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Resumen 

La ganadería bovina es considerada una de las fuentes principales de ingresos económicos 

en Ecuador. Por esta razón muchos productores se han enfocado en el mejoramiento 

productivo, mediante cruces genéticos con razas extranjeras, lo cual ha causado la 

disminución de la población de ganado Criollo endémico y la pérdida de sus propiedades de 

adaptabilidad asociadas con resistencia a enfermedades bacterianas de importancia en 

nuestro país. El gen Nramp1 cuenta con características consideradas determinantes ante la 

presencia de una infección por diversos patógenos intracelulares. Por esta razón científicos 

han basado sus investigaciones en determinar si el polimorfismo de este gen puede llegar a 

explicar la variación racial en la susceptibilidad a distintas enfermedades. Esta investigación 

evaluó la existencia de polimorfismo puntual en la secuencia de codificación de Nramp1 entre 

bovinos de las razas Holstein, Brahman y Criolla. Para esto se utilizaron 30 muestras de ADN 

total de cada una de las razas mencionadas, el genotipado se llevó a cabo mediante 

amplificación PCR y SSCA para la detección de polimorfismos de los locus SPN4 y SPN5 de 

Nramp1. Los alelos encontrados para SNP4 expresan un único alelo fijado (A) en todos los 

individuos homocigotos, y para SNP5 la raza Holstein revela un alelo fijado (A) homocigótico, 

mientras que en bovinos Brahman y Criollo, alta predominancia de heterocigosidad (AB). En 

conclusión, se demostró que, si existe variación en la distribución de los alelos que codifican 

la proteína Nramp1 entre razas, sin embargo, no se comprobó existencia de polimorfismo 

puntual. 
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Abstract 

Cattle farming is considered one of the main sources of economic income in Ecuador. For this 

reason, many producers have focused on productive improvement through genetic crosses 

with foreign breeds, which has caused the decrease of the endemic Criollo cattle population, 

and the loss of its adaptability properties associated with resistance to bacterial diseases of 

importance in our country. The Nramp1 gene has characteristics considered determinants in 

the presence of an infection by various intracellular pathogens. For this reason, scientists have 

based their research on determining whether the polymorphism of this gene can explain the 

racial variation in susceptibility to different diseases. This research evaluated the existence of 

a polymorphism in the coding sequence of the Nramp1 gene among cattle of the Holstein, 

Brahman and Criolla breeds. For this purpose, 30 total DNA samples from each of the 

mentioned breeds were used. Genotyping was carried out by PCR and SSCA for the detection 

of polymorphisms of the SPN4 and SPN5 loci of Nramp1. The alleles found for SNP4 express 

a single homozygous fixed allele (A) in all homozygous individuals, and for SNP5 the Holstein 

breed reveals a homozygous fixed allele (A), while in Brahman and Criollo cattle, a high 

predominance of heterozygosity (AB) was found. In conclusion, it was shown that there is 

variation in the alleles that encode the Nramp1 protein between breeds, however, the 

existence of a polymorphism was not proven. 
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Capítulo 1: Introducción 

La producción bovina es una actividad trascendental en Ecuador, siendo una fuente 

económica importante y a su vez contribuyendo con los productos para la alimentación de los 

ecuatorianos (Burgasí et al., 2014). En los últimos años el mejoramiento genético bovino se 

ha enfocado en la intensificación productiva, por lo tanto, se han introducido razas extranjeras 

que destacan en distintas líneas productivas, tal es el caso de la raza Holstein para producción 

de leche y la raza Brahman para la producción de carne (DAD-IS, 2020); pero se debe tomar 

en cuenta que al hablar de productos que son aptos para el consumo, es importante la sanidad 

animal, en el Ecuador existen enfermedades infecciosas que afectan de manera recurrente 

en los hatos, muchas de ellas de carácter zoonótico y por ende van a ser importantes para la 

salud pública de nuestro país (Díaz, 2003). 

De acuerdo con los datos planteados por el INEC, es notable el incremento de la línea 

genética mestiza, lo cual puede ser indicativo de que hay un aumento en la cantidad de cruces 

para mejoramiento genético con la finalidad de aumentar los índices productivos (INEC, 2021). 

En consecuencia, el ganado criollo se ha visto afectado, ya que ha provocado la pérdida 

progresiva de sus propias cualidades genéticas y la disminución de la población de este 

genotipo (DAD-IS, 2020). Los procesos de cruzamiento con otras razas conllevan a un 

incremento de ganado con bajos niveles de adaptabilidad y resistencia a diversos agentes 

ambientales (Parra et al., 2021). 

Al pasar los años, profesionales tienen la necesidad de indagar acerca de la heredabilidad de 

los genes y predominio de los mismos en distintas razas de ganado, muchos de ellos 

concuerdan en la herencia de un gen específico Nramp1, quien promueve la eliminación de 

bacterias por parte de los macrófagos debido a su función de transporte de membrana (Vidal 

et al., 1995); en varios estudios, este gen ha sido asociado con la resistencia a ciertas 

enfermedades infecciosas (Martínez et al., 2005), entre ellas, Brucelosis (Paixao et al., 2007), 

Tuberculosis (González et al., 2018), y Mastitis (Schulman et al., 2004), enfermedades de 

importancia crítica en nuestro país, dos de ellas de notificación obligatoria ante Agrocalidad. 

La identificación de la herencia de este gen en bovinos criollos (Martínez et al., 2010) podría 

considerarse una herramienta estratégica de prevención para reducir la susceptibilidad a 

enfermedades infecciosas, y por tanto el impacto de negativo en la población animal, 

atribuyéndole importancia así a este genotipo, y promoviendo la conservación de esta línea 

genética. 
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Capítulo 2: Objetivos 

2.1. Objetivo general 
2.1.1. Evaluar la existencia de polimorfismo puntual en la secuencia de codificación 

Slc11A1 del gen Nramp1 entre bovinos de las razas Holstein, Brahman y 

Criolla.  

 

2.2. Objetivos específicos 
2.2.1. Determinar la frecuencia génica y genotípica de los alelos A y B pertenecientes 

a la proteína Nramp1 en 3 razas bovinas. 

2.2.2. Comparar la frecuencia génica y genotípica de los alelos A y B pertenecientes 

a la proteína Nramp1 entre las 3 razas bovinas. 

 

 

 

Capítulo 3: Hipótesis 
¿Existe variación en la frecuencia de los alelos que codifican la proteína Nramp1 entre 

las razas bovinas Holstein, Brahman y Criolla? 
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Capítulo 4: Revisión de Literatura 

4.1. Importancia de la ganadería en Ecuador 

La ganadería desempeña un papel fundamental dentro del sector agropecuario del Ecuador, 

y es de vital importancia para la economía y la seguridad alimentaria de la población, según 

datos oficiales del Banco Mundial (2023), el sector agropecuario aportó un 8,8 % al Producto 

Interno Bruto (PIB) del país durante el año 2022. 

Dentro del sector ganadero, se destaca el ganado bovino, de acuerdo con el Instituto Nacional 

de Estadística y Censos (INEC), se registraron 3.9 millones de cabezas de ganado a nivel 

nacional, el mayor porcentaje se concentra en la región Sierra (53,0 %), seguida de la Costa 

(38,5 %) y la Amazonía (8,5 %). La producción bovina en las regiones costa y oriente produce 

el mayor porcentaje de ganado de carne, mientras que la región sierra se enfoca en la 

producción lechera (INEC, 2023). 

En Ecuador, la diversidad de razas de ganado bovino es notable, reflejando la adaptación a 

diferentes climas y condiciones geográficas del país. El genotipo predominante en el país 

corresponde a bovinos mestizos, representando el 36,7 % del total nacional, seguidos por los 

genotipos criollos (23,3 %), otras razas que se encuentran en un porcentaje menor, pero 

considerable, que incluyen Brahman (14,9 %), Holstein (9,5 %), Brown Swiss (6,6 %) y Jersey 

(3,0 %) (INEC, 2021). 

De las razas mencionadas, el ganado de raza Brahman es más adecuado para producción de 

carne en condiciones climáticas cálidas, por otro lado, el Holstein y Jersey se destacan por su 

alta producción de leche de buena calidad; el ganado Brown Swiss se describe como una raza 

de doble propósito con mayor tendencia a la leche (Cuellar, 2021). 

El genotipo criollo se puede describir como ganado de triple propósito: leche, carne y trabajo 

(Sánchez, 2003). Cevallos (2017), menciona que los criollos son muy valiosos por su 

rusticidad, excelente adaptación al clima y a la topografía irregular y resistencia a 

enfermedades. Estas características se presentan debido a que los bovinos criollos de 

América Latina se encuentran en este territorio hace más de 500 años, y evolucionaron por 

selección natural, lo cual les otorgó aptitudes únicas para sobrevivir y reproducirse en diversos 

ecosistemas (Parra et al., 2021) 
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En cuanto a los mestizos, son el resultado del cruce de varias razas, cuya población es 

mayoritaria y va en aumento, debido a que, en las últimas décadas, uno de los mayores 

enfoques de la industria ganadera ha sido el mejoramiento genético orientado hacia la 

intensificación productiva, por lo que se han introducido varias razas extranjeras que destacan 

en líneas productivas (Mendoza et al., 2022). 

Estos procesos de cruzamiento con otras razas han traído como consecuencia la disminución 

de la población de ganado Criollo, el cual es endémica del territorio, y con ellos la pérdida 

progresiva de su rusticidad y sus cualidades genéticas, por lo tanto, incremento de ganado 

con bajos niveles de adaptabilidad y resistencia a diversos agentes ambientales (DAD-IS, 

2020; Parra et al., 2021). Según datos obtenidos por Cevallos (2017), se puede considerar al 

ganado de raza Criolla ecuatoriano, en una situación de extremo riesgo de perderse. La 

relevancia de preservar el ganado bovino Criollo reside en su condición de valioso recurso 

genético generado en el ecosistema sudamericano y en su habilidad para adaptarse a 

ambientes con condiciones extremas, caracterizados por escasez de nutrientes en los pastos 

y condiciones climáticas variables, donde la crianza de razas foráneas sería insostenible 

(Mendoza et al., 2022). 

Con base a lo antes mencionado, se puede señalar que, al dirigir todos los esfuerzos de 

mejoramiento genético en parámetros productivos, se está restando importancia a otros 

aspectos igual o más trascendentales para la sostenibilidad de la industria ganadera, tales 

como la adaptabilidad del ganado, y la prevención y resistencia a enfermedades infecciosas 

y no infecciosas.  Según Díaz (2003) en el Ecuador existen enfermedades infecciosas que 

afectan de manera recurrente en los hatos causando pérdidas económicas en la ganadería, 

muchas de ellas de carácter zoonótico y considerables para la salud pública. 

4.2. Principales enfermedades que afectan al ganado bovino 

Según un estudio realizado por la Universidad de Oxford (2023), las enfermedades del ganado 

causan una pérdida de 358.000 millones de dólares al año mundialmente, entre las más 

importantes se mencionan: la Fiebre Aftosa, Brucelosis (Brucella abortus), Tuberculosis 

(Complejo Mycobacterium tuberculosis) y parasitosis por Echinococcus granulosus. 

Se han implementado varias medidas de prevención, control y erradicación de enfermedades 

tales como mantener un calendario sanitario de vacunación y desparasitación, control 

continuo de la bioseguridad y las condiciones higiénico-sanitarias de toda la granja, manejo 

adecuado de pastos, nutrición balanceada, realizar pruebas diagnósticas a los animales que 

van a ser introducidos al hato y aplicar cuarentena obligatoria, entre otras (Villaamil, 2022). 
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Sin embargo, en Ecuador, se siguen observando casos positivos de enfermedades 

bacterianas como Brucelosis, Tuberculosis, Mastitis y Leptospirosis bovina, que están 

afectando a los procesos productivos y reproductivos que determinan pérdidas económicas y 

riesgo de transmisión a las personas involucradas en el manejo del ganado (Román-Cárdenas 

& Chávez-Valdivieso, 2017). 

El diagnóstico temprano de enfermedades del ganado bovino es esencial para poder 

implementar medidas de control y tratamiento adecuado, y así evitar la propagación de estas. 

En Ecuador, se utilizan una variedad de métodos diagnósticos, que incluyen técnicas de 

biología molecular, cultivos bacterianos y pruebas serológicas como ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), Rosa de Bengala (RB), seroaglutinación lenta (SAT) utilizadas para 

detección de brucelosis y la prueba de Micro aglutinación (MAT) para casos que se 

sospechosos de Leptospirosis (Román-Cárdenas & Chávez-Valdivieso, 2017). 

Las técnicas de diagnóstico que se basan en Biología Molecular son un gran avance y han 

llegado a facilitar y agilizar el diagnóstico de enfermedades infecciosas; la prueba PCR 

(Reacción en Cadena de la Polimerasa) es la más sensible y permite la caracterización más 

específica, rápida y exhaustiva de los aislamientos bacterianos (Álvarez et al., 2016). 

4.3. Importancia de los estudios genéticos en las enfermedades bacterianas 

Los estudios genéticos como los estudios de asociación de todo el genoma han logrado 

identificar miles de variantes genómicas relacionadas con enfermedades recientemente, lo 

que ha mejorado la comprensión de muchas enfermedades complejas (González et al., 2018). 

Muchas especies, entre ellas humanos, ratones, ciervos y ganado, han documentado 

resistencia a Tuberculosis (Allen et al., 2010; Urén et al., 2017). La variabilidad individual en 

la resistencia del hospededero a la Tuberculosis se fomenta en una gran base genética, según 

los valores de heredabilidad estimados en poblaciones pertenecientes al Reino Unido e 

Irlanda. (Bermingham et al., 2010). Otros estudios han encontrado que la resistencia del 

ganado a la Tuberculosis varía genéticamente (Broderstone et al., 2010); existe evidencia de 

que Bos indicus, tiene mayor resistencia que Bos taurus (Ameni et al., 2007).     

4.4. Métodos para determinar la resistencia 

En la actualidad los marcadores genéticos son utilizados por sus características con la 

finalidad de asociar enfermedades con un definido gen, en medicina humana estos se utilizan 

para rastrear la herencia de un gen no identificado aún, pero con una conocida localización 

aproximada. Los mismos pueden llegar a ser parte de un gen o pueden no tener ninguna 

función (National Human Genome Research Institute, 2024).  
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Los marcadores genéticos cumplen la función de señalar regiones del genoma con distintas 

finalidades: para encontrar la posición e identidad de un gen, evidenciar polimorfismos de 

secuenciación en ADN, identificar regiones codificantes y no codificantes del genoma, etc. 

Entre ellos existe una clasificación de 3 tipos: 

● Tipo 1: Directos, codifican proteínas y estarán asociados a rasgos productivos (variación 

fenotípica)  

● Tipo 2: Microsatélites, utilizados comúnmente para el estudio de distintas poblaciones 

● Tipo 3: Polimorfismos de un solo nucleótido, utilizados con finalidad diagnóstica de rasgos 

a nivel productivo y enfermedades genéticas (Armijo, 2022).  

 

Los SNP (polimorfismos de un solo nucleótido) son considerados variaciones genómicas 

estructurales de base única del ADN, los mismos son estudiados para evidenciar la influencia 

de diferentes genomas en la salud tanto de seres humanos como de animales; es decir una 

de las bases nitrogenadas de un nucleótido en la cadena de ADN es alterada y por 

consiguiente se altera la secuencia del genoma (Sánchez, 2012). 

En Medicina veterinaria, los polimorfismos de un solo nucleótido han sido utilizados para 

evidenciar la correlación de distintos genes con la susceptibilidad a ciertas enfermedades 

bacterianas. Cuando los objetivos de estudio se basan en identificar un polimorfismo de un 

gen asociado a una enfermedad, pueden emplearse varias estrategias. Como principal 

característica es de importancia tener evidencias de que al menos una fracción de la patología 

se encuentra determinada genéticamente; posterior a esto se debe identificar en qué lugar se 

encuentran los genes de interés para la misma, obteniendo como resultado varios genes de 

interés con millones de polimorfismos responsables. Una vez identificado el gen y los 

polimorfismos, se realizan estudios de asociación, en los cuales se comparará la frecuencia 

relativa de las diferentes variantes de una serie de polimorfismos, es decir los SNP (Llorca et 

al., 2005).   

4.5. Diferentes técnicas para determinar resistencia 

En ganado cebú fueron descubiertos dos alelos que han sido relacionados significativamente 

con la baja de prevalencia de Tuberculosis en una región microsatélite del gen Nramp1 

(Hernández et al., 2014; Meade et al., 2007). Igualmente, en dos microsatélites en Bos taurus 

(europeo) fuertemente relacionados con respuestas positivas a pruebas de tuberculina 

(Driscoll et al., 2011), uno de ellos (INRA111) igualmente relacionado con una mayor 

probabilidad de desarrollar mastitis (Schulman et al., 2004).  
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También se ha usado con éxito el escaneo del genoma completo en ganado Holstein, 

encontrando tres polimorfismos (SNP) de un solo nucleótido ubicado en el cromosoma 22, 

relacionado a la susceptibilidad de Tuberculosis (Finlay et al., 2012), de igual manera se 

encontró correlación significativa entre esta susceptibilidad y el receptor TLR1 en el sitio TLR1-

G1596A (Sun et al., 2012). 

Otro estudio reciente concluyó el análisis de varios fenotipos (animales que reaccionaron a la 

tuberculina con lesiones visibles y aislamiento de Mycobacterium bovis mediante cultivo) en 

la susceptibilidad a este patógeno se encontraron dos SNP en los cromosomas 2 y 23 son 

significativamente relacionados con distintos rasgos de susceptibilidad, los cuales se 

convierten en posibles marcadores, para posteriormente seleccionar individuos susceptibles 

y separarlos de aquellos con mayor potencial de resistencia (Raphaka et al., 2017). 

La resistencia a otros patógenos ha sido asociada a la activación de genes similares, 

patógenos como Brucella abortus, Mycobacterium avium y Mycobacterium paratuberculosis 

(Bermingham et al., 2009). Por lo tanto, cuando se seleccionan animales con resistencia a la 

Tuberculosis, se está apoyando al control de las enfermedades que son causadas por dichas 

bacterias; aprovechando mencionar que estos genes junto con Vdr y Tlr2, se han asociado 

con la respuesta inmune, obteniendo un doble beneficio (Bukhari et al., 2015).  

4.6. Gen Nramp1 

El gen Slc11A1 o Nramp1, pertenece a la superfamilia de genes transportadores de solutos 

(SLC), quienes son capaces de codificar ciertas proteínas integrales de membrana que 

incluyen transportadores acoplados a iones, transportadores pasivos e intercambiadores que 

trafican compuestos esenciales tanto dentro como fuera de la célula y de los organelos 

(Forbes & Gros, 2003); a su vez este gen es miembro de la familia S11 que codifican 

transportadores de iones metálicos acoplados a protones (Vidal et al., 1995). 

El NRAMP1 es considerado una proteína de membrana integral politópica (Feng et al., 1996) 

de macrófagos, modulada por la exposición al lipopolisacárido bacteriano, asociado a la 

resistencia natural (Adams & Schutta, 2010). Se encuentra formada por 10 a 12 dominios 

transmembrana, que a su vez contienen 548 aminoácidos con 3 lugares putativos de 

fosforilación, 2 motivos de unión al dominio SH3 y un único sitio de glicosilación fuera de la 

célula (Feng et al., 1996). 
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Nramp1 es altamente conservado ya que cuenta con ortólogos, es decir, que encuentra cierta 

similitud en la secuenciación (Adams & Schutta, 2010) que codifica una proteína integral de 

membrana homóloga estructuralmente con los sistemas de transporte (Vidal et al., 1993) 

encontrados tanto en células eucariotas como en procariotas (Adams & Schutta, 2010), Los 

homólogos eucariotas de Nramp transportan cationes divalentes como Fe2+, Mn2+, Zn2+ y Cu2+. 

Por lo que se propone que cumple una función de transporte de membrana específica de 

macrófagos (Vidal et al., 1993). Su expresión en macrófagos se sugiere que es inducida por 

el Interferón gamma (Agranoff et al., 1999), al igual que por la exposición a agentes patógenos 

bacterianos (Forbes & Gros, 2003).   

4.7. Resultados que asocian Nramp1 con la resistencia a enfermedades 

Ciertos homólogos de Nramp1 son considerados determinantes ante la presencia de una 

infección por diversos patógenos intracelulares (Barton et al., 1999). Con esta información 

científicos han basado sus investigaciones en determinar si el polimorfismo de este gen en 

diferentes especies puede llegar a explicar la variación racial en la susceptibilidad a distintas 

enfermedades, tales como la Tuberculosis en el ser humano (Lara et al., 2008). En animales 

domésticos, los homólogos para Nramp1, se han identificado, secuenciado y mapeado en 

bovinos (Feng et al., 1996), Gallus gallus domesticus (Hu et al., 1996), Sus crofa domesticus 

(Tuggle et al., 1997), Ovis orientalis aries (Pitel et al., 1994); pero de estas investigaciones 

solo se ha podido documentar cierta asociación con resistencia natural en bovinos y pollos 

(Feng et al., 1996). Aunque autores exponen que la resistencia puede estar asociada a un 

solo gen, lo más común es que se encuentre asociada a varios genes. Como consecuencia 

de esto, los estudios que se basan en el control genético de la resistencia a enfermedades en 

los animales domésticos van a depender en gran medida de la metodología, incluidos factores 

como la naturaleza de la exposición al patógeno, los métodos a utilizar para evaluar esta 

resistencia y el análisis genético utilizado (Adams & Schutta, 2010). 

En el ganado bovino este gen ha sido asociado con la susceptibilidad y resistencia contra 

Brucella abortus (Adams & Templeton, 1998; Feng et al.,1996). Estos autores toman a la 

Brucelosis bovina como modelo prototipo de enfermedad intracelular; a finales de la década 

de 1970 se realizaban estudios para determinar si la susceptibilidad a Brucella abortus era de 

carácter hereditario y, de igual manera, la identificación de genes con la capacidad de 

controlar la resistencia a la misma (Adams & Schutta, 2010). 
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Esta resistencia se ha vinculado con polimorfismos dentro de la región 3´ no traducida (3-

UTR) (GT) microsatélite del gen Nramp1, mismos que pueden detectarse mediante un análisis 

conformacional monocatenario (Adams & Templeton, 1998). Los estudios realizados explican 

que estos polimorfismos están asociados con una variación en el número de repeticiones del 

microsatelite (GT) lo que posiblemente determina la resistencia a Brucelosis al reducir la 

replicación intracelular de Brucella abortus dentro de los macrófagos (Barthel et al., 2001). 

Por otro lado, Borriello et al. (2006) realizaron un estudio en búfalos de agua en el cual 

describieron polimorfismos en la secuencia de Nramp1 y detectaron una correlación entre el 

genotipo Nramp1 y la resistencia a la infección por Brucella abortus y mencionaron que la 

selección genética para dicho genotipo puede significar un mecanismo prometedor para 

incrementar la resistencia a la Brucelosis en el ganado, que ayudaría a controlar la 

diseminación de esta enfermedad, sobretodo en áreas donde la misma es endémica y un 

problema económico grave. 

En otra investigación realizada para comparar la frecuencia de alelos bovinos Nramp1 en 

razas Holstein y Cebú, se encontró que los bovinos Holstein tuvieron un genotipo 

extremadamente homogéneo (GT13). Mientras que las razas Cebú (Nelore y Guzerá) tenían 

el genotipo más heterogéneo con varias combinaciones alélicas (GT13, GT14, GT15), 

demostrando una diferencia significativa entre polimorfismos Nramp1 3´ UTR con respecto a 

la raza Holstein, los autores concluyeron que estos resultados podrían significar que las razas 

Cebú pueden tener factores de resistencia adicionales que resultaron en una menor presión 

selectiva a favor del alelo GT13, por lo cual este hallazgo puede resultar muy útil en el futuro 

para planificar estrategias de mejoramiento para la selección de ganado resistente a algunas 

enfermedades bacterianas (Paixão et al., 2006). 

4.8. Alelos existentes y su posible influencia en resistencia a enfermedades 

Algunos autores han registrado distintos resultados de una supuesta asociación entre ciertos 

alelos del gen Nramp1 con la susceptibilidad a ciertas enfermedades, basándose en su 

propiedad de acción de los macrófagos que limitan a la reproducción de algunas especies de 

bacterias.  

Holder et al., (2020) demostraron que Nramp1 influye negativamente en la supervivencia de 

patógenos intracelulares como Mycobacterium bovis mediante el secuestro de Hierro, al 

evaluar 5 polimorfismos de un solo nucleótido, solo SNP4 se encuentra presente en Brown 

Swiss, Holstein y Sahiwal; se sugiere que un alelo alternativo BB homocigótico en SNP4 tiene 

mayor expresión de Nramp1 y por lo tanto mayor resistencia a la Tuberculosis. 
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Ateya et al. (2022) resaltan la importancia de Nramp1 como marcador genético y factor 

predisponente para tolerancia/susceptibilidad a mastitis en Holstein y Brown Swiss y 

recomiendan tomar como referencia este gen con la finalidad de predecir el mayor riesgo de 

aparición de la enfermedad. 

Okuni et al. (2021) evidencian que el genotipo AA homocigótico está asociado con infecciones 

por Mycobacterium avium paratuberculosis y los SNP de Nramp1 son marcadores potenciales 

para detectar ganado resistente a esta bacteria. Se recomienda de igual manera usar estos 

polimorfismos en una población más grande con la finalidad de garantizar mejores resultados. 

4.9. Frecuencia absoluta y relativa 

La frecuencia absoluta se refiere a la cantidad de veces que aparece un valor específico en 

un conjunto de datos. La frecuencia relativa, por otro lado, es la proporción o fracción que 

representa la cantidad de veces que un valor se presenta en relación con el total de todos los 

valores. Para calcular las frecuencias relativas, se divide cada frecuencia absoluta por el total 

de datos, pudiendo expresarse como fracciones, porcentajes o decimales (Dean & Illowsky, 

2022). 

En este tipo de estudios, las distribuciones de frecuencias se utilizan para organizar la 

información disponible con la finalidad de describir una población observada con respecto a 

una variable de interés; es decir, es la especificación de las frecuencias que corresponden a 

cada valor o categoría. La frecuencia absoluta se conoce como el número de veces que se 

repite un dato y la frecuencia relativa se refiere a la proporción que representa la frecuencia 

absoluta con relación al total de datos o una muestra. Como variable cuantitativa, se procede 

a realizar una tabla de distribución de frecuencias ordenando los valores de las distintas 

variables acompañado de la frecuencia de estas (Garriga et al., 2010).   

4.10. Heterocigosis esperada y observada  

Tripp (2009) define la heterocigosis esperada como: “proporción de organismos heterocigotos 

calculada a partir del equilibrio de Hardy-Weinberg. Su cálculo implica la obtención de las 

frecuencias genotípicas a partir de las frecuencias alélicas siguiendo un binomio al cuadrado 

(p + q)2, en donde p y q son las frecuencias alélicas y 2pq corresponderá a la frecuencia de 

heterocigotos”. 

La heterocigosidad observada hace referencia a la proporción de organismos heterocigotos 

calculada a partir de los genotipos observados en una muestra poblacional (Tripp, 2009). 
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4.11. Equilibrio Hardy-Weinberg 

La ley de Hardy-Weinberg se basa en relacionar frecuencias alélicas y genotípicas que 

pertenecen a una población, la misma busca que las frecuencias se mantienen constantes a 

través del paso entre generaciones, es decir, se encuentren equilibradas. Este equilibrio indica 

que la alteración genética de una población puede darse sólo por factores como mutaciones, 

selección natural, influencias casuales, convergencias o divergencias individuales, de manera 

que cualquier cambio genético que se lleve a cabo va a implicar una perturbación en el 

equilibrio establecido por esta ley (Sanchez, 2012). Es raro que una población real se adapte 

perfectamente al modelo de Hardy-Weinberg y que las frecuencias alélicas y genotípicas 

permanezcan inalteradas de generación en generación (Klug, 2016). 

“En otra aplicación, la ley de Hardy-Weinberg nos permite estimar la frecuencia de los 

heterocigotos de una población. La frecuencia de un carácter recesivo puede determinarse 

usualmente contando los correspondientes individuos dentro de una muestra de la población. 

Con esta información y la ley de Hardy-Weinberg, podemos calcular las frecuencias alélicas 

y fenotípicas” (Klug, 2016). 

4.12. Consanguinidad 

Consanguinidad o endogamia se refiere a la relación sanguínea que tiene un individuo con 

otro cuando se encuentran emparentados entre sí, es decir, que tienen antepasados en 

común. Cuando más cercana sea esta relación, la consanguinidad será mayor, debido a que 

llegan a compartir más características heredadas de sus ancestros. Esta endogamia 

disminuirá la frecuencia de individuos heterocigóticos y aumenta la frecuencia de genes 

recesivos, lo cual puede llevar a desordenes genéticos o afectar de manera negativa la 

supervivencia, reproducción o aptitudes funcionales generales de los animales (Piñeira et al., 

2020).  
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Capítulo 5: Materiales Y Métodos 

5.1. Área de estudio 

Las muestras de ADN utilizadas, formaron parte de la investigación: “Caracterización genética 

de ganado criollo y Holstein de las tierras altas tropicales del sur ecuatoriano por análisis de 

microsatélites”, obtenidas a partir de muestras sanguíneas, provenientes de bovinos 

fenotípicamente considerados criollos de hatos localizados en Dugdug, Paute, El Pan, Tarqui, 

Huachi, Trigo Pampa y Girón, y de bovinos Holstein pertenecientes a tres hatos ubicados en 

la misma provincia del Azuay, las mismas permanecen almacenadas en el laboratorio de 

Biología Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. 

Las muestras de ganado Brahman, fueron extraídas de la Hacienda “Bemsh” (Latitud: -

2.976667; Longitud: -78.9655763) ubicada en el cantón Balao, provincia del Guayas a 10 

metros sobre el nivel del mar (msnm), con una temperatura promedio de 28°C y una 

precipitación anual es 798 mm. El procesamiento de muestras y análisis para la 

caracterización genética del gen Nramp1, mediante PCR - SSCP se realizó en el laboratorio 

de Biología Molecular de la Universidad de Cuenca, ubicada en la Facultad de Ciencias 

Agropecuarias. 

 

Ilustración 1. Ubicación del área de estudio (Guayas - Balao) 

5.2. Materiales y Métodos  

Actividad 1: Extracción y recolección de muestras 
Materiales físicos y equipos: 

Tubo tapa Lila con EDTA K2 de 4 ml 

Aguja con sistema vacutainer 20G  

Capuchón para sistema vacutainer 

Caja térmica  

Alcohol 

Algodón 
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Materiales Químicos: 
EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 

Materiales biológicos: 
Bovinos raza Brahman  

Procedimiento: 
Paso N° 1. Identificación de tubos con el N° del bovino a muestrear.   

Paso N° 2. Limpieza y desinfección de la zona ventral de la cola. 

Paso N° 3. Identificación de la vena coccígea del bovino. 

Paso N° 4. Inserción de la aguja con capuchón.  

Paso N° 5 Recolección de 4ml de sangre entera en tubo al vacío. 

Paso N° 6 Almacenamiento y transporte de muestras hacia el laboratorio de 

biotecnología.  

Actividad 2: Extracción de ADN 
Materiales físicos y equipos: 

Tubos eppendorf 

Vortex 

Refrigerador  

Pipetas 

Centrífuga Eppendorf Centrifuge 5430 R 

Termociclador Nexus  

Incubadora 

Cabina de bioseguridad 

Guantes 

Mandil 

Materiales Químicos: 
Agua destilada 

PBS 

Buffer de lisis (CTAB 2%, Tris -HCl 100mM, EDTA. 20mM, NaCl 1.4 M, ph 7,5) 

Proteinasa K 

Cloroformo/Alcohol isoamílico (24:1) 

Etanol frío al 100% 

Tris acetato EDTA (TAE) 

Materiales biológicos: 
Muestras de sangre entera 
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Procedimiento: 

Paso N° 1.  En un tubo de 1,5 ml se colocaron 500 µl de una muestra de sangre 

en EDTA y se congeló a -80 °C por un tiempo mínimo de 20 minutos. 

Paso N° 2. Se descongeló a temperatura ambiente, se añadió 1ml de agua 

destilada de grado biología molecular y se agitó las muestras por 5 minutos en 

un vortex. 

Paso N° 3. Se comprobó que exista lisis completa de eritrocitos y luego se 

centrifugó a 12.000 x g por 10 minutos.   

Paso N° 4. Se retiró el sobrenadante con cuidado de no alterar el pellet y se 

repitió nuevamente los pasos anteriores. 

Paso N° 5. Se resuspendió el pellet en 500 µl de PBS y se mezcló por 

inmersión.  

Paso N° 6. Se centrifugó a 12.000 x g por 10 minutos y se descartó el 

sobrenadante.  

Paso N° 7. Se repitió los pasos 5 y 6 

Paso N° 8. Se adicionó 1ml de Buffer de lisis, 10 µl de Proteinasa K (20 mg/mL) 

y se homogeneizó mediante vortex para incubar con agitación a 70 °C por 1 

hora. 

Paso N° 9. Nuevamente se homogeneizó por agitación y se llevó a incubar a 

95°C por 10 minutos para inactivar la Proteinasa K.  

Paso N° 10. Se centrifugó a 12000 x g por 10 minutos y se colocó el 

sobrenadante (1 mL) en un nuevo tubo de 2 mL. 

Paso N° 11. Se colocó 700 µl de Cloroformo: Alcohol isoamílico (24:1) y se 

homogeneizó mediante un orbital para centrifugar a 12000 x g por 15 minutos 

Paso N° 12. Se removió el sobrenadante y se colocó en un nuevo microtubo 

de 1,5 mL. Se completó el volumen del tubo con etanol frío al 100 % y se mezcló 

suavemente invirtiendo los tubos, para dejar reposar 30 minutos a 20 °C. 

Paso N° 13. Se recolectó las cadenas de ácidos nucleicos por centrifugación a 

14.000 x g por 30 minutos a 4 °C y se descartó con pipeta el sobrenadante.  
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Paso N° 14. Se lavó el pellet con 500 µl de etanol al 70 % frío y se centrifugó a 

14.000 x g por 15 minutos 

Paso N° 15. Se descartó el sobrenadante, y se dejó secar el pellet dentro de la 

cabina de bioseguridad por 20 minutos hasta que el Etanol se haya evaporado.  

Paso N° 16. Se diluyó el pellet en 100 µl de Tris EDTA (TE), con agitación a 65 

°C por 20 minutos. Finalmente, se almacenaron las cadenas de ácidos 

nucleicos a -20 °C.    

Actividad 3: Amplificación (PCR SNP4 Y SNP5) 
Materiales físicos y equipos: 

Micropipetas 

Guantes de Nitrilo 

Tubos eppendorf 

Termociclador PCR Mastercycler nexus GSX1 

Materiales Químicos: 
Agua de grado biología molecular 

Buffer de ampificación 10X 

Solución de enhancer 10X 

Solución de NTP’s 

Solución de MgSO4 

Oligonucleótidos / Cebadores (Tabla 1.) 

Enzima Pfx ADN polimerasa 

Tabla 1. Secuenciación de oligonucleótidos de SNP4 y SNP5 (Martínez et al., 2010). 

SNP4 F 5’GGCTTGGAGGTCTGATTTTC 
R 5’CGTTGGCTTGCTTACTCCTT 

SNP5 F 5’CAAGGAGTAAGCAAGCCAAC 
R 5’GCTGCCTTAAGGATCAAGGA 

Materiales biológicos: 
Muestras de ADN total 

Procedimiento: 
Paso N° 1. Se realizaron las mezclas detalladas en las tablas 2 y 3, con cada 

una de las muestras de ADN, tanto para marcador genético SNP4 como para 

SNP5. 
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Tabla 2. Componentes utilizados para la mezcla utilizada para amplificación de muestra para 
PCR de SNP4. 

Agua Grado Biología Molecular 80,75 µL 

Buffer de amplificación 10X 12,5 µL 

Solución de enhancer 10X 12,5 µL 

Solución de MgSO4 5 µL 

Solución de NTP´s 1,25 µL 

Oligonucleótido SNP-4F 1 µL 

Oligonucleótido SNP-4R 1 µL 

Enzima Pfx ADN polimerasa 1 µL 

Muestra ADN total 10 µL 

Volumen final 125 µL 
 

Tabla 3. Componentes utilizados para la mezcla utilizada para amplificación de muestra para 
PCR de SNP5 

Agua Grado Biología Molecular 80,75 µL 

Buffer de amplificación 10X 12,5 µL 

Solución de enhancer 10X 12,5 µL 

Solución de MgSO4 5 µL 

Solución de NTP´s 1,25 µL 

Oligonucleotido SNP-5F 1 µL 

Oligonucleotido SNP-5R 1 µL 

Enzima Pfx ADN polimerasa 1 µL 

Muestra ADN total 10 µL 

Volumen final 125 µL 
 

Paso N° 2. Se realizó el perfil de temperaturas de amplificación, con una curva 

de temperatura de alineamiento indicados en la tabla 4 para SNP4 y tabla 5 

para SNP5. 
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Tabla 4. Perfil de temperatura empleado en los ensayos de PCR de SNP4. 

 
Paso 

Desnaturalización 
inicial 

Número de ciclos: 35 
Extensión 

final Almacenamiento 
Desnaturalización Alineamiento Extensión 

Tiempo 4min 30seg 25seg 25seg 5min Ꝏ 

Temperatura 
°C 94,0 °C 94,0 °C 56,1 °C 68,0 °C 68,0 °C 37,8 °C 

 

Tabla 5. Perfil de temperatura empleado en los ensayos de PCR de SNP5. 

 
Paso 

Desnaturalización 
inicial 

Número de ciclos: 35 
Extensión 

final Almacenamiento 
Desnaturalización Alineamiento Extensión 

Tiempo 4min 30seg 25seg 25seg 5min Ꝏ 

Temperatura 
°C 94,0 °C 94,0 °C 52,5 °C 68,0 °C 68,0 °C 37,0 °C 

Paso N° 3. Se colocaron las mezclas con cada una de las muestras de ADN en 

tubos eppendorf, en el termociclador con los parámetros anteriormente 

marcados. 

Paso N° 4. Se realizaron los pasos 1, 2 y 3 con cada una de las muestras, para 

cada marcador genético, tanto para el marcador SNP4 como para SNP5, 

respectivamente 

Paso N° 5 Se verificó la amplificación mediante electroforesis. 

Actividad 4: Verificación de la amplificación mediante electroforesis 
Materiales físicos y equipos: 

Matraz de 250 mL  

Probeta 100 mL  

Micropipetas 

Microondas 

Cámara de electroforesis horizontal 

Guantes de nitrilo  

Balanza analítica 

Biorad Molecular Imager Gel Doc XR+ 
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Software Image Lab (Versión 5.2.1 build 11) de Bio Rad Laboratories 

Materiales Químicos: 
Agarosa 

Tris Acetato EDTA (Buffer TAE 1X) 

Bromuro de etidio 

Buffer de carga 6X 

Marcador de Peso Molecular 

Materiales biológicos: 

Producto de la amplificación PCR 

Procedimiento: 

Paso N° 1. El gel de agarosa se preparó al 1,2 %, diluyendo 0,36 gramos de 

agarosa en 30 ml de buffer de TAE 1X. 

Paso N° 2. Se calentó en el microondas por intervalos de 15 segundos, 

agitando la solución hasta que se obtuvo una mezcla homogénea y 

transparente. 

Paso N° 3. Se dejó enfriar la mezcla 1 minuto y se colocó 1 µl de bromuro de 

etidio.  

Paso N° 4. Se vació la mezcla en un molde Caster Gel y se dejó reposar la 

mezcla en el molde por 20 minutos aproximadamente hasta su polimerización. 

Paso N° 5. Se colocó el gel en la cámara de electroforesis. 

Paso N° 6. Se incorporó 5 µl de muestra y 3 µl de buffer de carga, dando como 

resultado 8 µl mezcla que se colocó en cada pozo del gel, en el último pozo de 

cada gel se colocó 5 µl de marcador de peso molecular.  

Paso N° 7.  Una vez colocadas las muestras en los pocillos, se sometió el gel 

a electroforesis a 80 Voltios por una hora. 

Paso N° 8. Se colocó el gel en el equipo Biorad Molecular Imager Gel Doc XR+ 

para fotodocumentar los resultados con el software Image Lab (Versión 5.2.1 

build 11) de Bio Rad Laboratories. 

Interpretación:  

Una vez fotodocumentados los resultados se comprobó que en todas las 

muestras se obtuvo, como producto de PCR el amplicón de la longitud 

esperada de 176 bp en el caso del SNP4 y 350 bp para SNP5. 
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Ilustración 2. Electroforesis de muestras para cebadores SNP4 y SNP5 para determinación 
de perfil de temperaturas de amplificación. Carriles 1, 2, 3 y 4: Productos de PCR para SNP4 
con una longitud similar a la esperada, se utilizó el perfil de temperaturas correspondiente al 
carril 3 (176 bp). MPM: marcador de peso molecular. Carriles 5, 6, 7 y 8: Productos de PCR 
para SNP5 con una longitud similar a la esperada, se utilizó el perfil de temperaturas 
correspondiente al carril 6 (350 bp). 

Actividad 5: Análisis de conformación monocatenaria SSCP 
Materiales físicos y equipos: 

Recipientes de plástico 

Cronómetro 

Probeta de 100 ml. 

Micropipetas electrónicas 

Balanza 

Agitador magnético 

Sistema completo de electroforesis Eco-Mini Biometra (R) para 2 geles de 8,75 

cm de longitud 

Materiales Químicos: 
Ácido acético al 7,5 % 

Agua destilada 

TBE Buffer 5X 1 Litro (54 g. Tris Base, 27,5 g. Ácido Bórico, 20 µl EDTA 0,5 M 

ph 8,0) 

Solución de Nitrato de plata 0,2 % 

Glucosa al 8 % 

Ácido bórico 100 mM 

Hidróxido de sodio 250 mM 

Solución de EDTA al 5 % 
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Glicerol al 10 % 

Acrilamida al 5,5 % 

Persulfato de amonio 

TEMED (tetrametiletilendiamina) al 10 % 

Buffer de carga 10 ml (95 % Formaldehído, 0,5 mM NaOH, 0,1 % Xylene 

cyanol, 0,1 % Azul de Bromofenol) 

Biorad Molecular Imager Gel Doc XR+ con el software Image Lab (Versión 

5.2.1 build 11) de Bio Rad Laboratories 

Materiales biológicos: 
Muestras de ADN 

Procedimiento:  
Elaboración del gel de poliacrilamida 
Paso N°1. Se diluyó la solución de TBE Buffer 5X a TBE Buffer 1X, mezclando 

200 ml. de Buffer 5X y 800 ml. de agua destilada. 

Paso N° 2. Se preparó la mezcla de 10,225 ml. de agua destilada, 4 ml. de TBE 

Buffer 1X, 2 ml. de glicerol al 10 % agregado lentamente, 3,666 ml. de 

acrilamida al 5,5 %, 75 µl de Persulfato de amonio y 7,5 µl de TEMED. Esta 

mezcla rindió para la elaboración de dos geles. 

Paso N° 2. Se homogeneizó la mezcla y enseguida se colocó en el molde 

vertical hasta que se polimeriza. 

Paso N°3. Se colocó en un microtubo Eppendorf, correctamente numerado e 

identificado por cada muestra, 5 µl de muestra de estudio y 5 µl de Buffer de 

carga, y se homogeneizó cada uno. 

Paso N° 4. Se colocaron los tubos en el termociclador y se procesaron en un 

ciclo de 5 min (94 °C y bajar a 4 °C) para desnaturalizar el ADN. 

Paso N° 5. Enseguida se colocó con una micropipeta 5 µl de cada muestra en 

el fondo de cada uno de los pocillos del gel poliacrilamida. 

Paso N° 6. Se corrió el gel a 40 Voltios durante 8 horas. 

Tinción del gel de poliacrilamida 

Paso N° 1. Se fijó el gel con 50 ml de una solución de ácido acético al 7,5 % 

por 10 minutos en agitación. 

Paso N° 2. Se lavó el gel 3 veces con agua destilada, cada lavado por 5 

minutos.  
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Paso N° 3. Se trató los geles por 5 minutos con la solución de nitrato de plata 

al 0,2 %. 

Paso N° 4. Se lavó dos veces por 30 segundos con agua destilada.  

Paso N° 5. Se sumergió el gel en una solución de Glucosa 8 %, Ácido bórico 

100 mM y 250 mM de Hidróxido de sodio de 8 a 10 minutos. 

Paso N° 6. Posterior a la reducción de la plata, se sumergió el gel en solución 

de EDTA al 5 % por 5 minutos para detener la reacción.  

Paso N° 7.  Se foto documentaron los resultados en el equipo Biorad Molecular 

Imager Gel Doc XR+ con el software Image Lab (Versión 5.2.1 build 11) de Bio 

Rad Laboratories 
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Capítulo 6: Resultados Y Discusión 

6.1. Análisis estadístico y genético 

Se realizaron análisis estadísticos para estudiar genotipos homocigotos y heterocigotos en el 

gen Nramp1. Las frecuencias génicas y genotípicas se determinaron mediante conteo directo 

en las imágenes fotodocumentadas de los productos de las muestras para SNP4 y SNP5 

sometidas a PCR y análisis de conformación monocatenaria SSCP (Ilustración 3 y 4) 

 

 

Ilustración 3 . Muestras de carácter homocigoto de ganado Brahman para SNP4. 

 

 

Ilustración 4. Muestras de carácter heterocigoto de ganado Brahman para SNP5 

 

La evaluación de parámetros estadísticos genéticos se realizó mediante el programa 

informático Genepop versión 4.5, el cual analiza el equilibrio Hardy-Weinberg, la presencia de 

alelos nulos, estadísticos F de Wright, así como la heterocigosidad esperada y observada. 

1 

1 
2 
3 



 
33 

Karina Marcela Hurtado Bermeo - María Elisa Rosado Rodas 
 

6.2. Frecuencias genotípicas y génicas. 

Las frecuencias genotípicas y génicas del gen Nramp1, se obtuvieron mediante un recuento 

directo y se presentan en la Tabla 6. 

Los SNP analizados fueron:  

SNP4: Holder et al. (2020), indican la importancia del mismo en un análisis de secuenciación 

de esta región codificante, comprobando que el genotipo BB se asocia a una mayor expresión 

de Nramp1, concluyendo que el ganado que lo presente, tenga mayor resistencia a 

Tuberculosis por mostrar una mayor expresión en sus macrófagos. Martínez et al. (2010) en 

bovinos de la raza Blanco Ojinegro y Cebú desafiados a la infección de Brucella abortus, 

observaron que SNP4 genotipo AA tuvo un efecto significativo en el aumento de la 

supervivencia bacteriana in vitro, siendo los heterocigotos los que tenían mayor capacidad de 

control del crecimiento bacteriano.  

SNP5: Liu et al. (2016) en su estudio asociaron Nramp1 con la susceptibilidad a Tuberculosis 

en vacas Holstein Chinas y este polimorfismo resulta significativo, al igual que Ruiz-Larrañaga 

et al. (2010) quienes asociaron el gen Nramp1 con la resistencia de bovinos a Mycobacterium 

avium, obteniendo resultados que sugieren que SNP5 es la región causante de la variación 

en la respuesta de la proteína involucrada en la inmunidad innata. Martínez et al. (2010) 

cuantitativamente observaron un valor mayor en crecimiento bacteriano de Brucella abortus 

en genotipos homocigotos AA, sin embargo, no representó un resultado estadísticamente 

significativo, lo cual indica que este polimorfismo es un marcador potencial que necesita mayor 

exploración. 

Tabla 6. Frecuencias absolutas y relativas del SNP5 en tres razas bovinas. 

Razas 
Frecuencias genotípicas Frecuencias génicas 

AA AB BB A(p) B(q) 
Di di Hi hi Ri ri Pi pi Qi qi 

Holstein 
Friesian 30 1,00 0 0,000 0 0,000 60 1,000 0 0,000 

Brahman 6 0,200 24 0,800 0 0,000 12 0,200 48 0,800 

Criollo 
Ecuatoriano 1 0,033 29 0,967 0 0,000 2 0,033 58 0,967 

Para el SNP4 las frecuencias genotípicas en todas las razas presentaron el mismo alelo, el 

cual se encuentra fijado. El 100 % de los genotipos en las tres razas son AA y solamente está 
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presente el alelo A homocigótico. Los resultados en SNP5 mostraron que en este marcador 

tampoco hay heterocigosidad en la raza Holstein, presentando como frecuencia génica 

absoluta predominio el alelo A. Al contrario de las razas Brahman y Criollo, en las cuales 

predomina el genotipo AB heterocigoto presentando una frecuencia génica superior para el 

alelo B. 

Martínez et al. (2008) obtuvieron un resultado similar, en la cual caracterizó las frecuencias 

génicas y genotípicas de regiones codificantes de Nramp1 en diferentes razas de Bos taurus 

y Bos indicus, entre ellas Cebú, Blanco Orejinegro, Romosinuano, Holstein, Austriana del 

valle, Rubia Gallega y Pirenaica; como resultado obtuvieron en SNP4 encontró homocigosidad 

en todas las razas bovinas de su investigación, y en SNP5 fue la única región en donde 

encontró heterocigosidad. 

6.3. Heterocigosidad observada y esperada, Equilibrio de Hardy-Weinberg y Alelos 
nulos. 

Tabla 7. Heterocigosidad y homocigosidad esperadas; Equilibrio de Hardy-Weinberg y 
Frecuencia de alelos nulos para el marcador SNP5. 

Población Heterocigotos 
esperados 

Heterocigotos 
observados 

Homocigotos 
esperados 

Homocigotos 
observados 

EHW 
(P-valor) 

Frecuencia 
estimada de 
alelos nulos 

Brahman 24,52 24 5,49 6 0,761 (N.S) 0,0004 

Criollo 
Ecuatoriano 

29,00 29 1,00 1 
0,000 

(p<0.05) 
0,0004 

 

La heterocigosidad esperada en ambas razas fue muy similar a la observada e igualmente los 

homocigotos esperados y observados. Hay un marcado déficit de homocigotos en los bovinos 

criollos ecuatorianos.  

Para el SNP5, se observó mayor heterocigosidad en bovinos Criollos, además la 

heterocigosidad observada (Ho), fue mayor que la esperada (He), lo que de igual manera 

indica que existe mayor heterocigosidad, con respecto a ganado Brahman y Holstein. 

De acuerdo con los resultados los bovinos de raza Brahman se encuentran en equilibrio 

Hardy-Weinberg. Por el contrario, en ganado Criollo no se encuentra equilibrio, esto puede 

deberse a la introducción de otras razas para mejoramiento con fines productivos, lo que ha 

traído consecuencias de inestabilidad poblacional en términos genéticos. Llorca et al. (2005) 
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mencionan que la falta de información sobre una raza, pueda ser la causa de que Ho y He 

resulten cercanos y no exista desviación aparente, por lo que, se puede suponer que se 

encuentra en equilibrio o que la muestra es muy pequeña para realizar una prueba 

significativa. 

La frecuencia de alelos nulos es relevante en genética de poblaciones y puede identificar la 

presencia de alelos recesivos o raros; en ambos casos, la frecuencia es baja, lo que sugiere 

que la probabilidad de que existan alelos nulos es muy baja.  

6.4. Diferenciación genética, genotípica y génica entre razas e índice de fijación de 
Wright 

Tabla 8. Diferenciación genética, genotípica y génica entre las razas e índice de fijación de 
Wright. 

Diferenciación genética F de Wright 
Raza Qintra Qinter Fis Fst Fit 

Brahman 0,200 0,183 -0,094 - - 

Criollo 
Ecuatoriano 

0,033 0,033 0,000 - - 

Total 0,108 0,117 -0,0798 0,0467 -0,0294 
 

El parámetro Q-intra se expresa bajo en Brahman y muy bajo en Criollo ecuatoriano, lo que 

indica que prácticamente no hay diversidad dentro de los individuos. El Q-inter es la 

diferenciación genotípica y génica entre las razas. Los resultados indican que hay mayor 

variación dentro de los propios individuos de la raza Brahman, que entre ellos y los Criollos.  

El ganado Criollo ecuatoriano del Azuay puede haber disminuido su diversidad debido a que 

las poblaciones se han visto afectadas con el paso de los años por la sustitución en sus 

territorios por otras razas con mayores niveles productivos para distintos propósitos, 

principalmente por la Holstein para producción de leche, lo que ha llevado a un mestizaje con 

la misma, perdiendo así sus características de rusticidad, adaptabilidad y resistencia (DAD-

IS, 2020; Parra et al., 2021). Concordando con Cevallos (2017), quien indica que se puede 

considerar al ganado de raza Criolla ecuatoriano, en una situación de extremo riesgo de 

pérdida.  

Los estadísticos F de Wright al ser bajos y negativos, indican que no hay endogamia entre los 

individuos de cada una de las poblaciones, de igual manera se rechaza consanguinidad 

considerando a toda la población. De acuerdo con el Fst hay un grado moderado de 
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subdivisión fundamentalmente por la raza Brahman, pues en ganado Criollo la subdivisión es 

muy baja, lo que indica que existe una baja diferenciación genética entre las poblaciones. 

Tabla 9. Diferenciación genotípica y génica entre las razas mediante el Test de Chi 
Cuadrado. 

DIFERENCIACIÓN 
GENÉTICA 

Chí-Cuadrado p-valor Rhost 

Genotípica 4,58 0,101 
0,047 

Génica 4,35 0,113 

No hay diferenciación genotípica, ni génica entre estas razas, pues el p-valor no es 

significativo. Se puede apreciar la poca diferenciación genética entre ambas poblaciones. 

Estos resultados tienen implicaciones importantes para la genética de poblaciones y la 

selección genética en las diferentes razas bovinas estudiadas. La fijación genética en SNP4 

de todas las razas sugiere un posible efecto de selección positiva o deriva genética. Por otro 

lado, la heterocigosidad en SNP5 de Brahman y Criollo indica una mayor diversidad genética 

con respecto a la raza Holstein. Se podría decir que el estudio de las frecuencias de este gen 

entre diferentes razas bovinas revela patrones de variabilidad y fijación genéticas, lo cual 

podría ser beneficioso para la adaptabilidad y resistencia a enfermedades en estas 

poblaciones. 

Martínez et al. (2008) propusieron que la crianza de animales domésticos con la finalidad de 

controlarlos genéticamente para que se adapten y sean más resistentes a distintas patologías, 

es una modalidad atractiva para disminuir la mortalidad y pérdidas económicas para los 

productores; su estudio se basa en la identificación y caracterización de diferentes razas (Bos 

indicus y Bos taurus) y los alelos de Nramp1 pertenecientes a las mismas para poder 

asociarlos con la probabilidad de resistencia a Brucella abortus, una enfermedad de 

importancia sanitaria en la zona en donde se realiza este estudio, en su análisis encontró 

variabilidad en dos tipos de razas (Cebú y Blanco Orejinegro). Posteriormente Martínez et al. 

(2010) en base a su primera investigación, evalúan estas dos razas solamente, y llegaron a 

la conclusión de que para los polimorfismos de un solo nucleótido 4 y 5 existe variabilidad, 

pero entre razas no se encuentra significancia. 

La importancia de determinar los alelos de estos marcadores genéticos y la homocigosidad o 

heterocigosidad de los mismos en cada raza, radica en que, como se mencionó anteriormente, 

varios estudios han sugerido que esto puede ser un aspecto que definiría la susceptibilidad o 

resistencia de los bovinos a enfermedades bacterianas intracelulares. 
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Paixao et al. (2012) en su investigación acerca de la región codificante del gen Nramp1 

asociado a la resistencia natural de bovinos a brucelosis, en la cual utiliza los mismos primers 

o marcadores genéticos que los utilizados en el presente estudio, obtuvo que los genotipos 

homocigotos AA, tanto en SNP4 como en SNP5, eran más frecuentes en vacas susceptibles 

a esa enfermedad infectadas invitro y experimentalmente; en mayor proporción en SNP5, en 

bovinos infectados naturalmente alcanzando una frecuencia muy alta (80 %) en bovinos 

susceptibles. Por el contrario, en los genotipos AB y BB la susceptibilidad es baja (15,6 % y 

13,6 %). Esto permite suponer que el alelo B de SPN5 puede contribuir a reducir la 

susceptibilidad a la enfermedad. 

Como se puede observar en los resultados, encontramos un predominio de alelos AA en 

ganado Holstein; que es notable en la zona austral debido a su alta productividad. Este 

predominio podría estar relacionado con la susceptibilidad a enfermedades que se presentan 

recurrentemente en la región, tales como Tuberculosis, Brucelosis, Mastitis, entre otras 

enfermedades bacterianas. En contraste, los alelos BB predominan en el ganado Criollo, lo 

cual, según Martínez et al. (2010) y Paixao et al. (2012), podría ser beneficioso en términos 

de resistencia a tales enfermedades. En este contexto, esta investigación sugiere una posible 

relación que abre la puerta a futuras investigaciones, destacando la importancia de desarrollar 

protocolos de selección genética resistente, aunque aún se requieren investigaciones más 

profundas para obtener conclusiones definitivas. Así este estudio marca el inicio de un perfil 

de investigación en la región sobre la relación entre la genética y la resistencia a 

enfermedades. 
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Conclusiones 

Mediante el proceso de amplificación de dos diferentes marcadores genéticos (SNP4 y SNP5) 

del gen Nramp1, se concluyó que: 

● No se comprobó existencia de polimorfismo puntual, se evidenció la presencia de 

dialelismo. 

● El marcador SNP4 mostró que en todas las razas expresa un único alelo fijado (A), por lo 

tanto, se consideran a todos los individuos homocigóticos. 

● El marcador SNP5 reveló en la raza Holstein un alelo fijado (A), mientras que en bovinos 

Brahman y Criollo, predominancia alta de heterocigosidad (AB). Demostrando que si existe 

variación genotípica en los alelos que codifican la proteína Nramp1. 
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Recomendaciones 

Tomar en cuenta la importancia del marcador SNP5 del gen Nramp1 para futuras 

investigaciones sobre la asociación con resistencia a múltiples enfermedades bacterianas 

de relevancia en nuestro país. 

 

Resaltar la importancia de esta asociación con el ganado criollo autóctono de nuestro país, 

con la finalidad de preservar esta línea genética, ya que como se observa en los resultados 

la misma tiene alta afinidad a portar un gen de resistencia que podría servir para identificar 

su estado de salud y predecir el riesgo de aparición de enfermedades.  

 

Los SNP´s de Nramp1 podrían llegar a ser marcadores potenciales para detectar ganado 

con menor susceptibilidad a distintas enfermedades bacterianas.  
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