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RESUMEN

Elgen SLC11A1 codifica un transportador catiénico
localizado en la membrana del fagolisosoma de
los macréfagos, que tiene participacion activa en
la supresion de infecciones bacterianas y presenta
dos microsatélites polimoérficos (dinucledtido GT)
en el extremo 3’UTR y algunos de sus alelos
han sido asociados con resistencia natural a
patdgenos intracelulares en animales domeésticos.
A fin de caracterizar la variabilidad genética del
microsatélite “A” del extremo 3'UTR del gen
SLC11A1 presentes en un rebafio de cabras
Criollas localizado en el estado Lara, se amplifico
mediante una PCR un fragmento de 233 pb a
partir del ADN aislado de 62 muestras sanguineas
colectadas en el centro de produccién de ovinos y
caprinos del INIA-Lara. Los amplicones obtenidos
fueron sometidos a un andlisis de polimorfismos
conformacionales de cadena simple (SSCP) y las
muestras fueron agrupadas segun la identidad
de su patrén SSCP; de esta manera se formaron
seis grupos de analisis. Se tomaron muestras
representativas de cada grupo para determinar
el numero de repeticiones GT en el microsatélite
“‘A”, mediante secuenciacion de ADN. Las
frecuencias genotipicas fueron estimadas a partir
de la secuencia nucleotidica correspondiente
a cada grupo de analisis (GT12/GT17=0,016;
GT12/GT13=0,016; GT13/GT13=0,016; GT13/
GT15=0,290; GT13/GT16=0,483; GT16/
GT18=0,177) y las frecuencias alélicas obtenidas
fueronGT12=0,0161;GT13=0,4113;GT15=0,1452;
GT16=0,3306; GT17=0,0081 y GT18=0,0887. EI
coeficiente de informacion polimdrfica fue 0,6390,
la heterocigosidad observada fue 98,39% vy la
heterocigosidad esperada era 69,79%. El rebafno
muestreado no se encuentra en equilibrio genético
(P<0,05).

Palabras clave: marcador molecular, genotipos,
polimorfismo.

Recibido: 19/05/14  Aprobado: 08/10/14

257

ABSTRACT

The SLC11A1 gene encodes a cationic transporter
located in the membrane of phagolysosome of
macrophages, which has active participation in
the suppression of bacterial infections and has
two polymorphic microsatellite (dinucleotide GT) at
the end 3’'UTR and some of its alleles have been
associated with natural resistance to intracellular
pathogens in domestic animals. In order to
characterize genetic variability in microsatellite “A”
atregion UTR of SLC11A71 gene presentin a herd
of native goats located in Lara state, was amplified
by PCR a fragment of 233 bp from DNA isolated
from 62 blood samples collected in the Center of
Production of Sheep and Goats of INIA-Lara. The
amplicons obtained were subjected to single strand
conformational polymorphism analysis (SSCP) and
samples were grouped according to the identity
of its SSCP pattern; thus six analysis groups
formed, representative samples of each group
were used to determine the number of repetitions
GT in the microsatellite “A”, by DNA sequencing.
Genotypic frequencies were estimated on the
basis of the nucleotide sequence corresponding
to each analysis group. (GT12/GT17=0.016;
GT12/GT13=0.016; GT13/GT13=0.016; GT13/
GT15=0.290; GT13/GT16=0.483; GT16/
GT18=0.177) and the allelic frequencies obtained
were GT12=0.0161; GT13=0.4113; GT15=0.1452;
GT16=0.3306; GT17=0.0081 and GT18=0.0887.
Polymorphic information coefficient was 0.6390,
the observed heterozygosity was 98.39% and the
expected heterozygosity was 69.79%. The sampled
herd is not in genetic equilibrium (P<0.05).
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INTRODUCCION

El gen SLC71A1 (Solute Carrier Family 11
Member A1) es un miembro de la familia SLC11
(transportadores de iones metalicos divalentes
junto a transporte de protones) y codifica una
proteina transmembrana que se localiza en los
endosomas tardios y lisosomas de macréfagos
y células dendriticas, y granulos terciarios de
neutréfilos (Techau et al, 2007). La proteina
funciona como un transportador de metales de
transicion divalentes (Fe**y Mn**) que intervienen
en el metabolismo del hierro y los mecanismos
de resistencia del hospedador contra algunos
patégenos (Cellier et al., 2007). En el hombre,
algunos alelos de este gen se han asociado con
la susceptibilidad a enfermedades infecciosas
como tuberculosis y lepra, y enfermedades
inflamatorias como artritis reumatoide y la
enfermedad de Crohn (O’Brien et al., 2008).

En animales domésticos, el gen SLC11A71 es
considerado como un candidato para el control
de la resistencia o susceptibilidad a diversos
patdégenos intracelulares (Adams y Templeton,
1998; Blackwell et al., 2001; Diaz et al., 2005;
Pinedo etal., 2009). Desde suidentificacion inicial
por Vidal et al. (1993), el gen SLC11A10 Nramp1
(como fue conocido inicialmente), ha sido objeto
de numerosos estudios a fin de determinar su
variabilidad genética (Pitel et al., 1994; Matthews
y Crawford, 1998; Horin et al., 1999; Ables et
al., 2002; Coussens et al., 2004; Borriello et al.,
2006; Gonzalez et al., 2006; Paixao et al., 2006;
Vazquez et al, 2006; Martinez et al., 2008a;
Liandris et al., 2009; Truijillo y Valderrama, 2009;
Vacca et al., 2011; Hasenauer et al., 2013) y la
asociacion de los polimorfismos identificados,
con los estados de resistencia o susceptibilidad
a enfermedades infecciosas en especies de
interés zootécnico (Barthel et al., 2000; Barthel
et al., 2001; Kumar et al., 2005; Reddacliff et al.,
2005; Capparelli et al., 2007a; Capparelli et al.,
2007b; Paixao et al., 2007; Ganguly et al., 2008;
Martinez et al., 2008b; Cerquera et al., 2009;
Korou et al., 2010; Martinez et al., 2010; Ruiz-
Larrafaga et al., 2010; Kadarmideen et al., 2011,
Kumar et al., 2011; Paixao et al., 2012; Taka et
al., 2013; lacoboni et al., 2014).

Un estudio realizado por Liandris et al. (2009),
determind la secuencia del gen SLC11A1 a partir
de una muestra de 50 cabras Capra hircus,
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GenBank FJ388877, (Benson et al., 2013) y
se reportd el hallazgo de dos microsatélites
polimérficos en el extremo 3’ de la regidon no
traducida (3’'UTR), donde ambos microsatélites
presentan como motivo de repeticibn un
dinucleétido  Guanina-Timina  (GT). Los
microsatélites denominados en este trabajo “A’
y “B” estan delimitados en su extremo 5’ por una
secuencia de 41 nucledtidos y en su extremo 3’
por una secuencia de 28 nucleétidos, con alta
homologia entre los dos microsatélites. Ambas
microsatélites y sus respectivas regiones
flanqueantes son contiguos (Figura 1).

El microsatélite “A” mostré de 14 a 18 repeticiones
GT, mientras que el microsatélite “B” solo
presentd dos alelos con 7 y 8 repeticiones GT, y
ambos presentan un motivo nucleotidico que los
delimita con precision dentro de la secuencia de
laregion 3'UTR del gen; AAGG(GT) GCATGC....
AAGG(GT) GCATGC.

Vacca et al. (2011) evaluaron seis razas caprinas
de explotacion comun en Europa y determinaron
mediante hibridacién fluorescente in situ
(FISH) que la ubicacion cromosémica del gen
SLC11A1 en cabras corresponde a la region
pericentromérica del cromosoma 2. En dicho
ensayo se realizé un analisis de polimorfismos
conformacionales de cadena sencilla (SSCP)
(Orita et al., 1989; Hayashi, 1991) a partir del
microsatélite “A”, y se obtuvieron 23 patrones
electroforéticos, que correspondieron a ocho
alelos con repeticiones dinucleotidicas que
van desde GT11 hasta GT19, sin presentar la
repeticion GT13 en ninguna de las muestras
analizadas.

En Venezuela se realizé un ensayo preliminar
para detectar la presencia de polimorfismos
en el extremo 3’'UTR del gen SLC711A7 en una
muestra de 20 cabras Criollas y se identificaron
cuatro patrones electroforéticos mediante la
técnica SSCP (De La Rosa et al., 2014).

El analisis SSCP se basa en el principio
de que la movilidad electroforética de una
cadena sencilla de ADN en un soporte no
desnaturalizante es altamente dependiente
de su tamafio y estructura (Gasser et al,
2007). Cuando la molécula se encuentra en
solucion, la cadena sencilla de ADN adopta una
conformacion secundaria y terciaria particular
debida al aparejamiento complementario de
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Figura 1. Organizacion estructural de la region 3’'UTR en el gen SLC11A1 en cabras. Adaptado

de Liandris et al. (2009).

los nucledtidos intracatenarios. Estos arreglos
conformacionales dependen de la longitud de
la cadena, secuencia nucleotidica, localizacion
y numero de regiones de aparejamiento
(Hayashi, 1991). Por lo tanto, una mutacion en
una determinada posicion nucleotidica en la
secuencia principal puede alterar la conformacion
tridimensional de la molécula (Hayashi, 1991).
Cuando las cadenas de ADN son separadas en
una matriz no desnaturalizante a temperatura
constante, las cadenas que difieren por un
solo nucledtido pueden discriminarse, tomando
en cuenta los cambios en su movilidad como
consecuencia de las diferentes conformaciones
adoptadas (Gasser et al., 2007).

La interpretacion de un analisis SSCP es
sencilla. Lo que se busca es una variacién
de los patrones electroforéticos SSCP entre
diferentes muestras. La variacion puede ser
una banda o algunas bandas adicionales. Las
muestras representativas con patrones SSCP
distintivos se pueden secuenciar para definir
las variaciones de la secuencia. De esta forma,
las variaciones inicialmente desconocidas en la
secuencia pueden ser identificadas y definidas
(Sunnucks et al., 2000). Dada su relativa
simplicidad técnica y capacidad de deteccién
de mutaciones, el marcador SSCP proporciona
una potente herramienta para identificacion de
patdgenos, evaluacién de variacion genética
dentro y entre muestras o poblaciones y como
punto importante, permite identificar mutaciones
desconocidas (Bastos et al., 2001; Gonzalez et
al., 2006; Paixao et al., 2006; Cerquera et al.,
2009; Pazzola et al., 2010; Ranjan et al., 2011;
Estrada-Cuzcano et al., 2013).

Los pequefios rumiantes, tienen gran impacto
socio-econdmico en los paises del tercer mundo
y en Venezuela la vida de miles de familias
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campesinas depende de una u otra manera
de la cria del caprino como medio de vida, lo
cual da particular relevancia a su aspecto social
sobre cualquier otro (Alejua y Rodriguez, 2006;
Mufoz et al., 2008). La cabra fue introducida
en Venezuela, al igual que en otros paises
de Latinoamérica, por los colonizadores
espafoles durante el siglo XV (Mellado, 1997)
y ha evolucionado a través de un proceso de
seleccion natural, incrementando la resistencia
y sobrevivencia a un medio muy hostil en las
zonas aridas y semiaridas ubicadas en los
estados Lara y Falcon.

Estas zonas se caracterizan climaticamente
por promedios anuales de precipitacion de 420
mm, temperatura promedio de 28,3°C, altitud
promedio de 280 m.s.n.m, y vegetacion de tipo
Bosque Seco-Espinoso en terrenos quebrados
y rocosos. Estos parametros ambientales han
condicionado el desarrollo del ganado caprino
local, lo que ha resultado en alta rusticidad y
adaptacion al medio, pero también en bajos
niveles de produccion. Esto determina un
marcado predominio de la cria extensiva con
una orientacion economica de subsistencia, con
rebafos que oscilan entre 200 a 600 animales, en
los cuales no existe ningun criterio de seleccion
para la permanencia o descarte de los animales
(Pariacote et al., 2004; Dickson y Mufioz, 2007).

El bajo nivel de produccion de estos sistemas,
tiene origen multifactorial y se hace necesaria
la identificacion y analisis de estos factores
limitantes para poder formular planes de
desarrollo coherentes y exitosos. Sin embargo,
las iniciativas en el aspecto productivo solo se
han dirigido hacia la introduccion de recursos
genéticos exoticos con alta capacidad genética
aditiva para caracteristicas  productivas,
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subestimando la adaptacion y otras posibles
ventajas del caprino Criollo (Dickson et al., 2001).

Por tanto, la identificacion de polimorfismos
del gen SLC71A7 representa una primera fase
exploratoria para detectar variantes alélicas
potencialmente favorables para la resistencia
a enfermedades infecciosas, dandole un valor
agregado a este germoplasma, con miras a
desarrollar un programa integral de conservacion
eincorporarlo en las estrategias de mejoramiento
genetico de la poblacién caprina local.

En razén de lo arriba expuesto, este trabajo
se plante6 como obijetivo la caracterizacion de
la variabilidad genética del microsatélite “A”
presente en el extremo 3'UTR del gen SLC11A1
en un rebano de cabra Criollas en el estado Lara.

MATERIALES Y METODOS

Para este ensayo se colectaron 62 muestras
de sangre periférica en un rebafio de cabras
tipificadas como Criollas, que forman parte de
un programa de recuperacion y mantenimiento
de la raza, fomentado por el Centro de
Produccién de Ovinos y Caprinos del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA)
en el estado Lara, Venezuela. Este rebafio es
una poblacién pequefia (152 individuos) que
tiene una naturaleza experimental con fines de
conservacion, con lo cual se realizan cruces
dirigidos a fin de mantener la diversidad genética.

Las muestras sanguineas fueron colectadas en
tubos Vacutainer® de 5 ml contentivos de K ,EDTA
y refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento. El
ADN genodmico fue aislado usando un protocolo
de precipitacion salinaoptimizado por De LaRosa
etal. (2013), en resumen; 400ul de cada muestra
se solubilizaron con 1000ul de un tampon (Tris-
Cl 20mM; pH 7,6) y se incubaron a temperatura
ambiente por diez minutos. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a 20.800 RCF
(fuerza centrifuga relativa) por 20 segundos y
el sobrenadante fue descartado. Las pastillas
resultantes fueron incubadas en una solucién de
lisis (EDTA 1mM, Tris-Cl 10mM, 0,1% SDS; pH
8) a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Los residuos proteicos fueron digeridos con
proteinasa k (2,5ul, 20 mg.ml"") durante cuatro
horas a 55°C.

Se usd acetato de potasio 5M para precipitar
los residuos peptidicos mediante centrifugacion
a 20800 RCF. El sobrenadante fue mezclado
con una solucion de etanol absoluto y acetato
de sodio 0,212M para provocar la precipitaciéon
del ADN. EI ADN aislado fue lavado dos veces
con etanol al 70% y solubilizado en un tampon
de conservacion (Tris 10mM, EDTA 1mM; pH 8),
la integridad de las cadenas aisladas se verificd
por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%
con SYBR®Safe incorporado (1/50.000) y la
concentracioén total de ADN en las muestras se
determin6 mediante espectrofotometria dptica.

Amplificacion In Vitro del extremo 3’'UTR del
gen SLC11A1

A partir del ADN gendmico aislado se amplific
un segmento de 233 pb usando los cebadores:
Ex15F: 5-GTCTGGACCTGTCTCATCACC-3’
y 2Ex15R: 5-ACTCCCTCTCCATCTTGCTG-3
(Vacca et al.,, 2011), los cuales tienen como
diana un segmento de 233 pb que se ubica en
la posicion 1587-1820 del gen SLC11A17 caprino,
GenBank GU4405771 (Benson et al., 2013) y
contiene la region del microsatélite “A” (Figura
2).

Las mezclas para la PCR fueron preparadas en
un volumen final de 25ul, que contenia; tampén
1X; MgCl, 1,5 mM; dNTP’s 0,2 mM; cebadores
0,2 mM cada uno; Taq polimerasa 0,7 U; ADN
molde 50 ng. La amplificacion se desarrollé con
un paso de desnaturalizacion inicial de 3 minutos
a 94°C, seguido por 35 ciclos de 25s a 94°C, 20s
a 60,1°C y 15s a 72°C, y una extension final de
7 minutos a 72°C. Los amplicones se verificaron
en geles de agarosa al 2%, con SYBR®Safe
incorporado en proporcion 1/50.000.

Analisis de Polimorfismos Conformacionales
de Cadena Sencilla

Los productos PCR se mezclaron con una
solucion desnaturalizante (Formamida 95%:
Azul de Bromofenol 0,5%: EDTA 25 mM) en
proporcion 1:1 y sometidos a desnaturalizacion
a 95°C durante diez minutos e inmediatamente
colocados en un recipiente con hielo durante
cinco minutos.

Los patrones SSCP se obtuvieron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (49:1)
al 10% con glicerol incorporado en un 4%. La
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AGACACTTGAACGCAGAGCCTAGCACTT

Capra hircus
member 1 (Slcllal) gene, exon 15 and partial cds.

solute carrier family 11

GTCTGGACCTGTCTCATCACCCAGGGAGCCACTCATCTGGCCCACAGTTCCCACCAACGCTTTCTGTATG
GGCTTCCTGGAGAGGATCAGGAGGAGGGGAGGACCTCGGGATGAACTCCCACCAGGGCCTGGCCACGGGT
GGGATGAGTGACCACAGTGGCCTGCCAGACAAGH
GCACAGCAAGATGGAGAGGGAGTTCACGGGTGGGATGAGTGGGCACAGTGGCCTGCCAGACAAGGGTGTG
TGTGTGTGTGTGCACGCACAGCAAGATGGACAGGGAATTCTGGAAGCCGGCCAAGCCATAGGGACCTGCT
ATTTCCTAGCTCAGATCTCGGTATTCTTGAGTATTAARATGGGGACACCTACCTTGCAATGGTTGTAAATA

GCAT

Figura 2. Secuencia en formato FASTA correspondiente al Exén 15 y un segmento
de la secuencia codificante (CDS) del gen del miembro 1 de la familia 11
de transportadores de soluto (SLC11A1) en cabras (Capra hircus). Esta
version (1) de la entrada GU440577 fue remitida a GenBank por Vacca et
al. (2011). En negrita se denota la posicion de los cebadores y la regién
del microsatélite “A” (dinucleétido GT) se resalta en fondo gris.

solucion tampoén para la corrida fue Tris-Borato-
EDTA (TBE)(0,5X) previamente refrigerado
a 6°C. La electroforesis se realizé bajo las
siguientes condiciones; 12 W constantes
durante tres horas y temperatura ambiental de
20°C. Una vez finalizada la electroforesis se
realizé la tincion de los geles, por inmersién en
una solucion de SYBR®Safe y TBE 0,5X en
proporcion 1/10.000, durante 25 minutos con
agitacion suave continua.

Genotipado de las muestras

Las muestras fueron agrupadas de acuerdo a
la identidad de sus patrones SSCP, generando
de esta manera seis grupos de analisis. Se
seleccionaron las muestras mas representativas
y mejor definidas de cada grupo, para proceder a
su re-amplificacion por una PCR. Los amplicones
fueron enviados a Macrogen Sequencing
Services (Macrogen Inc.) para su purificacién
y secuenciacion directa, los electroferogramas
resultantes fueron editados, analizados vy
comparados usando la aplicacion DNABaser
(DNABaser, 2012). A partir de la secuencia
obtenida se determiné el genotipo de la muestra,
mediante conteo directo de las repeticiones
del dinucleétido GT. Los grupos de analisis
SSCP fueron tipificados de acuerdo al genotipo
asignado a las muestras representativas de
cada grupo.

Andlisis estadistico

Los archivos de secuencias FASTA fueron
revisados con la aplicacion TextPad 5.2 (2008)
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y mediante la aplicacion Bioedit (Hall, 1999) se
obtuvieron seis secuencias consenso a partir
de los archivos FASTA correspondientes a las
muestras secuenciadas dentro de cada uno de
los grupos de analisis SSCP. La herramienta
BLAST (Altschul et al., 1990; Zhang et al., 2000)
fue usada para alinear y comparar las secuencias
consenso con la secuencia de referencia
NM_001285694.1 almacenada en NCBI RefSeq
(Pruitt et al., 2004), de esta forma se verifico
la identidad de los amplicones obtenidos y la
calidad del ensayo.

Las matrices de datos genotipicos se
construyeron usando TextPad 5.2 (2008) y fueron
procesadas mediante la aplicacion CONVERT
(Glaubitz, 2004) para generar archivos de datos
compatibles con el formato de entrada de las
aplicaciones POPGEN32 (Yeh y Boyle, 1997),
FSTAT (Goudet, 1995)y GENEPOP V4 (Rousset,
2008). Las frecuencias genotipicas se estimaron
por conteo directo de los patrones SSCP y su
relacion con los genotipos del microsatélite “A”
obtenidos a partir de los electroferogramas. Las
frecuencias alélicas, proporciones de Hardy-
Weinberg (HW), contenido de informacion
polimérfica (PIC), heterocigosidad esperada
(He), heterocigosidad observada (Ho) y el
coeficiente de endogamia (Fis) fueron calculados
a partir de las frecuencias genotipicas usando
las aplicaciones arriba mencionadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis SSCP del extremo 3'UTR del gen
SLC11A1 puso en evidencia la presencia
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de diferentes patrones polimérficos
correspondientes al microsatélite “A’. La
secuenciacién de las muestras representativas
de cada grupo de analisis SSCP reveldé que
los polimorfismos observados se deben a la
variacion en el numero de unidades repetitivas
del dinucledtido GT. La secuencia consenso
que se generd a partir de las 16 secuencias
obtenidas mostré una identidad de 100% al ser
alineada con el segmento correspondiente en
la secuencia de referencia NM_001285694.1
depositada en NCBI RefSeq (Pruitt et al., 2004),
como se observa en la Figura 3.

Variabilidad genética del microsatélite GT
en la regiéon “A” del extremo 3’'UTR del gen
SLC11A1 en cabras Criollas

La distribucion de genotipos para el microsatélite
‘A’ en la cabra Criolla, muestra la presencia de
seis genotipos (Cuadro 1), donde GT13/GT16 es
el mas frecuente, de igual manera el alelo GT13
se presenta con mayor frecuencia (41,13%). Por
otra parte, los alelos GT11 y GT14 no estan
presentes. Esto contrasta con lo reportado en
Grecia (Liandris et al., 2009; Korou et al., 2010;
Taka et al., 2013) donde se presentan con mayor

Rango: 16452 1794
Score Expect Identities Gaps
278 bits (150)  2e-71

150/150 (100%) 0/150 (0%)

Busqueda CCCACCAGGGCCTIGGCCAC
Ref.
Busqueda T-qtgﬂqtg‘:gﬂqtgt?eqqtgcqtgtg:q 150

PEERRERR et
Ref. TGIGIGIGIGIGIGIGIGIGTIGIGIGIGIG 1794

GCCAGACAA
[II!IIIIIIIIIII!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!IIIIIIIIIIIIIII
CAGGGCCT

frecuencia los alelos GT15 y GT16 (34,06% y
38,77%, respectivamente) y el alelo GT13 se
presenta en el 7,98% de la poblacion.

Asi mismo, Vacca et al. (2011), al comparar
seis razas europeas reportan que el alelo
GT16 se presenta en 68,7% de los individuos,
mientras que el alelo GT13 no esta presente en
ninguna de las razas estudiadas. La presencia
del alelo GT13 en la cabra Criolla venezolana
y SU ausencia en seis razas europeas (Sarda,
Maltesa, Saanen, Alpina, Murciano-Granadina y
Nubian) revisadas por Vacca et al. (2011), pudiera
explicarse por el hecho de que la cabra Criolla
venezolana tiene gran influencia genética de las
cabras canarias y estas se mantuvieron aisladas
en sus respectivas islas por un periodo que se
mantuvo entre 1.500 y 1.800 afos, durante el
cual tuvieron tiempo de adaptarse a su entorno
geografico y diferenciarse ampliamente del
tronco europeo (Capote et al., 2004).

No obstante, no hay estudios que involucren
la caracterizacion del extremo 3'UTR del gen
SLC11A1 en cabras canarias que permitan
validar o refutar la hipétesis anterior.

Miembro 1 de la familia 11 de transportadores de solutos (SLC11A1)en cabras (Capra hircus). (Transportador de iones metidlicos divalentes

acoplado a protones). ARNm. Secuencia de Referencia NCBI NM_001285694.1 Longitud: 1998. Numero de correspondencias: 1

Strand

Plus/Plus

Busqueda CGCITICIGIATGGGCITCCIGGAGAGGATCAGGAGGAGGGGAGGACCICGGGATGARCT 60
POLEL LR e ennannannl

Ref. CGCITTCIGIATGGGCITCCIGGAGAGGATCAGGAGGAGGGGAGGACCICGGGATGAACT 1704

GGGIGGGATGAGIGACCACAGIGGCCT

120
1764

Figura 3. Alineamiento de la secuencia consenso con la secuencia de referencia
NM_001285694.1; esta referencia es una secuencia no redundante, acotada
y corregida depositada en la base de datos RefSeq (Pruitt et al., 2004) del
NCBI y se corresponde al transcrito de SLC11A1. “Score” se refiere a la
calidad del alineamiento, un puntaje alto es mejor. “Expect” expresa el numero
de alineamientos distintos con un “score” similar que se pueden presentar
aleatoriamente en una busqueda, el valor mas bajo que pueda tener “e” es mejor.
“Identities” se refiere a la correspondencia punto a punto entre la busqueda y la
referencia, mas porcentaje es mejor. “Gaps” hace referencia a los puntos de
no correspondencia entre la secuencia de busqueda y la referencia, menor
porcentaje es mejor.
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Cuadro 1. Patrones SSCP, frecuencias genotipicas y alélicas del dinucleétido GT presente en el
microsatélite “A” del extremo 3’'UTR del gen SLC11A1 en cabras Criollas.

Patron SSCP . Indi_v.iduos Genotipo Frecuencia Alelo Frecuencia
(bandas en gel) identificados
D (3) 1 GT12/GT17 0,016 GT12 0,0161
B (3) 1 GT12/GT13 0,016 GT13 0,4113
A(2) 1 GT13/GT13 0,016 GT15 0,1452
F (4) 18 GT13/GT15 0,290 GT16 0,3306
E (4) 30 GT13/GT16 0,483 GT17 0,0081
C (3) 1 GT16/GT18 0,177 GT18 0,0887

En bovinos, el alelo GT13 del extremo 3’'UTR del
gen SLC11A1 presenta la mayor frecuencia de
aparicion y se ha reportado su asociacién con
resistencia natural a la brucelosis (Barthel et al.,
2001). La alta proporcién de este alelo en las
cabras Criollas representaria una oportunidad
para evaluar la asociacion de este alelo del
gen SLC11A1 con la resistencia natural a la
brucelosis, lo cual pudiera tener un impacto
positivo en la salud publica, dando un valor
agregado a la raza para lograr su inclusion en
los planes de mejoramiento genético sanitario
de las razas foraneas comunmente explotadas
en el pais.

En el Cuadro 2 se presentan los resultados
del andlisis genético—estadistico y se observa
que la prueba del equilibrio de Hardy-Weinberg
indica que el microsatélite “A” se encuentra
en desequilibrio, observandose un exceso de
heterocigotos (H0:98,39%), de igual manera,
el indice de fijacion Fis toma un valor negativo
(-0,41) debido al exceso de heterocigotos
(Allendorfy Luikart, 2007) y esto puede indicar el
apareamientoentreindividuos noconsanguineos,
situacion esperada en esta poblacion artificial
donde la intervencion del hombre tiene como
estrategia disminuir la ganancia de endogamia
a través del tiempo. El contenido de informacién
polimorfica del microsatélite “A” (0,6390) revela
que este marcador es altamente informativo
para esta poblacion y puede ser usado en
estudios poblacionales y de cartografia genética
relacionados con la cabra Criolla venezolana.
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CONCLUSIONES

El microsatélite de la region “A” del extremo
3'UTR del gen SLC11A1 analizado en este
trabajo resulté ser altamente polimérfico lo que
indica una oportunidad para desarrollar estudios
de asociacién de los alelos observados en la
cabra Criolla venezolana con la resistencia
natural a patdbgenos de interés en esta especie,
de acuerdo a los reportes de investigacién
citados.

Por otra parte, seria conveniente revisar la
estructura genética del extremo 3’'UTR del gen
SLC11A1 en la poblacion de caprinos de raza
Canaria presentes en el pais, puesto que esta
raza ademas de contribuir al origen de las cabras
Criollas venezolanas, también resulta ser uno
de los grupos foraneos con mayor presencia e
impacto en la produccién caprina de Venezuela.

En lo referente a la variabilidad genética, este
estudio muestra que a pesar de seruna poblacién
reducida, las cabras Criollas venezolanas
muestran un alto grado de heterocigosidad y
variabilidad genética, resultado de la coleccion
de individuos provenientes de diversos rebafios
tipificados como criollos, como parte del
programa de conservacion y rescate del recurso
genético que se desarrolla en el INIA-Lara.
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