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   Resumen
  

   En investigaciones sobre respuesta a infecciones por diferentes patógenos intracelulares en humanos y 
en ratones, el gen Nramp1 se ha descrito como un gen controlador de la resistencia y de la susceptibilidad 
a algunasenfermedades. En el presente trabajo se genotipificaron 151 bovinos criollosHartón del Valle, y 
128 Holstein, para un  microsatélite de la región 3’ UTR(que no transcribe), en la posición 1745-1955 del 
gen Nramp1. Sedeterminaron variaciones de tamaño para éste microsatélite en ambos grupos y se encontró 
que los más frecuentes son el de 209 y el de207 pares de bases. Los resultados de secuenciación mostraron 
modificaciones en el número de GTs y se encontraron los polimorfismos (GT)12, (GT)11, previamente 
reportados por Feng et al, y Horín et al;  además se encontraron (GT)14 y (GT)10.
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Introducción

La identificación y caracterización de factores 
genéticos que influyen en la resistencia natural en 
modelos como el ratón, han reportado información 
en relación con el mecanismo básico de defensa del 
huésped frente a las infecciones (8). En el ratón la 
susceptibilidad o resistencia a microorganismos 
intracelulares como Mycobacterium bovis (10), 
Leishmania  donovani (4), Salmonella typhimurium 
(18) y otras micobacterias, se encuentra bajo el  
control del gen conocido como proteína del  
macrófago asociada a resistencia natural (Nramp1), 
localizado en el cromosoma 1 en humanos y en el 2 
en bovinos y el cual influye en la tasa de replicación 
intracelular de estos parásitos en el macrófago. El 
gen Nramp1 es el mejor candidato en estudios de 
infecciones con patógenos intracelulares en especies 

tales como humanos, bovinos y ratones, en los cuales  
se ha identificado con bastante homología (21, 24).

El gen Nramp1 bovino se encuentra mapeado 
en el cromosoma 2q43-q44 (6) y tiene un tamaño 
genómico de aproximadamente 16 kb (5). Presenta 
polimorfismos debido a la variación en el número 
de repeticiones GT ubicadas en la región 3’ UTR 
del gen, que origina los patrones polimórficos 
designados como Nramp1.1 (6), y Nramp1.2 (12), 
originados no sólo por cambios en el número de GT 
repetidos, sino también por variaciones en el número 
de Gs 5’ adyacentes, generalmente debidos a errores  
durante la replicación del ADN (7).

Nramp1, codifica una proteína integral de 
membrana, altamente hidrofóbica, con una masa 
aproximada de 60 KD. Esta proteína presenta 12 
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dominios transmembrana, una lupa extracelular 
glicosilada, varios sitios de fosforilación y un dominio 
encontrado en muchas proteínas de transporte 
eucarióticas y procarióticas, esto sugiere que la 
proteína  participa en los procesos de transporte, 
en los compartimentos endosomal/lisosomal de los 
macrófagos donde se encuentra expresada (5, 13).

Por el importante papel que parece tener la 
proteína Nramp1 en la inhibición de la proliferación 
de microorganismos dentro del macrófago mediante 
el transporte de cationes y la producción de radicales 
tóxicos (2,16,20); actualmente se han estudiado  
formas de relacionar el gen Nramp1 con 
susceptibilidad o resistencia a patógenos 
intracelulares. 

Es necesario considerar que la resistencia y 
susceptibilidad a las enfermedades en general, es un 
rasgo muy complejo, en el cual pueden participar 
varios genes y diversos factores. Por tal razón, el 
objetivo de este estudio fue la caracterización del gen 
Nramp1, región 3’ UTR, en bovinos como Hartón del 
Valle y Holstein, y además, contribuir a determinar 
los polimorfismos de este gen en ambas razas.

Materiales y métodos

Población 

Fueron seleccionados 151 animales de ganado 
criollo Hartón del valle de dos núcleos de la zonas  
centro y norte del Valle del Cauca y 128 de la raza 
Holstein, muestreadas en cinco localidades del 
departamento de Antioquia, correspondientes a San 
Pedro de los Milagros, Belmira, Urrao, Santa Rosa de 
Osos y Entrerríos, para realizar la genotipificaciones 
del gen Nramp1, región 3’UTR. Para la extracción de 
ADN sen utilizaron 7 ml de sangre de cada animal, en 
tubos vacutainer con EDTA, mediante el método de 
salting out y precipitación con isopropanol (15).

Genotipificación

La amplificación del microsatélite de la región 3’ 
UTR de Nramp1 bovino, se estandarizó a un volumen 
final de 25µl, con 0.7 µg/ml de ADN bovino, buffer de 
reacción 1 X (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 9.0, y 

0.1% Triton X-100), 0.2 mM de cada deoxinucleótido, 
10 mM MgCl2, 0.5 µM de cada cebador y 1U/ul  
de Taq DNA polimerasa. Los cebadores utilizados, 
NRAMPF: 5’-GTGGAATGAGTGGGCACAGT-3’ 
y NRAMPR: 5’-CTCTCCGTCTTGCTGTGCAT-3’  
(IDT, Coralville, Iowa, USA), fueron descritos 
previamente por Feng et al. (6) y amplifican una 
secuencia ubicada en posición la 1745-1955 de la  
región 3’ UTR. El perfil térmico de amplificación 
consistió en un ciclo a  94°C por 2 min, seguido  
por 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 63°C por 30 seg, 72°C 
por 30 seg, y una extensión final a 72°C por 5 min.  
Los productos de PCR fueron verificados en geles de 
agarosa al 2% por 20 minutos a 72v. Los amplificados 
fueron visualizados en un gel de poliacrilamida  
en condiciones desnaturalizantes al 6% durante  
90 min a 1900 voltios y teñidos con plata (protocolo 
de PROMEGA Silver sequence DNA staining 
reagents).

Los controles positivos se basaron en los  
resultados obtenidos con la utilización de marcadores 
de peso molecular, que indicaron el rango de 
ubicación para cada uno de los tamaños encontrados 
y posterior comparación con los tamaños  reportados 
en publicaciones previas (6).

Secuenciación

Los productos de PCR de 10 muestras de Hartón 
del Valle, fueron purificados con el protocolo de 
extracción QIAquik de Quiagen®, cuantificados 
y posteriormente secuenciados con un analizador 
ABI3730XL. “Macrogen Inc”.

Análisis estadístico

La estimación de las frecuencias, alélicas y 
genotípicas así como la evaluación del equilibrio de 
Hardy-Weinberg (H-W) se realizó con los programas 
GENEPOP versión 3.3 (19) y GDA (22, 25).

Resultados  

En la genotipificación de los 151 animales de 
la población Hartón del Valle, se determinaron 
siete diferentes alelos para Nramp1 (205, 207, 209, 
211, 213, 215, 217). Los alelos 211 y 209 fueron  
reportados previamente por Feng et al (6), y los alelos 
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Tabla 2. Estimación de las frecuencias de los genotipos más comúnes para Holstein y Hartón del Valle.

Población
Genotipos

207/207 207/209 209/209 209/211 209/213
n   f n   f n   f n   f n   f

Hartón del Valle
20 0.13 7 0.05 101 0.67 3 0.02 6 0.05

Holstein 3 0.02 14 0.11 110 0.86 1 0.01 0 0

n : número de individuos,  
f :frecuencia de cada genotipo en la población total.

205, 215 y 217 que se detectaron solamente en un muy 
bajo número de animales (2, 1 y 1, respectivamente). 
Los alelos que más frecuentemente se encontraron 
en ambas poblaciones fueron 207 y 209 y conforman 
el 94.6% del total de alelos encontrados (véase  
Tabla 1). 

Tabla 1. Frecuencia de los alelos de Nramp1, región 3´UTR en 
ganados Holstein y Hartón del Valle.

Alelos Frecuencia
Tamaño 

de la muestra

Hartón
del Valle

Holstein
Hartón

del Valle
n =302

Holstein
n = 256

205 0.010 3 -
207 0.16887 0.07813 51 20
209 0.73510 0.91797 222 235
211 0.04636 0.00391 14 1
213 0.02980 9 -
215 0.00662 2 -
217 0.00331 1 -

Nramp1 region 3’UTR, amplificado por PCR con cebadores NRAMPF y 
NRAMPR.

En los 128 animales Holstein que se evaluaron, 
fueron determinados únicamente tres alelos de 
Nramp 1: 207, 209, 211, de los cuales el alelo 209 
presentó la más alta frecuencia (91.8%) y el 211 la 
más baja frecuencia (0.003). La frecuencia encontrada 
para el alelo 207 en esta población, fue de 0.078, que  
comparada con la encontrada en Hartón del Valle, 
muestra una notable diferencia (véase Tabla 1).

Sólo se presentó homocigosis para los alelos 207 y 
209 en ambas poblaciones (véase Tabla 2). Se encontró 
que, el genotipo homocigótico 209/209, presentó una 
frecuencia de 0.67 para Hartón del Valle y 0.86 para 
Holstein, siendo la más alta considerando los demás 
genotipos. Sin embargo, el homocigótico 207/207 
sólo mostró una frecuencia alta en Hartón del valle 

ya que, en la población Holstein, se encontró con una  
frecuencia de 0.023 (véase Tabla 2), 

En la tabla 3 se muestran los valores estimados 
de la heterocigosis observada y esperada para el 
microsatélite de la región 3´UTR evaluado en cada 
una de las razas.

Tabla 3. Estimación de los valores de heterocigocidad para 
polimorfismos de la región 3´UTR.

NRAMP1
 HV Holstein

Ho He Ho He

Región 3´UTR 0.11 0.43*** 0.12 0.15ns

n.s= no significativa,  *** altamente significativo (p≤0.001).
 Ho = Heterocigocidad  observada
He= Heterocigocidad esperada
HV= Hartón del Valle

En el análisis de los valores de FIS (índice de 
 fijación), se determinó que para este locus y para 
cada población son significativos para el déficit de 
heterocigóticos en la raza criolla Hartón del Valle 
(véase Tabla 4).

Tabla 4. Valores de FIS para  el locus NRAMP1 en cada población.

NRAMP1
Razas

Holstein HV
Región3´UTR -0.001 ns +0.615 ***

n.s= no significativa, * significativa (p≤0.05), *** altamente significativa 
(p≤0.001).
 HV= Raza criolla Hartón del Valle.

Los resultados de secuenciación en la raza Hartón 
del valle, mostraron modificaciones de tamaño de 
la secuencia de dinucleótidos repetidos GT en la 
región 3´UTR, diferentes a los encontrados por 
Feng et al (6) y Horín et al (12). Estas diferencias 
fueron determinadas en muestras que presentaban 
los genotipos 209/209, 213/209, 211/209, 209/205 y 
207/205 (véase Tabla 5)
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Tabla 5. Repeticiones del dinucleótido GT en la región 3´UTR del 
gen NRAMP.

Genotipo Hv (GT)n

209/205 (GT)11 -(GT) 10 

209/209 (GT)11 

213/209 (GT)14 -(GT)11

211/209 (GT)12 -(GT)11

207/205 (GT) 10

(GT)n = repeticiones GT
 Hv= genotipo en la raza criolla Hartón del valle

Discusión

Actualmente se conoce que algunos 
polimorfismos de la región 3´ UTR del gen 
Nramp, pueden influenciar fuertemente los 
niveles de acumulación de RNAm, en respuesta 
a infecciones por B. abortus y Salmonella (1). 
Además, se ha encontrado asociación entre los 
fenotipos de resistencia y susceptibilidad natural 
y  otros polimorfismos del gen Nramp1, que 
determinan en parte las variaciones en la capacidad 
funcional de las células fagocíticas (9) por la baja 
expresión de algunos alelos frente a infecciones 
(3). Con la genotipificación, determinación de 
los polimorfismos y posterior estimación de las 
frecuencias alélicas y genotípicas en las razas Hartón 
del valle y Holstein se contribuye notablemente 
al inicio de estudios relacionados con el efecto 
del gen Nramp particularmente en la raza criolla 
HV. En la genotipificación de las dos poblaciones 
analizadas se detectaron siete alelos para la región 
3´UTR seleccionada. El polimorfismo encontrado 
principalmente en HV es mayor que los resultados 
obtenidos por otros investigadores (6, 12). Sin 
embargo, la mayor frecuencia corresponde a 
los alelos 207, 209 y 211, los demás alelos se 
presentaron en frecuencias demasiado bajas. 

En HV se encontraron los alelos 217, 215 y 207 
de Nramp1 en un bajo número de animales; estos 
alelos no han sido reportados en otros trabajos sobre 
determinación de polimorfismos en la región 3’ UTR 
de Nramp1 (6, 12). y podrían ser consecuencia de 
modificaciones en la secuencia en la región 3´UTR, 
producto de adiciones/deleciones que varían el tamaño 
de la secuencia (17).

Los resultados de la estimación de las diferencias 
entre la heterocigocidad observada y esperada para 
el microsatélite de Nramp 1, en cada una de las razas 
seleccionadas para este estudio, mostró que la raza 
Hartón del Valle presentó un déficit de heterocigóticos 
(p ≤ 0.01), y no presentó equilibrio de Hardy-Weinberg   
(véase Tabla 3), este resultado debido posiblemente 
a un alto grado de consanguinidad, quizás por el 
manejo que se da a esta raza criolla, que implica la 
utilización de un bajo número de parentales machos, 
todos con un mismo origen, como efecto de los pocos 
núcleos que conforman esta raza. Estos núcleos 
además, son cerrados y aislados, lo que no permite 
un verdadero intercambio, incrementando la frecuencia 
de homocigosis en esta población. En  la población 
Holstein no se presentó un déficit de heterocigóticos 
(p > 0.05) (véase Tabla 3) y se encuentra en equilibrio 
Hardy-Weinberg.

 Feng et al (6) estudiando modificaciones en 
la región 3’UTR en posición 1781-1804 del gen 
Nramp1 determinaron el polimorfismo (GT)12. 
Posteriormente  en estudios recientes de Paixao et 
al, (17) se encontraron variaciones en el tamaño de 
estas repeticiones y una mayor frecuencia de (GT)13 
en animales Cebú considerados genotípicamente 
resistentes a Brucella  y de (GT)14 en animales  
Holstein considerados susceptibles. Las 10  
muestras de Hartón del Valle analizadas por 
secuenciación, presentaron modificaciones en 
esta misma región 3’UTR del gen NRAMP1. La  
repetición (GT)10 fue encontrada en dos de las 
diez muestras secuenciadas, este polimorfismo 
fue determinado en investigaciones de Horín et al 
(12), quienes lo llamaron NRAMP 1.2. También se 
detectó el polimorfismo (GT)12 (NRAMP 1.1), en 
uno de los diez animales analizados (véase Tabla 
5). Este polimorfismo fue publicado originalmente 
por Feng et al (6).  

En el resto de muestras secuenciadas, se 
presentaron las repeticiones (GT)14 y (GT)11. Estas 
modificaciones en el número de repeticiones del 
dinucleótido GT, pudieron deberse a mutaciones 
puntuales ocurridas en esta secuencia, como  
sustitución de bases, determinando una interrupción  
en la serie de GTs (véase Tabla 5). Otras    
modificaciones en el número de repeticiones con 
respecto a lo determinado en bovinos, han sido 
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encontradas en ovejas (GT)21 (14) y Búfalos (GT)15 
(11). 

Los resultados de este estudio contribuirán a 
posteriores estudios en relación con el papel de Nramp1 
es la susceptibilidad o resistencia a enfermedades 
producidas por patógenos intracelulares en bovinos, 
principalmente en lo que se refiere al ganado criollo 
colombiano. Indican además, que existen diferencias 
entre las poblaciones Holstein y Hartón del Valle 
evaluadas, con respecto a los polimorfismos que 
presentan para Nramp1 y a las frecuencias de los alelos 

encontrados. Además es significativo encontrar en  
HV modificaciones en el número de repeticiones,  
que aún no han sido reportadas en la literatura y que 
pueden dar inicio a nuevas investigaciones en esta 
área en el ganado criollo.
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Summary

NRAMP1: Genetic characterization at the  3´UTR region in Holstein and creole Hartón del Valle 
cattle

 
Summary In studies of natural resistance or susceptibility to different intracellular pathogens the Nramp1 
gene has been described as controlling  this characteristic in mouse and in the humans. In this project 
we genotyped 151 Harton of the Valle bovine individuals and 128 Holstein, for a microsatellite of the 
3’ untranslated region of Nramp1 gene, in position 1745-1955 and found that the most frequency size 
of microsatellite were 207 and 211 bp. The sequencing results indicate that there is polymorphim in the 
number of GT repetitions and (GT)12 and  (GT)11 were present as reported previously, as well as  (GT)14 
y (GT)10. 

 
Key words:  GTs, pathogens, repeats, sequencing, susceptibility, 3’UTR.
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