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ABSTRACT

The natural resistance to brucellosis in cattle has been
associated to genetic factors mainly to some single
nucleotide polymorphism (SNP), located within
Nramp1 gen. The current research has studied the

effect of nucleotide variants to be found in coding
regions and other one located in 3 non translated

region of Nramp1 gene, on the animal classification as
resistant or susceptible, moreover was identified the
main genotypes to be found on the infected animals,
confirmed as positives by antibody antibrucella titles.
Was established the genotypic and allelic frequencies for
five single nucleotide polymorphism in animals from
blanco orejinegro (Bos taurus taurus) and zebu breeds
(Bos taurus indicus) and serum samples belonging to
positive crossbred animals (Bos taurus x Bos indicus).

The genotype was defined by the methodology known
as “single strand conformational polymorphism”. To
estimate the macrophage capacity to control the bacterial
survival, an in vitro assay was performed, which allowed
define the phenotype as resistant or susceptible. The
results suggest a significant association for SNP4 (p =
0.0506) with the phenotypic variation for resistant or
susceptibility, because was found the genotype (BB) at
higher frequency in susceptible animals and naturally
infected animals, than those resistant animals.
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Frecuencias alélicas para variantes
SNP en el gen Nramp1 en bovinos
infectados con Brucella abortus o
clasificados por resistencia al patégeno

Fernando Cerquera M., Rodrigo Martinez S.2, Rubén Toro 0.3,
Jaime Tobdn C.#, Jaime Gallego G.°, Esperanza Rueda®

RESUMEN

La resistencia natural a la brucelosis en bovinos ha sido
asociada a factores genéticos, principalmente a algunos
polimorfismos de nucledtido simple ubicados dentro del
gen Nrampl. La presente investigacion evalua el efecto
de variantes tipo polimorfismos de nucledtido simple
presentes en regiones codificantes y en la region 3'UTR
del gen Nrampl, en la clasificaciéon de los animales como
resistentes o susceptibles; ademas se determinan los geno-
tipos predominantes en animales naturalmente infectados
y comprobados como positivos por la presencia de anti-
cuerpos anti Brucella abortus. Se establecieron las frecuen-
cias genotipicas y alélicas para cinco polimorfismos de
nucleodtido simple identificados dentro del gen Nramp1 en
animales de las razas blanco orejinegro (Bos taurus taurus)
y cebu (Bos taurus indicus) y en muestras seroldgicamente
positivas provenientes de animales cruzados (Bos taurus
x Bos indicus). La determinacion de genotipos se realizo
mediante la metodologia polimorfismo conformacional
de cadena sencilla. Se realizé un ensayo de desafio infec-
cioso in vitro, para estimar la capacidad de los macrdéfagos
bovinos para controlar la sobrevivencia bacterial, lo que
permitio definir los individuos como resistentes o suscep-
tibles. Los resultados sugieren una asociacion significativa
del SNP4 (p = 0,0506) con la variacidn para el fenotipo de
susceptibilidad, pues se encontré el genotipo homocigoto
(BB) en alta frecuencia en animales catalogados como
resistentes y el genotipo heterocigoto (AB) en alta fre-
cuencia en animales catalogados como susceptibles y en
animales con titulos de anticuerpos anti Brucella abortus.

Palabras clave: brucelosis, resistencia a enfermedades,
blanco orejinegro, cebd, genotipo.

INTRODUCCION

LA BRUCELOSIS BOVINA es una enfermedad infectoconta-
giosa producida por la bacteria Brucella abortus y carac-
terizada por abortos, retenciéon de la placenta, orquitis,
epididimitis e infertilidad (Harmon et al., 1989; Rodriguez
y Crespo, 2002), que ocasiona significativas pérdidas en la
produccion pecuaria. Segtin datos del Instituto Colombia-
no Agropecuario (2002) en Colombia se calculan pérdidas
anuales por 42.000 millones de ddlares representados en
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la incapacidad de incursionar en el comercio de animales
y productos. Los programas de control de la brucelosis
normalmente han incluido vacunacién, aislamiento y
sacrificio de ganado infectado; sin embargo estos meca-
nismos han sido costosos y relativamente inefectivos en
la erradicacion de la enfermedad (Price ef al., 1990); por lo
tanto, una alternativa es emplear programas de seleccion
de animales genéticamente resistentes a la enfermedad,
lo cual constituye una estrategia facil y de bajo costo
(Wigley, 2004).

El gen inicialmente llamado de la proteina-1 del
macrofago asociado con resistencia natural (Nrampl,
por su sigla en inglés de natural resistance-associated
macrophage protein) y posteriormente llamado Slc11Al
(solute carrier family 11) ha sido relacionado con resistencia
o susceptibilidad a muchos patogenos intracelulares tales
como Mycobacterium bovis, Mycobacterium paratuberculosis,
Brucella abortus, Salmonella enterica y Leishmania donovani
en un rango diverso de especies de mamiferos, incluyendo
el ratéon y el hombre (Vidal et al., 1995; Bellamy, 1999). Con
base en las caracteristicas de esta familia de proteinas, se
ha propuesto que el gen Nrampl afectaria la replicacion
intrafagosomal de la bacteria alterando el contenido de
cationes divalentes y el pH del fagosoma (Grunenheid
et al., 1997). En estudios funcionales se ha demostrado
que el gen Nrampl regula la actividad antimicrobial
en macréfagos de ratdn, a través de la expresion de
citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNFa) e
interferén gama (IFN-v) (Ables ef al., 2001). También se ha
reportado que los macréfagos de bovinos genéticamente
resistentes a un desafio infeccioso in vivo con Brucella
abortus (cepa 2308) son superiores en su capacidad para
controlar su multiplicacién bacterial intracelular, al igual
que de Salmonella dublin y Mycobacterium bovis; este
mecanismo es mediado también por el gen Nrampl
(Barthel et al., 2001).

En bovinos, el caracter de resistencia o susceptibilidad
para la brucelosis presenta un control genético altamente
heredable y puede ser incrementado en una generacion
de seleccion (Martinez et al., 2005). El gen presenta un
polimorfismo en la regién terminal 3’ no traducida (UTR),
el cual fue reportado por Horin y colaboradores (1999)
como una variacién en el nimero de repeticiones de la
secuencia GT (guanina-timina), y se ha demostrado una
asociacion del alelo GT/13 con resistencia a la enfermedad
en bovinos (Barthel et al., 2001) y en bufalos (Boriello et al.,
2006; Caparelli et al., 2007).

Sin embargo, en los trabajos reportados por Kumar
y colaboradores (2005) en bovinos de origen cebuino y
cruzados (Bos indicus x Bos taurus) y por Paixao y cola-
boradores (2007) no se present6 asociacion significativa

del polimorfismo (3'UTR) con resistencia a la brucelosis.
Han sido identificados nuevos polimorfismos de este gen,
entre ellos uno dentro del intrén X, que es estable y se
encuentra distribuido en poblaciones Bos taurus (Cous-
sens et al., 2004) y varios polimorfismos en el exén V e
intrones IV y V (Ables et al., 2002). Recientemente, Marti-
nez y colaboradores (2008) identificaron once nuevos poli-
morfismos de nucledtidos simples (SNP), de los cuales
cinco se encuentran en la secuencia codificante, uno en la
region promotora y cinco en los intrones.

Los reportes citados sugieren un elevado grado de poli-
morfismo dentro del gen Nramp1 y es posible que alguna
de estas variantes esté relacionada con resistencia a la
brucelosis en la especie bovina. Por lo anterior, objetivo de
la presente investigacion fue evaluar el efecto de variantes
SNP existentes en regiones codificantes del gen Nrampl
en el estado sanitario tanto de poblaciones no infectadas
y serologicamente positivas a la enfermedad, como de
animales resistentes y susceptibles clasificados a partir de
un desafio infeccioso in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion

Se utilizé una poblacién de 187 bovinos constituida por
animales de las razas blanco orejinegro (Bos taurus taurus
n = 62) y cebt brahman (Bos taurus indicus n = 27), y ani-
males cruzados (Bos taurus x Bos indicus n = 98). Los pri-
meros fueron previamente clasificados como resistentes o
susceptibles (por analisis de desafio infeccioso in vitro);
los segundos (cruzados) fueron encontrados serologi-
camente positivos a brucelosis, diagnosticados por elisa
competitiva, con titulos altos de anticuerpos anti Brucella
abortus, por lo que fueron considerados animales control
susceptibles a la infeccion.

Genotipado

El aislamiento y extraccion de ADN para las muestras
blanco orejinegro y cebu se realiz6 a partir del método
de fenol cloroformo isoamil alcohol, de acuerdo con los
protocolos estandar (Sambrook et al., 1988). Los sueros
de los animales cruzados se procesaron mediante un
kit comercial (Purelink™; Invitrogen Cat. No C511040).
Los primers fueron disefiados usando dos fuentes: la
secuencia disponible del ADN de Bos taurus (GenBank
Accession Number: DQ493965) y la informacion reporta-
da (Martinez ef al., 2008a; Coussens et al., 2004). Se ampli-
ficaron por la metodologia de PCR cinco fragmentos del
gen, mediante el uso de 0,3 U taq ADN polimerasa (Bio-
tools), 200 uM dNTP y 1,5 mM de MgCl,, en condiciones
de incubacién inicial de 94°C durante 5 min, seguido de
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33 ciclos de 95°C durante 1 min, temperatura de 61°C
durante 1 min, 72°C durante 1 min, e incubacion final de
72°C durante 4 minutos.

Para la deteccion de los polimorfismos, los productos
de PCR fueron mezclados v/v con una soluciéon tampén
desnaturalizante para SSCP (95% formamida, 0,6% azul
de bromofenol y 0,6% de xylene cyanol) y se desnatu-
ralizaron a 94°C durante 5 minutos. Los amplimeros se
enfriaron rapidamente sobre hielo y se cargaron en un
gel de acrilamida: bis-acrilamida 29:1 al 8% y se some-
tieron a electroforesis durante 16 horas a temperatura de
10°C y a 2 W. Los polimorfismos fueron observados por
tincidn con nitrato de plata (Bassam et al., 1991, modifica-
do en Barroso et al., 1997). Se determinaron los genotipos
para cuatro variantes SNP (descritas por Martinez et al.,
2008a) localizadas en regiones codificantes (exones 9,
10, 11, 15) y una localizada en la regién 3’ no traducida
(UTR) (tabla 1, figura 1).

Metodologia desafio infeccioso in vitro

La poblacién de animales de las razas blanco orejinegro y
cebu utilizada en genotipado por analisis SSCP fue previa-
mente confirmada como negativa (evaluada por elisa com-
petitivo), por lo cual se le utilizo para evaluar su fenotipo
de resistencia a brucelosis, mediante una metodologia de

Tabhla 1. Posicion y efecto en la secuencia de nucle6tidos y aminoacidos
de los SNP evaluados

Posicion del

SNP an;ain[:)ra(’n:t:i:}:aen gzz:(i';:i:: Cambio del aminoacido
SNP3 272 exén 9 C/T Alanina / valina
SNP4 321 ex6n 10 G/A acido aspartico / asparagina
SNP5 356 exon 11 AT Prolina / alanina
SNP6 542 exén 15 Delecion GAG ~ Delecién de glutamina
3'UTR Region terminal GT/13 -

desafio infeccioso in vitro, previamente descrita por Price y
colaboradores (1990) y utilizada por Qureshi y colaborado-
res (1996), Martinez y colaboradores (2005, 2008b) y Paixao
y colaboradores (2007). Se tomaron 400 ml de sangre de
cada individuo y se separaron los macréfagos mediante
el procedimiento de gradientes de densidad (Histopaque
1,077; Sigma Chemical St. Louis). Las células fueron con-
tadas en camara de Newbauer y diluidas para colocar
50.000 macrofagos por pozo. Se infectaron los macréfagos
adicionando a una placa de 96 pozos 50 ul de la dilucién
de bacteria (5 x 105 bacterias previamente opsonizadas).
Esta mezcla fue centrifugada a 170 x G durante 10 min e
incubada durante 1 h a 37°C en una atmosfera de 5% de
CO,. Posteriormente se afiadié medio RPMI-estreptomicina
a una concentracion final de 13,5 mg/ml para eliminar la
bacteria extracelular antes de la incubacion a 37°C durante
30 minutos. Mas tarde se retird este medio de los pocillos y
se reemplazd por 200 ul de medio RPMI. Diez minutos mas
tarde, se reemplazaron 100 ul de este medio (para extraer
cualquier residuo de estreptomicina) junto con 100 pl de
medio RPMI suplementado con 5% de suero autologo (del
mismo animal) inactivado con calor.

Para obtener los resultados para el tiempo cero (T 0
h), el medio RPMI fue inmediatamente extraido de los
valles y 100 ul de agua fria estéril deionizada fue afiadida
durante 10 min. Estos 100 pl fueron empleados para pre-
parar series de diluciones a 1/5, 1/10 y 1/50. Se adicionaron
100 pl por triplicado en placas de Petri que contenian
agar selectivo para Brucella abortus (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra). Las placas de Petri se mantuvieron a 37°C en
una atmosfera de 5% CO,. Las mismas diluciones fueron
realizadas a las 24 y 48 horas.

Los recuentos de unidades formadoras de colonia
(UFC) se realizaron 4 dias después; con esta informacion
se determiné el numero de bacterias a las cero horas (NBT
0) y a las 24 horas (NBT 24) (datos no presentados). El
indice de resistencia se calculdé como la raiz cuadrada del

13
<

[cic 7571

]

Figura 1. Estructura genémica y polimorfismos del gen Nramp1. Los cuadros representan los exones y |a linea conectora corresponde a los intrones.
Los SNP se indican segun su posicion en la secuencia DQ493965 y la estructura de la proteina. TM: dominio de transmembrana (Tomado de Martinez

et al., 2008a)
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porcentaje de la proporcion de unidades formadoras de
colonia leidas a 24 horas de las leidas a cero horas (SOB
= J(NBT24/NBT0) x 100) (indice descrito por Martinez et
al., 2006, 2002; Templeton y Adams, 1992). Posteriormente,
los animales se clasificaron como resistentes (R) cuando
el valor de SOB < 10 y, susceptibles (S) cuando el valor de
SOB > 10, de acuerdo con el control de las células sobre
la sobrevivencia bacterial (datos no presentados). Estos
mismos animales, ya clasificados como resistentes o sus-
ceptibles, fueron utilizados para la determinacion de los
genotipos para cada SNP.

Andlisis de informacion

Para los estudios de asociacion se evaludé independien-
temente cada marcador haciendo andlisis de frecuencias
alélicas y genotipicas, mediante una prueba de X? hacien-
do uso del procedimiento FREQ, del programa estadistico
SAS. También se determind el efecto significativo de cada
variante SNP sobre la probabilidad de clasificar un ani-
mal como resistente o susceptible, para lo cual se realizé
un analisis de regresion logistica (Proc logistic) donde se
utilizé como variable dependiente la clasificacion de los
individuos en funciéon de los genotipos. El modelo de
regresion logistica puede escribirse como:

p
lOg (m) = bo + b1x1 + bzxz +

Donde p es la probabilidad de que ocurra el evento de
interés (en este caso la clasificacion de los individuos como
susceptibles o resistentes), dado el valor de las variables
independientes, que fueron el genotipo para cada variante
SNP y el grupo racial. El calculo de la estimaciéon de la
probabilidad de que el animal sea susceptible es:

esuma

ﬁ = W ; donde

suma = 50 + lel + Bzxz +

La significacion de los coeficientes del modelo se reali-
z6 mediante el estadistico de Wald (Lehmann, 1974).

RESULTADOS

En esta investigacion se determinaron los genotipos de
cinco marcadores moleculares tipo SNP (polimorfismo de
nucledtido simple) localizados en regiones codificantes
del gen Nrampl, donde se determinaron sus frecuencias
genotipicas y alélicas en cada uno de los grupos raciales
blanco orejinegro, ceb y cruces (Bos indicus x Bos taurus).
Ademas, se registraron las frecuencias genotipicas y alé-
licas entre animales con fenotipo clasificado como resis-
tente o susceptible a la enfermedad, evaluados a partir
de la metodologia de desafio infeccioso in vitro; y como
control positivo de animales susceptibles se utilizaron
animales persistentemente infectados, determinados por
la presencia de titulos infecciosos de anticuerpos anti
Brucella abortus.

Al evaluar las frecuencias genotipicas entre razas, se
encontré que SNP4 presentd en la poblacién blanco oreji-
negro una alta frecuencia del genotipo homocigoto BB (p
=0,7), y en la poblacién cebu se encontré en mayor fre-
cuencia el genotipo heterocigoto AB (p = 0,44) al igual que
en los animales con serologia positiva a la enfermedad,
donde se presentd una elevada frecuencia del genotipo
heterocigoto AB (p = 0,9). Estos animales fueron incluidos
como control positivo de animales susceptibles a Brucella
abortus. Para este mismo polimorfismo SNP4 se encontré
una alta frecuencia del alelo A en la raza cebu (p = 0,57),
similar a lo encontrado en los animales infectados donde
se presentaron ambos alelos a frecuencias similares (p
= 0,44 y p = 0,56 para los alelos A y B respectivamente),
mientras que el alelo B se encontré con mayor frecuencia
en la raza blanco orejinegro (p = 0,83) (tabla 2).

Cabe resaltar que para el SNP6 se encontraron 6 alelos
y 11 genotipos en la raza cebu y, 3 alelos y 4 genotipos en
la raza blanco orejinegro. Dada la variedad de genotipos
presentes en este polimorfismo y la muy baja frecuencia
de muchos de ellos, se disminuyd el nimero de indivi-

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes SNP del gen Nramp1 en las razas blanco orejinegro y cebl, y animales cruzados (con

serologfa positiva a B. abortus)

Blanco orejinegro Cebu Cruces
SNP Genotipo Alelo Genotipo Alelo Genotipo Alelo
AA AB AA A B AA AB BB A B AA AB BB A B
SNP3 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,54 0,42 0,04 0,75 0,25 0,88 0,11 0,01 0,93 0,07
SNP4 0,03 0,27 0,70 0,17 0,83 0,35 0,44 0,21 0,57 0,43 0,00 0,90 0,10 0,44 0,56
SNP5 0,03 0,26 0,71 0,16 0,84 0,44 0,48 0,08 0,68 0,32 0,05 0,43 0,52 0,27 0,73
JUTR | 0,00 0,11 0,09 0,06 0,94 0,3 0,46 0,24 0,54 0,46 0,05 0,05 0,90 0,09 0,91
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Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP del gen Nramp1 para los animales clasificados como resistentes (R), susceptibles (S) a partir del
desafio infeccioso e infectados (1), evaluados por titulos de anticuerpos anti Brucella abortus

Animales resistentes

Animales susceptibles

Animales infectados

SNP Genotipo Alelo

Genotipo

Alelo Genotipo Alelo

AA AB AA A B AA AB

BB A B AA AB BB A B

SNP3 0,95 0,05 0,00 0,98 0,02 0,86 0,13
SNP4 0,05 0,35 0,60 0,22 0,78 0,06 0,65
SNP5 0,06 0,39 0,55 0,25 0,75 0,12 0,37
3UTR 0,00 0,26 0,74 0,13 0,87 0,08 0,12

0,01 0,92 0,08 0,88 oM 0,01 0,93 0,07
0,29 0,38 0,62 0,00 0,90 0,10 0,44 0,56
0,51 0,30 0,70 0,05 0,43 0,52 0,27 0,73
0,80 0,14 0,86 0,05 0,05 0,90 0,09 0,91

duos por genotipo y por lo tanto la significancia estadisti-
ca del modelo; razon por la cual se eliminaron del analisis
que se presenta en esta investigacion.

El marcador SNP3 no presento variacion en la raza blan-
co orejinegro, en la que solamente se presento el alelo A,
diferente a lo encontrado en los animales de la raza cebt,
en la que se present? el alelo B con una moderada frecuen-
cia (p = 0,25). Por otra parte, el SNP5 presentd6 mayores
frecuencias del alelo B en las razas blanco orejinegro y ani-
males infectados (p =0,84 y 0,73 respectivamente), mientras
que la raza cebti presentd en mayor frecuencia el alelo A
(p = 0,68). Por tltimo, el marcador 3'UTR presenté ambos
alelos a frecuencias similares en la raza cebti, mientras que
se encontro en alta frecuencia el alelo B en la raza blanco
orejinegro y en los animales infectados.

Los animales se agruparon por su clasificacion como
susceptibles o resistentes -segtin su capacidad para con-
trolar la replicacion bacterial intrafagosomal- o como
infectados -seguin la presencia de titulos de anticuerpos
anti Brucella abortus que indica que son animales persis-
tentemente infectados, por lo que se catalogaron como
animales control susceptibles-. Cuando los animales se
agruparon por su clasificacion, se encontrd en los catalo-
gados como resistentes, una alta frecuencia del genotipo
AA en la variante SNP3 (p = 0,95), y muy baja frecuencia
en el genotipo heterocigoto AB (p = 0,05); no se presentd el
genotipo BB. No se encontraron diferencias significativas
(p > 0,05) entre las frecuencias genotipicas encontradas
en los animales susceptibles, resistentes o infectados. El
SNP4 presentd una alta frecuencia del genotipo BB en ani-
males resistentes (p = 0,60); y bajas frecuencias tanto en los
susceptibles (p =0,29) como en los animales infectados (p =
0,10), con diferencias significativas entre grupos (p <0,05).
En el marcador SNP5 se presentaron los tres genotipos en
frecuencias similares y sin diferencias significativas entre
grupos (p > 0,05). En el marcador 3'UTR tampoco se pre-
sentaron diferencias significativas, en el que el genotipo
homocigoto BB presenté mayor frecuencia para animales
resistentes, susceptibles e infectados (p=0,74, p =080y p
= 0,90, respectivamente) (tabla 3).
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En la tabla 4 se presentan los estimados para las varia-
bles independientes y la significancia de los coeficientes
del modelo, donde se encuentra que solamente el coefi-
ciente para SNP4 tiene un efecto significativo (p = 0,0506)
sobre el calculo de estimacion de la variable respuesta,
que es la probabilidad de que el animal sea susceptible.
Las otras variantes del gen evaluadas no presentaron un
efecto significativo (p > 0,05). En este caso, la variante
3’'UTR aparece con un valor de probabilidad no significa-
tivo (p = 0,2840).

Tabla 4. Estimadores para las variables independientes en un analisis de
regresion logistica donde se determina el efecto de variantes SNP sobre la
probabilidad de clasificacion de un animal como resistente o susceptible

Parametro Estimacion e SE;::: ar  cu a;ir ado Valor de p
Intercepto 7,0081 13,0073 0,2903 0,5900
Grupo racial 0,3005 0,040 4,0717 0,3024
SNP3 -0,8405 1,1289 0,5544 0,4565
SNP4 0,1005 0,0540 34717 0,0506
SNP5 0,000922 0,0575 0,0003 0,9872
3UTR -0,0682 0,0637 1,1477 0,2840

Las frecuencias genotipicas encontradas en el SNP4
fueron significativamente diferentes entre animales cla-
sificados por su capacidad de control de la sobrevivencia
bacterial. Se identificaron 20 individuos como resistentes
(determinados por sus valores de sobrevivencia bacte-
rial menor a 10, valores no presentados), en los cuales el
genotipo homocigoto BB presentd la mayor frecuencia (p
= 0,60). Como susceptibles se identificaron 69 individuos
(determinados por sus valores de sobrevivencia mayores
a 10). Los animales con un estado sanitario positivo a la
infeccién por Brucella abortus se tomaron como controles
positivos de animales susceptibles; en éstos, el genotipo
heterocigoto AB se encontré con mayor frecuencia (p =
0,65) y el genotipo homocigoto BB, en menor frecuencia
(p = 0,29). La frecuencia del genotipo homocigoto AA es
muy baja en general. La frecuencia del alelo A en anima-
les resistentes es de 0,22 y la de los susceptibles de 0,38,



48 Frecuencias alélicas para variantes SNP en el gen Nramp1 en bovinos infectados con Brucella abortus o clasificados por resistencia al patégeno

en contraste con las superiores encontradas en el alelo B
(0,78 y 0,62 respectivamente). Lo anterior se debe a que
el muestreo inicialmente se realizé al azar y que para
el andlisis posterior los individuos se agruparon por su
fenotipo de resistencia o susceptibilidad. En el caso de
animales que presentaron seropositividad a la infeccién
no se encontraron animales con genotipo AA, pero debido
a que se presento alta frecuencia del genotipo heterocigo-
to AB, las frecuencias de ambos alelos fueron similares.

DISCUSION

El gen Nramp1 es uno de los principales candidatos para
resistencia natural a brucelosis en bovinos (Templeton
et al., 1990; Feng et al., 1996; Horin et al., 1999; Barthel
et al., 2001) y bufalos (Borriello et al., 2006; Capparelli et
al., 2007). En este gen se han encontrado variaciones tipo
microsatélite (Horin et al., 1999) y polimorfismos tipo
SNP en regiones codificantes y no codificantes (Ables
et al., 2002; Coussens et al., 2004; Martinez et al., 2008a),
por esto es interesante encontrar posibles asociaciones
entre las variaciones presentes en el gen y la resistencia
a enfermedades.

En esta investigacion se encontrd efecto significativo
del marcador SNP 4 sobre la variable respuesta que es la
resistencia o susceptibilidad a Brucella abortus (p = 0,0506).
Este polimorfismo reportado inicialmente por Martinez
y colaboradores (2008a) corresponde a un cambio de
una guanina por una adenina en el exén 10 del gen, que
provoca en la proteina un cambio de acido aspartico
por asparagina; esta variante también se ha encontrado
en otras especies como Ovis aries, Mus musculus y Homo
sapiens (Martinez et al., 2008a), por lo que podria tratarse
de la mutacién que explicaria la capacidad del macrofago
para controlar la replicaciéon de la bacteria. Los presentes
resultados coinciden con lo reportado por Martinez y
colaboradores (2008b), quienes encontraron una asocia-
cion significativa entre el marcador SNP4 y el control de
la sobrevivencia bacteriana in vitro.

No se encontré efecto significativo de las otras varian-
tes del gen Nrampl con el estado sanitario de los ani-
males, entre ellas la variante correspondiente a la region
3'UTR, lo que coincide con los trabajos publicados por
Kumar y colaboradores (2005) y Paixao y colaboradores
(2007), quienes reportan que el alelo GT/13 de la region
3’UTR no proporciona suficiente evidencia de resistencia
a la brucelosis incluso en condiciones de homocigosis.
Sin embargo, los resultados obtenidos por Barthel y cola-
boradores (2001) demuestran que esta variante presente
en esta region 3'UTR afecta criticamente la expresion del
gen y, por lo tanto, la replicacion intrafagosomal de la
bacteria. Ademas, recientemente Boriello y colaboradores

(2006) y Caparelli y colaboradores (2007) encontraron
un efecto significativo del marcador sobre la resistencia
o susceptibilidad a la enfermedad en una poblacién de
bufalos. Frente a estas diferencias es importante tener en
cuenta que la estructura de la variante GT/n presente en
los bufalos difiere de la encontrada en los bovinos, por lo
cual fue necesario extender el estudio a otras regiones del
gen que podrian afectar la estructura de la proteina y por
ende su funcionalidad.

La variante denominada SNP4 también presenta
diferencias significativas (p < 0,05) en las frecuencias
genotipicas entre animales resistentes y susceptibles
evaluados por desafio infeccioso in vitro, asi como
también de animales con titulos de anticuerpos anti
Brucella abortus; encontrandose en mayor frecuencia el
genotipo homocigoto (BB) en animales resistentes y el
genotipo heterocigoto (AB) en animales susceptibles
o infectados. Para esta misma variante SNP, Martinez
(2008) encontrd asociacion significativa con el nivel de
expresion del gen que codifica para la citoquina del factor
de necrosis tumoral a (TNFa), la cual esta relacionada
con la apoptosis de macréfagos infectados, mediante la
activacion de la ruta las caspasas (Male, 2003) y éste es
uno de los principales mecanismos de la defensa contra
la brucelosis en bovinos (Wyckoff, 2002).

Los resultados muestran que en el SNP4 el genotipo BB
se presenta en mayor frecuencia en la raza blanco orejine-
gro; y en todas las poblaciones se encontré baja frecuencia
del genotipo AA, posiblemente debido a problemas de
muestreo de la poblacion de estudio. Martinez y cola-
boradores (2005, 2008b), reportaron mayor control de la
sobrevivencia bacterial en la raza blanco orejinegro en
comparacion con la raza cebtt después de aplicar la meto-
dologia desafio infeccioso in vitro, una alta frecuencia del
genotipo BB, lo cual estaria de acuerdo con lo encontrado
en la presente investigacion. Este resultado podria estar
afectado por las frecuencias alélicas encontradas en cada
raza y se requeriria de estudios adicionales para compro-
bar estos hallazgos.

Estas diferencias pueden ser argumentadas desde lo
publicado por Paixao y colaboradores (2005) quienes
involucran el término presion selectiva como factor que
puede garantizar la posibilidad de encontrar alelos aso-
ciados a resistencia en razas no especializadas. Como es el
caso del ganado blanco orejinegro, que para este caracter
es una raza que no ha sido sometida a procesos de selec-
cion fuertes por el hombre (Lopez et al., 2001).

Adicionalmente en este trabajo se encontré una mayor

variabilidad para el SNP6 (11 genotipos y 6 alelos en la
raza cebd y 4 genotipos y 3 alelos en la raza blanco ore-
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jinegro). Esta diversidad genotipica es mayor a la repor-
tada previamente por Martinez y colaboradores (2008b),
quienes encontraron sélo un genotipo homocigoto para
la raza blanco orejinegro y tres genotipos heterocigotos
para la raza cebu. Por lo tanto, se recomienda explorar
una poblacién mas grande de individuos para encontrar
una distribucion uniforme de los genotipos y obtener la
secuencia de las variantes polimorficas de este fragmento
para confirmar lo hallado en la presente investigacion.

CONCLUSIONES

Se encontrd efecto significativo de los genotipos para el
marcador SNP4, con el estado de resistencia o susceptibi-
lidad y un genotipo predominante en los animales infec-
tados; para este polimorfismo se detecté mayor frecuencia
del genotipo homocigoto (BB) en animales blanco orejine-
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gro, y mayor frecuencia del genotipo heterocigoto (AB)
en animales cebl y animales detectados como infectados
evaluados por niveles de anticuerpos anti Brucella abortus.
Este polimorfismo también muestra diferencias conside-
rables en el desafio infeccioso in vitro, presentandose en
mayor frecuencia el genotipo BB en animales resistentes y
el genotipo AB en animales susceptibles.

No se encontr6 efecto significativo de la region 3'UTR
con resistencia a la enfermedad.
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