio actual que el alelo 
DRB3*22 es uno de los más frecuentes.

En el ganado Shorthorn Japonés Takeshima et al. (2002) 
identificaron 21 alelos siendo el más frecuente el *8 y los menos 
frecuente los alelos*16 y *19, todos ellos en baja frecuencia en 
el GCC.

En el presente estudio el alelo *24 es el tercer alelo más fre-
cuente en los individuos del grupo caso con una frecuencia del 
10,68% y el alelo *15 se encuentra en una frecuencia semejante 
en los dos grupos es decir caso y control y baja del 5%, lo cual 
no coincide con Panei et al. (2009) y Giovambattista et al. (1996) 
quienes lo consideraron uno de los más frecuentes junto al alelo 
*24 en la raza Holstein.

IV.2 Asociación entre los alelos del locus BoLA-DRB3 y VLB 
Los genes del MHC son muy interesantes para los criadores 

de animales y genetistas, porque han sido asociados con resis-
tencia o susceptibilidad a una amplia serie de enfermedades. 
Numerosos estudios han analizado la asociación entre los alelos 
del gen BoLA-DRB3 y la susceptibilidad/resistencia a varias en-
fermedades infecciosas, focalizándose principalmente en mas-
titis, leucosis bovina y dermatofilosis, entre otras (Baltian et al., 
2012; Baltian et al., 2014; Dietz et al., 1997a, 1997b; Maillard et 
al., 2002; Sharif et al., 1998; Starkenburg et al., 1997; Sulimova 
et al., 1995).

El alelo DRB3.2*11 fue más frecuente en el grupo control, 
coincidiendo con lo reportado por Lewin et al. 1988, Xu et al. 
1993; Martinez et al. 2005; Juliarena et al. 2008 y en oposición 
a lo informado Hernández Herrera (2010). Dicho alelo eviden-
ció un valor de OR= 0,11 y un p=0,001 lo cual estaría indican-
do bajo riesgo a desarrollar la enfermedad coincidiendo con lo 
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reportado por Juliarena et al. (2008) quienes encontraron al ale-
lo *11 asociado a una baja carga proviral.

El alelo DRB3.2*23 se lo encontró en mayor frecuencia en 
los animales con riesgo a padecer a leucosis con un valor de OR 
= 2,543 p=0,067. Hernádez Herrera (2010) coincidió en que el 
alelo *23 era más frecuente en la raza Holstein colombiana y con 
un valor de OR mucho mayor a 1 indicando susceptibilidad a pa-
decer LP. 

El alelo DRB3.2*22 y el alelo DRB3.2*24 fueron los alelos 
más frecuentes en el grupo caso con un 20,39% y un OR de 5,33 
y 2,5 respectivamente. Esto indicaría que son posibles marcado-
res para susceptibilidad a desarrollar la enfermedad. En oposi-
ción a lo encontrado por Panei et al. 2009. En tanto Sulimova et 
al. (1995) asociaron a los alelos *22 y *24 con susceptibilidad a 
LP.

En otros Estudios se confirmaron la asociación del alelo 
DRB3*11 (Sulimova et al., 1995; Zanotti et al., 1996; Mirsky et 
al., 1998), DRB3*23 y DRB3*28 (Sulimova et al., 1995) con re-
sistencia a LP, y de los alelos *8 (Zanotti et al., 1996; Sulimova et 
al., 1995), *16, con susceptibilidad a LP (Sulimova et al., 1995). 
Estos reportes son diferentes con lo aquí mostrado, pues el alelo 
*11 fue considerado como alelo protector para desarrollar la en-
fermedad. Kulberg et al., (2007) concuerdan con nuestro estudio 
en que el alelo *11 está asociado a resistencia a enfermedades 
infecciosas y con susceptibilidad el alelo *22, más precisamente 
a la mastitis.

Herrera (2010), encontró al alelo *24 en el ganado 
Colombiano Costeño con Cuernos y San Martinero además fue 
un alelo considerado como resistente, mientras que el alelo *28 
tuvo alta frecuencia en las razas Blanco orejinegro Costeño con 
Cuernos, Lucerna, San Martinero y es considerado como alelo 
“neutral”. 

En el ganado Holstein canadiense se encontró que los alelos 
*3 y *11 se relacionaban con resistencia mastitis y que los alelos 
susceptibles eran el *22 y *23, este último asociado a suscepti-
bilidad a la presencia del VLB. Además que la respuesta inmune 
mediada por anticuerpos fue mayor en el alelo *24 y menor en 
el alelo *22, (Rupp et al., 2007).

Panei et al. (2009) en el ganado Holando Argentino en-
contraron que los alelos *11, *23 y *28 se asociaban a una baja 
presencia de LP, de los cuales solo el alelo *11 se encontró en 
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el ganado CQT, el alelo *23 en todas las razas con alta fre-
cuencia en el HV. Por otro lado ellos reportan que los alelos 
*22 y *24 se asociaban a un aumento de presencia de LP, lo 
cual concuerda con lo aquí reportado. 

Conclusiones

Podemos concluir que los niveles de diversidad alélica repor-
tada en la población estudiada concuerdan con los resultados 
reportados previamente, aunque la combinación y frecuencias 
génicas varían significativamente entre las diferentes poblacio-
nes bovinas. 

Por otro lado resaltamos que los programas de vigilancia 
para rodeos lecheros deberían incluir exámenes de diagnóstico 
para VLB. El diagnóstico precoz permite programas de control 
eficiente en el reemplazo de animales, además de prevenir la 
propagación del virus en los hatos lecheros.

El análisis de la relación entre alelos del gene BoLA-DRB3 y 
resistencia/susceptibilidad a leucosis podría mejorarse con in-
vestigaciones profundas en linajes familiares de vacas lecheras. 
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