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Seleccién de abejas propolizadoras en el municipio Guaicaipuro
del estado Miranda, Venezuela

Propolised honeybee’s selection in the Municipality
Guaicaipuro of Miranda state, Venezuela

Antonio J. Manrique' y Omar Colmenares?

'Federacion Bolivariana de Apicultores de Venezuela (FEBOAPIVE). Correo electrénico: tonyman77@terra.com.
2Universidad Réomulo Gallegos (UNERG). Area de Agronomia. Correo electronico: omarcolqui@gmail.com

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, se realizd
desde febrero de 2009 hasta febrero de 2012 en
la Estacion Experimental “Jaime Henao Jaramillo”
de la Universidad Central de Venezuela, ubicada
en municipio Guaicaipuro, estado Miranda,
Venezuela. Algunas colonias de abejas, Apis
mellifera producen mas propoéleos que otras, esta
caracteristica tiene control genético y en general,
se producen propodleos por raspado, dado que
en ciertas zonas las mallas se encuentran llenas
de cera y no de propdleos. Los objetivos fueron:
Seleccionar y mejorar genéticamente abejas
propolizadoras y determinar la estacionalidad en
la produccion de propodleos con el uso de mallas
colectoras de plastico. La poblacion base fue
de 50 colonias de abejas africanizadas, siendo
evaluadas 25. Se seleccion6 la mejor colonia para
obtener las madres de la siguiente generacion,
evaluando 11 colonias seleccionadas (S) versus
13 colonias no seleccionadas (NS), evaluadas
durante dos afios (A, y A)) consecutivos. Los
resultados obtenidos muestran que las SxA, SxA,
fueron (P<0,05) superiores a las NSxA, y l\foAZ,
con valores medios en gramos de propoleos/
colonia/afio de 623,36; 684,45; 365,61 y 420,61,
respectivamente. La produccion de propdleos
fue superior en los meses de diciembre, enero y
febrero. Se determina que las abejas responden
a la seleccion para aumentar la produccién de
propodleos, hubo estacionalidad en la recoleccién
de propoleos y las mallas funcionan para colectarlo,
en las condiciones evaluadas.

Palabras claves: Apis mellifera,
genético, propdleos, seleccion.

mejoramiento

Recibido: 15/03/14  Aprobado: 25/06/14
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ABSTRACT

The present research was done since february
2009 to february2012, in Experimental Station
“Jaime Henao Jaramillo”, Universidad Central de
Venezuela, located in Guaicaipuro municipality,
Miranda state, Venezuela. Some colonies of
bees (Apis mellifera) produce more propolis
than others, and this characteristic is genetically
controlled; usually these propolis are produced by
scraping, doubt to in certain areas the nets are full
of beeswax and not with propolis. The objectives
were to select and improve (genetically) propolis
collector bees, and to determine seasonality in
propolis production, using collector plastic screen.
Base population were 50 colonies of Africanized
honey bees, being evaluated 25. The best colony
was selected as parent of the next generation,
evaluating 11 selected colonies (S,) versus 13
non selected colonies (NS,) the first year, and
11 selected colonies (S,) versus 13 non selected
colonies (NS,) thesecond year. Obtained results
indicated higher values of propolis production in S,
andS,, statistically differents (P<0.05) to NS and
NS,, with averages of 623.36; 684.45; 365.61 y
420.61 g of propolis/colony/year, respectively.
The propolis production was superior during
December, January and February. Determined the
bees respond to selection to improve the propolis
production, there was seasonality collection
propolis and the used nets were useful to collect
them, in the evaluated conditions.

Key word: Apis mellifera, propolis,

selection.

breeding,
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INTRODUCCION

El principal objetivo en el mejoramiento genético
es la obtencién de linajes con caracteristicas
deseables, por medio de seleccion (Gramacho,
2008).

A pesar de diversos estudios realizados, por
Mackensen y Nye, (1966), Crow y Roberts
(1950), Ruttner (1968), Rinderer (1977) y Harbo
(1996), la evaluacion genética en abejas no es
tan avanzada como en otras especies animales.
Ello, se debe a que en abejas, el parentesco en
una colonia puede variar de 0,25 a 0,75 (Crow
y Roberts, 1950; Laidlaw y Page, 1984) debido
al apareamiento multiple de las reinas con
promedio de 7-17 machos, aunado a la presencia
de machos haploides.

La reina ofrece contribucién ambiental a sus
hijas obreras, por medio de la cantidad y calidad
de huevos producidos y por la cantidad de
feromonas (Bienefeld y Pirchner, 1990). Esto,
se puede medir directamente en la reina, a
través de su progenie. Este impacto, sobre las
obreras es estrictamente ambiental, mientras
que, la habilidad de la reina de producir huevos
en cantidades suficientes y producir feromonas
esta determinado por el genotipo de la reina y
por el ambiente (Bienefeld et al., 2007). Estos
mismos autores sehalan que los indices de
seleccion, se estan volviendo poco comunes,
en funcién de la influencia ambiental, y a las
diferencias genéticas en los apareamientos.

Es posible, utilizar mejor la variabilidad genética
existente en una poblacion por medio de
esquemas de seleccion actuales, y de esa forma,
reducir la tasa de consanguinidad y su efecto
depresivo, sin perjudicar el progreso genético
(Sanchez et al., 1999). En abejas, las relaciones
genéticas y la consanguinidad son dependientes
del método de mejoramiento y del sistema de
apareamiento utilizados (Bienefeld et al., 2007).
Asi mismo, muchas de las caracteristicas de
valor econémico, tales como producciéon de
miel, propdleos y polen, pueden ser medidas
s6lo en las colonias, por lo tanto, la identificacién
de caracteristicas asociadas a la produccién y
de facil medicién, son utilizadas para seleccion
indirecta (Souza et al., 2002).

El sistema haplo-diploide en Apis mellifera,le
permite al zangano transferir a su descendencia
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todo el material genético proveniente de su
madre (Laidlaw y Page, 1984). De esta forma,
las caracteristicas expresadas por la colonia,
tales como produccion de propdleos, miel, jalea
real y polen, tienen su origen en gran medida en
la reina.

En funcidon de estas relaciones, el tamano
de las reinas, se ha asociado fenotipica vy
genéticamente con caracteristicas productivas
y de comportamiento de las colonias.
Kahya et al, (2008); Hoopingarner y Farrar
(1959), afirman, que el peso al nacer de las
reinas esta correlacionado con su potencial
reproductivo; A tal efecto, Faquinello (2007),
asocio caracteristicas morfométricas de reinas
recién nacidas, con produccion de jalea real en
minirecrias y encontro, potencial de seleccion
para produccion, basado en el ancho del
abdomen.

Segun Page y Laidlaw (1997), para lograr éxitos
en el mejoramiento genético selectivo en abejas,
se necesitan cuatro elementos, 1) Seleccion;
las colonias deben estar identificadas y deben
existir entre ellas diferencias seleccionables que
formen el potencial de la poblacion parental;
2) Conservacion de la variabilidad genética; 3)
Control de los apareamientos y 4) Mantenimiento
de colonias reservas durante todo el programa.
Por su parte, Maia (2009) afiade dos elementos,
1) Estimacion de parametros genéticos, que
posibiliten la prediccién del valor genético
del animal y por ende, la identificacion de los
animales genéticamente superiores y 2) Ofrecer
un subsidio a los apicultores, como forma de
asesoria en la optimizacién de los recursos
genéticos presentes en sus apiarios.

La produccién de propdleos es una propiedad
innata de las abejas; diversos factores estan
involucrados en este proceso y deben ser
observados, cuando se busca un aumento de la
productividad. Dentro de estos factores, estan
la estacionalidad y el tipo de colector utilizado
(Breyer 1995; Moura, 2001).

La estacionalidad posee gran influencia en la
actividad de colecta de propdleos. Los patrones
estacionales observados han sido explicados,
principalmente, por las variaciones de la
temperatura, insolacion, intensidad luminosa,
humedad relativa y precipitacion, entre otros
factores (Kerr et al., 1970)
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Generalmente, el propdleo es colectado por
el apicultor mediante el raspado de las partes
moviles de la colmena, pudiendo presentar
materias contaminantes como pedazos de
madera, tierra y otros materiales. En busca
de la mejora de la calidad de propdleos; otras
técnicas, se han desarrollado para estimular
su produccion, tales como, el uso de mallas
colectoras debajo de la tapa interna (entretapa),
colector de propdleos inteligente (CPI),
Pirassununga, entre otros.

Entretanto, la produccion de propdleos puede
variar conforme a la técnica de colecta usada
por el apicultor (Breyer, 1995; Brighenti e
Guimaraes, 2000;Cunha e Evangelista, 2000;
Moura, 2001; Thimann y Manrique, 2001).

Mediante la recoleccién de resinas, balsamos,
ceras, aceites volatiles y polen; las abejas
producen propoleos, producto que varia en
las proporciones de sus componentes, dada
la biodiversidad existente en el lugar donde
se encuentre la colmena, a las variaciones
estacionales y también,al potencial genético de
las abejas en la cosecha de estos materiales
(Meyer, 1956;Ghisalberti, 1979; Crane, 1990;
Woyke, 1992). Por lo tanto, la instalacion de las
colonias de abejas en zonas con abundancia de
plantas productoras de precursores de propéleos,
junto con programas de seleccion y mejoramiento
genético, puede incrementar la produccién de
propdleos, generando mayores ganancias en
la apicultura (Breyer, 1995; Manrique y Soares,
2002a; Tiemilnoue et al., 2007; Pickler, 2009).
La composicién del propoleos depende en gran
medida del origen botanico (Bankova, 2009),
especie de abeja (Londofio et al., 2008), época
y método de recoleccion.

En climas templados el propdleos, se produce
entre la primaveray el verano, en otras ocasiones
a veces a principios de otofio. Mientras que bajo
condiciones tropicales puede producirse durante
casi todo el afio. (Manrique, 2001).

Con respecto a los métodos de recoleccion, se
han utilizado, el método tradicional de raspado
y el empleo de mallas plasticas. Generalmente;
del primero, se obtienen propdleos con gran
cantidad de impurezas (ldarraga, 2003) y
contaminantes, como metales pesados (plomo,
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hierro y cobre) que pueden provenir de la
atmosfera o ser incorporados en la cosecha y la
extraccion (Sales et al., 2006).

El mejoramiento genético, es uno de los
grandes aliados del humano en la agricultura
actual, ayudandolo en la mejora de la calidad
y productividad. En la apicultura esto sucede
mediante la sustitucion de reinas poco
productivas por reinas jévenes y seleccionadas,
fortaleciendo y aumentando la poblacion de
obreras y por ende la productividad de la colonia.

Muller et al, (2010), evaluaron 103 colonias
durante cinco meses y tres colectas, el valor
maximo fue de 63,6 gramos y el menor 0,04
gramos. Resaltan que 33 colonias no produjeron
propdleos, sugiriendo, que estas colonias tienen
bajo potencial propolizador, poca habilidad
genética de colectar resinas o de depositar
propoleos fuera de los colectores.

El propdleos es depositado preferencialmente
en los laterales de los colectores, que reciben
mayor intensidad de rayos solares y vientos,
principalmente en el invierno. Las colmenas
con reinas hijas de madres seleccionadas
acumularon entre 5 y 34 veces mas propéleos
que las colonias con reinas hijas de madres
poco propolizadoras (Nicodemo et al., 2012). La
produccion de las primeras fue de 16 gramos/
colonia en los dos meses de evaluacion. Las
pequefias cantidades de propdleos obtenidos,
aun en las colmenas mas productivas, se debe
al hecho de que la regién del experimento, se
caracteriza por el monocultivo de cafia de azucar,
la zona carece de plantas que proporcionen
materias primas para el propodleos.

De las 36 colmenas que fueron incluidas en
el proceso selectivo, siete fueron eliminadas,
porque mostraron un bajo rendimiento en la
produccion de cria y alimentacién, ademas de no
producir propoéleos. La produccién de propdleos
no mostrd una distribucién normal, ya que 16
colmenas (55,2% del total) acumularon menos
de un gramo de propéleos en un plazo de dos
meses (Nicodemo et al, 2012). La cantidad
de propodleos producido, puede variar de 300
gramos/colonia/afio, segun Prost-Jeana 700
gramos/colonia/afo, mediante laimplementacion
de técnicas de estimulos (Breyer, 1995).
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Los objetivos del trabajo fueron, 1) Seleccionar y
mejorar genéticamente abejas propolizadoras y
2) Determinar la estacionalidad de la produccién
de propdleos con el uso de mallas colectoras.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo, se realizé desde febrero de 2009 hasta
febrero de 2012, en la Estacion Experimental
‘Jaime Henao Jaramillo” de la Universidad
Central de Venezuela, ubicada en municipio
Guaicaipuro, estado Miranda, Venezuela, con
una superficie de 453 hectareas, localizada a 25
kilbmetros de Caracas. Situada entre los 10°21'y
10°23' de latitud Norte y entre los 63°53'y 66°54'
de longitud Oeste. La region, se encuentra
enmarcada dentro de la zona de vida del bosque
humedo premontano (bhp), a 1410 m.s.n.m.
(Ewel y Madriz, 1968; Holdridge, 1957), con una
precipitacion anual de 1.250 mm, distribuida
homogéneamente entre mayo-noviembre con
precipitaciones aisladas en el periodo diciembre-
abril, sin embargo, desde abril de 2010 hasta
febrero de 2012, no ocurrid un mes seco. La
temperatura promedio fue de 18 °C con minima
de 7 °C y maxima de 27 °C y la humedad relativa
media de 80%. La vegetacion predominante
estuvo conformada por: copey (Clusiaminor),
eucalipto (Eucalyptusglobulus.), pino caribe
(Pinuscaribaea), tara (Oyedaeaverbesinoides),
zamurito (Oliganthessp.), sangregao
(Crotongossypiifolius Vahl), matagusano
(Clibadiumsp.), bucare (Erythrinapoeppigiana),
guamo (Inga sp), café (Coffeaarabica), flor
amarilla (Sclerocarpuscoffeacolus), tarita
(Verbesinaturbacensis), arafia gato (Mimosa
pudica), majagua (Heliocarpusamericanus)
y arboles de la familia Myrtaceae. Toda esta
vegetacién produce cantidades elevadas de
néctar, polen y resinas durante casi todo el afio
(Manrique, 1996; Gomez, 1986)

Seleccion de abejas
Se realiz6 en dos etapas.
1) Primera etapa (Seleccion de la poblacion

base)

La poblacion base (o generacién parental) para
la seleccion estuvo formada por 50 colonias de
abejas africanizadas A. mellifera pero debido
a pérdidas por causas naturales, pillajes y
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robos, fueron evaluadas finalmente 25 colonias.
Durante el periodo de febrero 2009 a febrero de
2010, se realizo la seleccion de la mejor colonia,
la cual fue usada como matriz en la siguiente
generacion (F,), basado en los registros de
produccién de propoleos, que tuviese una
productividad al menos de 40% mayor que el
promedio general de las colonias durante el
periodo evaluado. En este periodo no se realizo
cambio de reinas, siendo sustituidas por las
propias abejas de cada colmena.

Todas las colonias fueron identificadas con un
numero en la parte posterior de la camara de cria.
Las abejas no fueron alimentadas durante todo
el proceso experimental y recibieron el mismo
manejo. Las colmenas estaban compuestas
de una camara de cria Langstroth y dos alzas
mieleras con una poblacién aproximada de mas
de 70.000 abejas. La cantidad de abejas puede
influenciar el desempefio de la colonia, debido a
su crecimiento diferenciado, aun cuando reciban
el mismo tratamiento alimenticio o manejo
general (Topal et al., 2008).

Por tal razén, el numero de abejas de cada
colonia fue estimado indirectamente, mediante el
conteo de cuadros con abejas adultas adheridas
a los mismos.

2) Segunda etapa

Esta etapa, de marzo 2010 a febrero de 2012,
se realizé en un solo apiario con 24 colonias
de abejas. Con el uso de la técnica de
Doolittle (1899), se produjeron 11 reinas hijas
(F,) de la reina madre seleccionada (F;) en la
etapa anterior. Estas reinas se introdujeron
en nucleos de 21,51 de cinco cuadros para su
respectiva fecundacion en vuelo libre. Después
de fecundadas y cuando estaban ovipositando,
estas reinas (F,), eran marcadas en el torax,
se les recortaba parte del ala derecha y, se
introducian en sustitucion de las reinas de 11
colonias, para ser probadas contra 13 colonias
con reinas no seleccionadas, a las cuales no se
les cambiaba las reinas, permitiendo que ellas
mismas cambiaran la reina.

Al finalizar el periodo de evaluacién de 2010-
2011, se selecciond la reina de la colonia (la
namero 14) mas productora de propdleos, para
producir reinas hijas (F,) que se fecundaron en
vuelo libre e igualmente, sustituyeron las reinas



Manrique et al.

Seleccidn de abejas propolizadoras en el municipio Guaicaipuro...

F.de 11 colonias y se probaron versus las otras
13 colonias no seleccionadas, evaluando su
produccion de propdleos de marzo de 2011 a
febrero de 2012.

Produccién de propdleos

Lacolectade propdleos, serealizd mensualmente
durante el periodo marzo de 2009 a febrero
de 2012, abarcando ambas etapas. Se usaron
mallas plasticas con orificios romboides de 3mm
x 3mm (Figura 1) como colector, instaladas entre
el alzay latapainterna. Las mallas eran retiradas
mensualmente y se sustituian inmediatamente
por otra no propolizada. También, se raspaba
el propoleos acumulado entre la malla y la
parte superior de los bastidores, después de
retirar las mallas. Inmediatamente, las mallas y
el propdleos raspado se colocaban en bolsas
negras para proteger la calidad del propdleos.
Posteriormente, se congelaban durante 24 horas
y se retiraba el propoleos al torcer las mallas
y rasparlas con una palanca (pata de cabra).

Todas las muestras obtenidas fueron pesadas
y registradas las cantidades de propoleos
producidas por cada colmena.

Tratamientos

Las colonias fueron distribuidas en dos grupos,
el primero conformado por 11 colonias a las
cuales, se les sustituyeron las reinas obtenidas
en F, y F,y se denominaron S, el segundo grupo
estuvo conformado por 13 colonias donde no se
sustituyeron las reinas y se identificaron como
NS.

Ambos grupos fueron evaluados durante dos
periodos anuales (2010-2011 y 2011-2012, y
durante doce meses consecutivos (desde marzo
hasta febrero del siguiente afio).

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados empleando
un modelo completamente aleatorizado con
arreglo factorial,

siendo considerados los
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factores grupo de colonias (S y NS), afio (A, y A,)
y mes (marzo a febrero). Las medias obtenidas
fueron comparadas usando la prueba de Tukey
con la utilizacién del SAS, Derr y Everitt (2002)

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion inicial de la poblaciéon parental

El valor promedio de las colonias en la
evaluacién preliminar fue de 390,44 g/colonia/
afno, con minima de 164 g y maxima produccién
de 662 g (colonia 7) que fue seleccionada como
matriz para producir reinas hijas de la siguiente
generacion (F,). La colonia 7 mostré una
superioridad productiva de 167% respecto de
la media de la poblacién. Este comportamiento
productivo, pudiera ser explicado principalmente
por caracteristicas genéticas de las abejas y por
la edad de la reina (Manrique y Soares, 2002a),
dado que todas las colonias tuvieron el mismo
manejo. El tamano poblacional no influencia
la produccién de propéleos, segun verificaron
Manrique y Soares (2002b) quienes iniciaron un
proceso de mejoramiento genético con colonias
de abejas silvestres no mejoradas y obtuvieron
resultados donde las colonias mas pobladas
colectaron menos propdleos que las menos
pobladas.

Los resultados promedios del presente ensayo,
superan a los obtenidos en Uruguay por Martinez
(1991), quien refiere una produccion media entre
102 y 163 g/colonia con el uso de mallas, y son
muy superiores a los obtenidos por el mismo
autor, con rendimientos de 50-70 g de propdleos/
colonia, mediante la técnica del raspado del
propéleos.lgualmente son superiores a los
resultados referidos por Tiemilnoue et al.
(2007) durante un afo en Botucatu, Brasil,
quienes obtuvieron una produccion media
de 114,81£70,6 g/colonia/ano con el colector
inteligente de propdleos (CPI), 120,9+49,8 g/
colonia/afio con mallas plasticas y 85,7£49,2
g/colonia/afio mediante el raspado, aunque no
hubo diferencias estadisticas. Pastore (2007),
realizé experimentos de colecta de propdleos en
la regién de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil, sin
alimentar las colonias y obtuvo un promedio de
104,68 g/colonia/ano, con mayor produccion en
el otofio (marzo-junio) con media de 45 gramos.

200

La Figura 2, muestra la producciéon promedio
de propoleos en la evaluacion preliminar. La
diferencia porcentual en la produccion de
propoleos entre las colonias S y NS fue de
73,65% a favor de las primeras. Se observa,
un comportamiento estacional en la produccién
promedio de propdleos, con una diferencia
significativa (P<0,05) para los meses de
diciembre, enero y febrero. Estos resultados
pueden deberse a la mayor oferta de alimentos
(néctar y polen) y a una temperatura mas baja
en la madrugada (minimas variables entre 10
°C y 12 °C) que estimula a las abejas a colectar
mas propoleos para protegerse del frio, pero
con el agregado de que en el dia es superior a
los 20°C, dado que si fuesen menores, inhibiria
su comportamiento colector. No obstante,
este comportamiento productivo diverge de
lo que ocurre en climas templados, donde las
abejas colectan la mayor cantidad de resinas
en los periodos menos frios. Ghisalberti (1979)
menciona, que en las regiones templadas del
hemisferio norte, las abejas colectan propdleos
en el periodo mas caliente (desde finales de
primavera, verano y principio de otofo).

Por otro lado, es notoria la baja produccion de
propdleos durante el mes de agosto en todo
el periodo muestreado (aun cuando en dicho
mes la oferta de néctar y produccion de miel es
buena), dado que las abejas llenan las mallas de
cera y no de propoleos, lo cual pudiera deberse
tanto a la facilidad de transformar néctar en cera
y a la intensidad de las lluvias, dado que en ese
mes las lluvias son abundantes y la mayoria de
los dias permanecen nublados con muy poco
sol, inhibiendo el comportamiento colector de
resinas.

Segunday tercera generacion F, y F,

En la Figura 3, se muestran los datos de
produccién media de propoleos de las colonias
F, y F,, donde, se presentaron diferencias
estadisticas (P<0,05) entre las colonias con
reinas seleccionadas (S) y las no seleccionadas
(NS), segun la prueba de Tukey. La media de las
colonias S fue de 623,36 g de propdleos/afio,
mientras que el promedio de las colonias NS
fue 365,61 g de propdleos/afo, con una media
general de 483,75 g/colonia/afo.
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Figura 2. Produccion promedio de propdleos (g/colonia/mes) para los
dos grupos de colonias en la evaluacion preliminar. S (Mas
propolizadoras) y NS (Menos propolizadoras) durante el periodo
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Figura 3. Produccion de propdleos (g/colonia/mes) para
poblaciones seleccionadas y no seleccionada durante
los dos afios de evaluacion (desde marzo de 2010 a
febrero de 2012).
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Resalta el hecho, de que la mejora productiva
global respecto a la poblacion parental fue de
23,89% (93,31 g), aun cuando, la produccién
de las colonias S duplica las de las NS. A tal
efecto, Vencovsky y Kerr (1982) concluyeron
que usando el método de sustitucion de las 25%
peores reinas, por hijas de las 25% mejores;
la productividad aumentaba en un 20% en
las proximas generaciones. No obstante, en
términos porcentuales la mejora es mucho menor
que la reportada por Manrique y Soares (2002b),
quienes obtuvieron mejoras de 181,61% hasta
334,27% en la produccién de propéleos de una
generacion a otra en colonias seleccionadas en
el estado de Sao Paulo, bajo condiciones de muy
baja productividad. Por otro lado, los resultados
obtenidos en el presente ensayo, contrastan
con los de Pickler (2009), quien refiere que
la poblaciéon base, tuvo mejor produccion de
propdleos con respecto a la poblacion hija
seleccionada, lo cual, pudo deberse mas a un
efecto ambiental que genético, al muestrear
solamente en tres meses en afios sucesivos.

Sin embargo, es importante resaltar que en los
periodos evaluados, se mantienen diferencias
porcentuales similares a la diferencia encontrada
en la poblacion base entre las colonias
seleccionadas y no seleccionadas, la cual fue
de 73,65%, con valores de 78,69% y 81,09%
para F, y F,, respectivamente; Este resultado
sugiere, que el mayor progreso genético se
produciria con la seleccion y eliminacién de
las reinas de las colonias poco propolizadoras,
y no tanto con la introduccién de hembras
mejoradas en un grupo, en sistemas que utilicen
la fecundacion libre en vuelo, debido a que en la
sustitucion natural de las reinas de las colonias
no seleccionadas existe una elevada posibilidad
que las nuevas reinas se apareen con zanganos
de las colonias seleccionadas, dado el caracter
de apareamiento multiple de las reinas.

CONCLUSIONES

El mayor impacto en un programa de
mejoramiento genético para produccion de
propdleos, se logra con la eliminacién de
colonias poco propolizadoras.

La sustitucion de reinas mejoradoras puede
producir cambios porcentuales menores, de
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entre 2 y 5%, en poblaciones sometidas a
fecundacién en vuelo libre.

Se observo una estacionalidad en la produccion
de propdleos, obteniéndose los valores mas
altos durante los meses de diciembre, enero y
febrero.
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Peso e indicadores de calidad interna del huevo de cuatro
razas de gallinas reproductoras venezolanas

Weight and egg’s internal quality indicators
of four breeds of Venezuelan breeding hens
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RESUMEN

Para comparar el peso y calidad interna del huevo
de las razas de gallinas reproductoras venezolanas
GDB, IPA, Maracay y FAGRO (UCV), se condujo
un ensayo en el Laboratorio — Secciéon de Aves
(FAGRO-UCV). Se suministré una racion entre 80
g y 110 g de alimento/ave. El programa sanitario
incluyd la vacunacion contra las enfermedades de
Newcastle y Bronquitis Infecciosa. Se registraron
8.689 pesos de huevos y se usaron 3.142 huevos
para calidad interna, incluyendo la medicidén de
las alturas de yema y albumen con un vernier de
tripode; asimismo, con estos datos, se calcularon
las unidades Haugh. Se realizé analisis de
varianza considerando un disefio completamente
aleatorizado, incluyendo el efecto de la raza y
semana de edad de la gallina en el modelo. Para
analizar la calidad interna del huevo segun la
edad de la gallina, solo se considerd este ultimo
efecto. Se estimé la regresion lineal del peso del
huevo sobre la semana de edad de la gallina. Se
realizaron pruebas de “t” de Student con un nivel de
significacion de 0,05. Hubo diferencias (P<0,05) del
peso del huevo entre razas a favor de las gallinas
FAGRO-UCV (56,4 g), sin variaciones para la
calidad interna. El peso del huevo aumenté 0,23
g sobre el promedio por cada semana de edad de
la gallina. Se concluye que la raza FAGRO-UCV
presenta ventajas comparativas sobre las otras
en cuanto al peso del huevo y que la edad afecta
(P<0,05) el peso de este, siendo mas pesados los
huevos de gallinas de mayor edad.

Palabras clave: unidades Haugh, albumen, yema,
gallinas Criollas.

Recibido: 31/03/14  Aprobado: 25/06/14
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ABSTRACT

In order to compare weigh and internal quality of
egg of four Venezuelan breeding hens, it conducted
an experiment in the Laboratorio — Seccion de Aves
(FAGRO-UCV). It provided a ration between 80 g
and 110 g of food/bird (depending on age). Health
program included immunization against Newcastle
and Infectious Bronchitis diseases. Were recorded
8.689 egg weights and 3.142 eggs were used
for internal quality; calculating the Haugh units.
Variance analyses were performed considering a
design completely randomized, including breed
and age of hen in week effect in the model. To
analyze internal quality of the egg according to
the age of the hen, only was considered this last
effect. Lineal regression of egg weight over week
of age of the hen was estimated. Were realized “t”
Student test with a significance level of 0.05. There
were differences (P<0.05) of egg weight between
breeds. FAGRO-UCV was higher (56.4 q),
without differences for internal quality. Egg weight
increased 0.23 g over average for each week of
age of the hen. It concluded that FAGRO-UCV
breed show comparatives advantages over other
breeds about the egg weight and older hen eggs
are heavier.

Key words: Haugh units, albumen, folk, Creole hens.
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INTRODUCCION

En la actualidad se sabe que el huevo es un
alimento muy completo y que posee elevadas
propiedades nutricionales y culinarias (Juarez—
Caratachea et al, 2010a). La formacién del
huevo es un proceso complejo que implica
que los diferentes componentes deben ser
dispuestos en el orden y cantidad adecuados.
Por otra parte, la calidad del huevo depende, en
gran manera, de la alimentacién y confort a que
es sometida la gallina; no debiéndose descuidar
el manejo y condiciones de almacenamiento
posteriores a la postura, puesto que existen
evidencias de deterioro de la calidad interna del
huevo por causas de altas temperaturas y mayor
tiempo de almacenamiento (Scott y Silversides,
2000; Campos et al., 2010).

En la literatura se han reportado valores de peso
del huevo que oscila entre 48 g y 62 g para aves
Criollas y comerciales ubicadas en condiciones
disimiles de explotacion (Alvarez et al., 2007;
Juarez - Caratachea et al., 2010a; Congo, 2011);
mientras que para la calidad interna se han
reportado valores de altura del albumen que se
ubican en el rango de 3 mm — 9,2 mm y unidades
Haugh entre 65 y 95 (Scott y Silversides, 2000;
Singh et al., 2009; Campos et al., 2010; Juarez -
Caratachea et al., 2010a; Congo, 2011).

Muchos de estos estudios se han desarrollado
para determinar la calidad del huevo de
ponedoras comerciales pasando por métodos
fisicos, quimicos y algunos subjetivos; no
obstante, poco se ha estudiado sobre la calidad
del huevo de gallinas Criollas (Abadia et al.,
1998). Por lo antes expuesto, el objetivo de la
presente investigacion fue comparar el peso
e indicadores de calidad interna del huevo de
gallinas reproductoras venezolanas.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrollé en el Laboratorio
Seccion de Aves de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Central de Venezuela (FAGRO —
UCV), municipio Mario Bricefio Iragorry, estado
Aragua, situado a 10°16’50” N y 67°35'01” O y
altitud de 452 m.s.n.m., con una temperatura
media de 25°C, precipitacion promedio anual de
1068 mm y humedad relativa promedio anual de
75% (USICLIMA, 2013).

Las gallinas se ubicaron en el galpén “A” de
gallinas reproductoras, cuyas dimensiones son
de 60 m de largo x 6 m de ancho, dividido en
60 corrales de 2 m x 2 m, con una altura de
pared de 80 cm y el resto es tela de gallinero,
cada corral cuenta con tres nidales con trampa,
comederos tipo tolva y bebederos tipo plasson.
Se emplearon animales de las razas de gallinas
reproductoras venezolanas GDB- UCV (n=46),
aves de plumaije gris y blanco, también conocidas
como barradas, IPA- UCV (n=42), plumaje negro,
Maracay- UCV (n=66), aves de plumaje rojizo y
FAGRO- UCV (n=43), aves con plumaje blanco
(Galindez, 2008).

Una vez que las aves cumplieron 18 semanas de
edad se procedié a hacer una seleccion visual de
las gallinas y se descartaron todas aquellas aves
con defectos en fenotipicos, luego los animales
seleccionados para iniciar la fase reproductiva
se separaron por raza y se dispusieron en los
corrales en forma aleatoria, de la siguiente
manera (cada corral con la presencia de un gallo
de la misma raza):

GDB — UCV: 5 corrales x 8 gallinas + 1 corral x
6 gallinas.

IPA — UCV: 3 corrales x 8 gallinas + 2 corrales x
9 gallinas.

Maracay — UCV: 6 corrales x 8 gallinas + 2
corrales x 9 gallinas.

FAGRO - UCV: 2 corrales x 8 gallinas + 3
corrales x 9 gallinas.

Los registros se tomaron a partir de la semana
20 hasta la 71 de edad, la recoleccion de huevos
se hizo de forma diaria e individual, plasmando la
informacién en planillas de registros ubicadas en
cada corral, tres veces al dia (8:00 am, 11:30 am
y 4:00 pm). Los huevos recolectados diariamente
se identificaron (corral, gallina, raza y fecha),
seguidamente se pesaron y se seleccionaron
para incubar. El alimento consumido por los
animales fue preparado en la planta procesadora
de alimentos ubicada en el Laboratorio Seccion
de Aves (FAGRO - UCV). Este alimento fue
previamente formulado ofreciendo 2.800 kcal/
kg de energia metabolizable, entre 14 y 18%
de proteina, 4,1% de calcio, 0,42% de fosforo,
0,90% de lisina y 0,43% de metionina (Hy — Line,
2009 — 2011). Se suministré una racion entre 80
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g y 110 g de alimento/ave (segun la edad) en el
horario comprendido entre 7:30 - 8:00 am.

El programa sanitario incluyé la inmunizacion
contra las enfermedades de Newcastle y
Bronquitis Infecciosa, en el agua de bebida en
la primera semana de edad, posteriormente se
reforzé la inmunizacién a los 21 dias y la 4%
semana de edad. Las gallinas se desparasitaron
en la semana 15 de edad con fenbendazol al
10% y aplicandose una segunda dosis 21 dias
después. Las gallinas fueron sometidas a un
programa de iluminacion natural, con direccion
aproximada del fotoperiodo de 12 horas.

El peso del huevo se midi6é diariamente desde
la semana 20 hasta la semana 71 de edad,;
utilizando una balanza digital marca KERN
modelo FCB de 0,5 g de apreciacién. El numero
de registros para esta variable fue de 8.689. La
calidad interna se determind en los huevos no
incubables recolectados durante toda la semana,
los cuales fueron almacenados (desde 1 hasta 7
dias) a una temperatura de 21°C, no se llevaron
registros de humedad relativa. Los huevos fueron
pesados, posteriormente el contenido interno
del huevo se vacio en una bandeja lisa de vidrio,
luego con la ayuda de un vernier de tripode se
midi6 la altura de la yema (AY) y el albumen
(AA). Se usaron 3.142 huevos. Asimismo, se
calcularon las unidades Haugh (UH) a partir de
la siguiente ecuacién (Eisen et al., 1962):

UH=100 Log (AA - 1.7Ph° ¥ + 7.6), donde:
AA = altura del albumen en milimetros.
Ph = peso del huevo en gramos.

Se realizaron analisis de varianza considerando
un disefio completamente aleatorizado. Para
tal fin se empled el programa estadistico SAS
(Littell et al, 2002), apoyado en el siguiente
modelo estadistico:

Y, =M t+R +Sem +e,, donde:
Y, = peso promedio del huevo/UH/AY/AA de la

raza de gallinas “”, en la semana .
M = media tedrica de la poblacion.

R, = efecto de la raza (IPA, FAGRO, Maracay,
GDB).

Semj = efecto de la semana de edad de la gallina
(20,...,71)
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e; residual con media cero y varianza o?,
normal e independientemente distribuido.

En analisis preliminares se prob¢ el efecto de la
interaccion (raza x semana), la cual resulté no
significativa, por tanto se retir6 del andlisis final.

Se realizaron pruebas de “t” de Student sobre
los promedios ajustados para verificar las
diferencias entre estos (Steel et al., 1997). Se
establecid un nivel de significacién de 0,05;
asimismo se estimo la regresion lineal del peso
del huevo sobre la semana de edad de la gallina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Peso del huevo

La Figura 1 permite apreciar los pesos promedios
del huevo de cada raza, observandose
diferencias estadisticas significativas (P< 0,05).
Destaca la raza FAGRO-UCYV la cual produce
los huevos mas pesados; seguida de Maracay
— UCV, GDB - UCV e IPA — UCV. En todos
los casos, el peso del huevo supera los 50 g,
aventajando entre 5% y 10% a los reportes de
Alcala y Flores (2010) y Juarez — Caratachea et
al. (2010b), asimismo son similares a lo resefiado
por Valera (2004), Segura et al. (2007), Singh et
al. (2009) y Congo (2011) en gallinas Criollas y
especializadas para la produccion de huevos.
Las diferencias entre el genotipo de huevos mas
pesados (FAGRO —UCV)y el de los huevos mas
livianos (IPA — UCV) estan en el orden de 3,9 g,
siendo las otras dos razas intermedias.

En torno a este tema, opiniones divergentes se
han plasmado en la literatura; en este sentido,
Keener et al. (2006) y Segura et al. (2007)
manifiestan que no existen diferencias de
peso del huevo entre los genotipos estudiados;
mientras que Singh et al. (2009) y Congo (2011)
reportan diferencias de peso del huevo entre
las razas consideradas. Es indudable que las
diferencias del peso del huevo entre razas,
estirpes o razas tienen un basamento genético;
por tanto, es probable que divergencias en
la composicién genética de las aves pueda
introducir diferencias en la variable medida;
caso contrario una composicion genética similar
derivara en pesos de huevos analogos entre
los genotipos de las gallinas (Tharrintong et al.,
1999).
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Figura 1. Peso promedio del huevo de cuatro razas de gallinas reproductoras

venezolanas en el ciclo de postura.

El peso promedio del huevo para todas las
razas aumento (P<0,05) con las semanas de
edad de las gallinas (Figura 2), estimandose
un coeficiente de regresion lineal de b = 0,23;
es decir que el peso del huevo aumenté 0,23
g sobre el promedio por cada semana de
edad de las gallinas. Cabe mencionar, que en
analisis preliminares no se detect6 efecto de la
interaccion (raza x semana), sobre el peso, por
tanto se expresa el comportamiento promedio
para todas las razas.

Asimismo, es necesario mencionar que
probablemente algunas condiciones de
manejo limitantes, principalmente alimentacion,
pudiesen estar enmascarando la expresion
diferencial entre razas y la interaccion entre
estas y el medio ambiente. Se observé que al
inicio de la etapa productiva el peso del huevo
se ubico alrededor de 45 g, para incrementarse
paulatinamente hasta valores cercanos a 58 g
para el final del ciclo de postura. El resultado
se asemeja a los sefialamientos de Terraes et
al. (2006) y Segura et al. (2007). El peso del
huevo durante las primeras siete semanas de
produccion se mantuvo inferior a 50 g, similar a
lo descrito por Segura et al. (2007), sin embargo
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difiere del reporte de Tharrintong et al. (1999),
quienes evidenciaron pesos sobre los 52 g
desde el inicio de la puesta.

Es de resaltar que las diferencias entre
promedios en los distintos trabajos pueden ser
consecuencia de manejos diferenciales, donde
la alimentacién, tipo de alojamiento y programa
de iluminacion juegan papel preponderante. Por
otra parte, al final del ciclo, el peso promedio
del huevo coincide con los reportes de gallinas
(}riollas latinoamericanas (Terraes et al., 2006;
Alvarez et al., 2007; Segura et al., 2007); no
obstante diverge del reporte de Tharrintong et
al. (1999), quienes reflejan valores de peso del
huevo en torno a 68 g.

Es necesario resaltar, que es probable que un
manejo limitante, sobre todo alimentacion, pudo
ocasionar disminucion del peso del huevo a partir
de la semana 53 de edad, por lo cual se altero la
tendencia de incremento lineal que se presenté
en el periodo anterior, desencadenando en
pesos inferiores a lo esperado al final del ciclo.
Es necesario aclarar, que si bien es cierto que
en Venezuela, desde el punto de vista comercial
el peso del huevo no es importante, ya que los
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Figura 2. Peso promedio del huevo por semana de cuatro razas de gallinas

reproductoras venezolanas.

huevos se venden por unidad y no por peso o
tamanio, desde el punto de vista productivo si es
relevante, puesto que para fines de incubacion
los huevos de las razas evaluadas se ubican en
el rango esperado.

Calidad interna del huevo

La calidad de los huevos esta relacionada con
muchos factores; la alimentacion, programas de
iluminacién, edad, clima, sanidad y constitucion
genética de las gallinas puede afectar la calidad
interna del huevo. Se sabe que el tamano del
huevo, forma y color, son factores heredados,
asi como la calidad del albumen. ElI Cuadro
refleja los indicadores de calidad interna del
huevo considerados en el presente trabajo. En
ningun caso hubo diferencias significativas entre
las razas evaluadas.

El resultado diverge de los trabajos de Williams
(1992), Tharrintong et al. (1999), Scott y
Silversides (2000), Keener et al. (2006), Singh
et al. (2009) y Congo (2011). Se observo en la
literatura consultada que las razas de gallinas
ponedoras de huevos marrén superan en calidad
interna las gallinas de huevos de cascara blanca,
sin embargo y como es de suponer aclaran que
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la diferencia no se debe al color de la cascara en
si, si no al origen de las aves, lo que deriva en
una composicion genética particular causante
de la expresioén de los caracteres analizados.

En este sentido, para la presente investigacion
no se considerd el efecto de la coloracion de
la cascara del huevo sobre la calidad interna
de este, por lo tanto, la teoria a esgrimir se
fundamenta en el origen de las aves; por ello,
es probable que para el presente estudio la
igualdad en cuanto a los parametros de calidad
interna del huevo entre razas sea consecuencia
de la constitucién genética similar de estas para
los loci que intervienen en la expresiéon de las
caracteristicas mencionadas.

Las razas evaluadas arrojaron valores superiores
a 82 unidades Haugh (UH), 15 mm de altura de
yema y 6 mm para la altura del albumen. Los
hallazgos superan los reportes de Tharrington et
al. (1999), Mota (2002), Méndez (2005), Keener
et al. (2006), Juarez — Caratachea et al. (2010a).
Por contraparte, en los estudios de Campos et
al. (2010) y Congo (2011), se reportaron valores
de calidad de los huevos de gallinas Criollas
superiores a los obtenidos en este ensayo, lo
que quizas se deba al efecto del almacenamiento
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Cuadro. Promedios para indicadores de calidad interna del huevo (error
estandar), de cuatro razas de gallinas reproductoras venezolanas

(n=3142).
Raza Unidades Altura de Altura del
Haugh Yema (mm) Albumen (mm)

FAGRO - UCV 82,8 (1,29) 15,4 (0,25) 6,8 (0,22)
GDB - UCV 82,4 (0,62) 15,1 (0,13) 6,3 (0,11)
IPA—UCV 84,9 (0,80) 15,9 (0,19) 6,9 (0,17)
Maracay - UCV 84,1 (0,72) 15,8 (0,17) 6,9 (0,15)

Significancia NS NS NS

NS: No Significativo.

al que fueron sometidos los huevos, ya que al
momento de realizar la prueba de calidad, estos
habian sido almacenados desde uno hasta siete
dias.

El tiempo de almacenamiento es un factor
que afecta la calidad de los huevos, esto
fue reportado por Scott y Silversides (2000),
Keener et al. (2006), en una prueba realizada
en gallinas ISA-White e ISA-Brown. En este
orden de ideas, la reducciéon de la calidad del
albumen durante el almacenamiento ha sido
relacionado con aumentos de pH y reduccion
de la capacidad buffer del mismo, lo que trae
como consecuencia una liberacion acelerada de
diéxido de carbono, permitiendo la disociacién
del complejo (ovomucina - lisozima), el cual
mantiene la viscosidad del albumen (Reis et al.,
1997; Lapao et al., 1999; Scott y Silversides,
2000; Galindez et al., 2010).

En cuanto al comportamiento semanal (promedio
de todas las razas) de la calidad interna, se
apreciaron diferencias estadisticas significativas
(Figuras 3y 4).

Al igual que para el caso del peso del huevo no
se encontré efecto significativo de la interaccion
raza*semana; sin embargo, debe considerarse
que es probable que para las variables que
expresan calidad interna del huevo, la influencia
del manejo al momento de almacenarlos
pueda estar enmascarando la expresion de la
interacciéon genotipo*ambiente, sobre todo si se
considera que los resultados reflejan valores de
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calidad interna del huevo elevados para gallinas
Criollas (>80).

Para todas las variables se observaron
comportamientos inestables con ascensos y
descensos constantes. Las diferencias de UH
entre la mejor y peor semana de edad de las
gallinas estan en el orden de 12 puntos, lo cual
es concordante con el reporte de Tharrintong et
al. (1999) y Campos et al. (2010), investigadores
que evidenciaron diferencias de hasta 15 puntos
en unidades Haugh.

No obstante, el comportamiento erratico
observado en la presente investigacién no se
corresponde con lo expuesto por Tharrintong
et al. (1999), quienes expresaron una reduccién
gradual de las UH durante las semanas de
observacién. En este punto es menester
aclarar que probablemente la variacién en el
manejo del huevo posterior a la postura, sobre
todo el almacenamiento antes de la prueba,
puede estar ocasionando el comportamiento
observado; asimismo, cambios climaticos que
afectan la temperatura y humedad durante
el almacenamiento pudiesen ser fuentes de
variacion.

A pesar de la inconsistencia de las alturas de la
yema y el albumen, lo que refleja la diferencia
estadistica significativa, las divergencia maxima
entre semanas es de 3,6 mm para ambas
variables, lo cual se corresponde con el reporte
de Singh et al. (2009).

Ademas, se ha comprobado que a pesar de las
variaciones ocurridas a lo largo del periodo, la
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Figura 4. Promedios de altura de la yema y albumen para cuatro razas de gallinas
reproductoras venezolanas segun la edad (semanas).

alturas de la yema y albumen son las mismas
al inicio y final de la experiencia, situacién que
difiere de las investigaciones llevadas a cabo
por Applegate y Lilburn (1998), Lapao, et al.
(1999), Arce et al. (2002) y Tumova y Gous
(2012) quienes ademas expresan que ocurre un
descenso en las medidas de calidad de yema
y albumen con la edad de las gallinas debido
a que los huevos de estas gallinas son mas
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porosos, por lo tanto ocurre una mayor tasa de
intercambio de dioxido de carbono entre estos y
el medio ambiente. En este sentido, es probable
que el manejo del huevo y su almacenamiento,
el cual es hasta de 7 dias, este enmascarando
el efecto de la edad al ocurrir cierta degradacién
de la ovomucina, que es la proteina responsable
de mantener la integridad del albumen (Tumova
y Gous, 2012).
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CONCLUSIONES

La constitucion genética de las gallinas juega
un papel preponderante en el peso del huevo,
observandose superioridad en peso del huevo
de la raza FAGRO — UCV sobre las otras; no
obstante estas diferencias no se expresaron
en la calidad interna del huevo. Por otra parte,
se evidencié que la edad de las gallinas influye
sobre todos los caracteres evaluados, resalta
el hecho de que el peso del huevo aumento
con la edad de las aves, mientras que las otras
variables no expresaron una tendencia definida.
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RESUMEN

En sistemas ganaderos de produccion tropical,
al seleccionar hembras reproductoras es mas
importante considerar adaptabilidad al medio,
reproduccion y salud, que produccion individual;
para relacionar los aspectos anteriores se requiere
medir variables como: raza, involucion uterina
y metabolismo posparto, a través de técnicas
biotecnoldgicas pocas veces utilizadas en el
diagnéstico de salud reproductiva en hembras
bovinas. El objetivo planteado es: relacionar la
expresion del receptor del factor de crecimiento
insulinoide tipo | (IGF-IR) en secreciones uterinas
de vacas de diferente raza o tipo con el nivel de
citologia uterina durante el periodo posparto
temprano. Metodologia: Entre 30 a 45 dias del
posparto se tomaron raspados de la superficie
endometrial (cytobrusch) y secreciones uterinas,
a vacas Carora (n=19), Siboney (n=17) y F1
Holsteinx Brahman (n=16), se cuantificé el numero
de neutrofilos presentes en la citologia para
determinar el grado de inflamacién endometrial,
diferenciando dos grupos: SC (endometritis sub
clinica/n=26) y EC (endometritis clinica/n=12);
ademas de determinar por WesternBlotla expresion
del IGF-IR en secreciones uterinas por raza y
grupo. Resultados y conclusiones: El grupo SC de
raza Carora (n=4) y Siboney (n=8), presentaron
bandas de IGF IR (130 KDal), evidentemente mas
gruesas y marcadas, que las observadas en F1
y los grupos EC. La metodologia aplicada puede
servir para orientar la evaluacion de salud uterina
posparto y diferenciar la resistencia a la aparicion
de afecciones posparto, entre tipos raciales, bajo
condiciones tropicales.

Palabras clave: Enfermedad uterina posparto, IGF
IR, WesternBlot.

Recibido: 05/04/14  Aprobado: 31/07/14

217

ABSTRACT

For tropical livestock production systems, in
selecting breeding females is more important
to consider adaptability to the environment,
reproduction and health, that individual production;
to relate the above aspects is required to measure
variables such as breed, uterine involution and
postpartum metabolism through biotechnology
techniques rarely used in the diagnosis of
reproductive health at bovine female. The stated
goal is to relate receptor expression insulin-like
growth factor | (IGF -IR) in uterine secretions of
cows of different breed or type with the level of
uterine cytology during the early postpartum period.
Methodology: Between 30 to 45 days postpartum
were taken by cytobrusch of uterine secretions,
Carora cows (n = 19) , Siboney (n = 17) and F1
Holstein x Brahman (n = 16), counted the number
of neutrophils present in cytology to determine the
degree of endometrial inflammation, differentiating
two groups: SC (sub clinical endometritis / n =
26) and EC (clinical endometritis / n = 12); and to
determine by Western blot expression of the IGF-
IR in uterine secretions and breed. Results and
conclusions: The SC Carora breed group (n = 4)
and Siboney (n = 8) showed IGF IR bands (130
kDal) obviously thicker and marked, than those
seen in F1 and EC groups. The methodology can
be used to guide the evaluation of postpartum
uterine health and resistance to differentiate the
appearance of postpartum conditions, including
breed types, under tropical conditions.

Key word: pospartal uterine health, IGF IR,

WesternBlot.
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INTRODUCCION

En Venezuela, los sistemas de produccion
doble propésito representan mas del setenta y
cinco por ciento de las unidades de produccion,
encargadas de la produccion de leche y carne,
no es un secreto que dichos sistemas se han
mantenido por muchas décadas estancados en
su produccion, determinando un déficit que es
necesario suplir con masivas importaciones.

En sistemas de produccién tropicales, es mas
importante considerar adaptabilidad al medio,
reproduccién y salud, que nivel de produccion
individual, cuando se pretenda lograr mejoras
genéticas en los rebanos y esto solo se logra
orientandolaselecciénorealizando cruzamientos
que permitan mejorar estos aspectos; algunos
autores concuerdan que en el trépico, mas que
maximizar la produccién potencial de leche
por animal, se deben establecer estrategias
destinadas a la obtencion de vacas con niveles
de produccién y reproduccion que puedan ser
sustentadas por los sistemas pastoriles.

Para elevar los niveles de eficiencia reproductiva
en los rebafos en sistemas de doble propdsito,
se requiere de vacas adaptadas a las
condiciones agroecoldgicas (temperatura vy
humedad), alimenticias (pastoreo de forrajes de
moderada a baja calidad), sanitarias (resistencia
a enfermedades infectocontagiosas), que le
permitan recuperar rapidamente las condiciones
de homeostasis organica, después de
eventos reproductivos (gestacion y parto) y
fisioldgicos (lactacién), para esto se requiere
del conocimiento amplio de los procesos
fisiolégicos que ocurren durante el periodo
posparto, que orienten la aplicacién de medidas
de manejo alimentario, sanitario y reproductivo,
ademas de la mejor seleccion de hembras para
la cria, orientadas a mejorar la rentabilidad del
negocio ganadero en sistemas doble propésito,
en funcion de esto es prioritario y necesario
conocer como medir estas variables, para poder
predecir su comportamiento y dar uso adecuado
a las mismas.

En rebafos bajo sistemas de doble propdsito
en el trépico, son pocas las investigaciones
que incluyen a su vez las variables: condicién
corporal y tipologia racial, en relacion con el
proceso de involucion uterina y en consecuencia
su efecto sobre fertilidad posparto, que al final
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determinara la futura produccién de leche y
carne indispensable para garantizar la nutricion
y salud de la poblacién nacional. Asi mismo, es
poca o casi nula la aplicacién de biotecnologias
que permitan diagnosticar y/o predecir la salud
durante el posparto, con el fin de orientar la
seleccidn de reproductores con mejores indices
reproductivos.

En la actualidad se promueve el uso de
aplicaciones biotecnoldgicas que colaboren en
el diagndstico de las afecciones metabdlicas y
endocrinas que afecten la produccién animal,
entre ellas estan los marcadores de respuesta
metabdlica como el factor de crecimiento
semejante a insulina tipo | y su receptor (IGF-IR)
los cuales a nivel endocrino actuan promoviendo
la regeneracion celular y de los tejidos organicos.
(Llewellyn et al., 2008).

Por estas razones, la determinacion y relacion
de expresion del receptor del factor de
crecimiento similar a la insulina tipo | (IFG-IR) en
secreciones uterinas y el grado de la citologia
uterina durante el periodo posparto temprano
(cuarta a quinta semana), puede orientar en la
determinacion de la salud reproductiva, durante
el proceso de involucion uterina, lo que a su
vez permitiria pronosticar el futuro reproductivo
de la vaca; pudiese indicar diferencias en el
comportamiento y resistencia a las afecciones
posparto en las diferentes razas o tipos raciales
y no menos importante, orientaria las estrategias
para prevenir las afecciones puerperales que
retardan el reinicio de la actividad ovarica.

Fundamentados en lo expuesto anteriormente,
se plantea el objetivo de: relacionar la expresién
del receptor del factor de crecimiento similar a
insulina tipo | en secreciones uterinas de vacas
Carora, F1 Holstein x Brahman y Siboney, con
diferente grado de inflamacion endometrial.

La utilidad e importancia de los resultados,
radica en la aplicacion de la técnica de Western
Blot, para diferenciar la expresion del receptor
del factor de crecimiento similar a insulina tipo
| (IGF-IR) en secreciones uterinas de vacas
con diferente grado de inflamacién endometrial
y perfil metabdlico posparto; esta metodologia
podria servir para identificar vacas con
resistencia a sufrir afecciones inflamatorias,
vacas que reinician mas temprano su actividad
ovarica posparto bajo determinadas condiciones
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de manejo, con esto orientar la seleccién
genética de reproductores y aplicar medidas de
manejo que mejoren los indices reproductivos en
rebafios ganaderos de sistemas doble propésito.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 4 grupos raciales de vacas
prefiadas en el Ultimo mes de gestacion (n=65),
con uno a cinco partos previos (Cuadro 1), con
condicion corporal (CC) entre 2,5 y 3 (Fattet y
Jaurena, 1988), que no presentaran signos ni
sintomas de afecciones infecto contagiosas o
adquiridas. Todas las vacas se manejaron de
forma similar, pastoreo en potreros con pasto
Urochloabrizantha, durante la tarde y noche,
con suplementacion de 1,5 kg de alimento
concentrado (16% proteinas) previo al unico
ordefio del dia. El experimento se llevé a cabo
en la Centro técnico productivo socialista
“Florentino”, en la poblacion de Sabaneta, estado
Barinas, altitud 90 a 120 msnm, precipitacion
anual 1000 a 1200 mm, durante la época de
lluvias (Julio a Noviembre 2012).

Todas las vacas fueron muestreadas entre la
cuarta semana y quinta semana (33 a 40 dias
posparto) donde suponemos, fundamentados
en la bibliografia revisada, se ha completado el
proceso de involucion uterina; para obtener las
siguientes muestras:

1.- Se tomaron muestras para citologia uterina,
por el método del cepillo uterino Gabler et al.
(2010), para lo cual se realiza previamente
limpieza del area perineal y vulvar del animal
(agua y alcohol), se palpa via rectal el cuello
uterino, se procede a introducir el catéter

protegido (citologybrush. Minitube17214®) por
via vaginal, para atravesar el canal cervical y
tomar el raspado uterino, que inmediatamente
fue fijado (Fixcell®) en lamina de vidrio porta
objeto, para su posterior coloracion (Wright-
Giemsa modificado, Sigma-Aldrich WG16-500®
ml). Posteriormente, se cuantificé los neutrofilos
presentes en la citologia, contando cien células
dentro del frotis coloreado, (LeBlanc, 2002; et
al., 2005), de esta manera se determiné el grado
inflamatorio a nivel uterino.

2.-Se tomaron muestras de secreciones uterinas,
por el método del cepillo uterino einmediatamente
lavar a presion el cepillo utilizando jeringa estéril
con 2 mL de agua bidestilada estéril y lograr
diluir la muestra, almacenadas de inmediato en
crio viales y conservadas a -196 °C hasta su
procesamiento.

3.- Para determinar la expresion de IGF IR a
nivel del Utero, se conformo un pool de muestras
de secrecion endometrial de vacas de la misma
raza, con diagndstico citolégico de endometritis
clinica Carora (CC), F1 HxB (F1C) y Siboney
(SC) y con diagnéstico de endometritis sub
clinica Carora (CS), F1 HxB (F1S) y Siboney
(SS), para proceder por el método de Western
Blot (Ruiz y Kittok, 2008) a evidenciar diferencias
en la expresion del IGF-IR, entre razas e inter
razas, con controles positivos de tejido adiposo,
hepatico y secreciones de vacas sin inflamacion
endometrial (sanas).

Fases de Western blot:

Extraccion de proteinas: las muestras de
secrecion uterina de los tres grupos de estudio,

Cuadro 1. Numero de vacas en el experimento, agrupadas por

tipologia.
RAZA N° vacas
Carora 19
Siboney 17
F 1 (Holstein x Brahman) 16
Gyr 16
Total 68
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se descongelaron y se homogeneizaron durante
10 seg. Durante la extraccion de proteina se
mantuvo la temperatura tanto de las muestras
como de los reactivos a 4°C. Cada muestra fue
mezclada en una proporcién 1:1 con buffer de
extraccién. Dicha solucién inicial de la muestra
fue centrifugada a 14.000 rpm durante 10 min
a 4°C, transfiriendo el sobrenadante a un
microtubo de 1,5 mL, repitiéndose tres veces.

Cuantificacion de proteina total: se determiné
la concentracién proteica total de cada
muestra mediante un método colorimétrico
(BCA™ protein assay kit; Thermo Scientific,
Rockford, IL, EUA), Inicialmente se preparé
una dilucion 1/100 a partir de la solucién inicial
de la muestra para preparar siete tubos de las
soluciones usadas en la cuantificacion de la
curva estandar, identificadas con letras desde
la A hasta la |, conteniendo 5 mL de Buffer de
extraccion y una ampolla de 1mL de Albumina
Sérica Bovina (BSA) provista por el kit, en
las proporciones calculadas: adicionalmente
es necesario preparar 20mL del Reactivo de
Trabajo, utilizando 19,6mL del Reactivo A y
0,4mL del Reactivo B (proporcién 50:1), ambos
provistos por el kKit.

La placa se cubre con papel de aluminio y
se incuba a temperatura ambiente durante
30min, para finalmente medir la concentracién
de proteina (ug/mL) haciendo uso de un
espectrofotémetro  (Multiskan FC, Termo
Scientific), a una longitud de onda de 560nm.

Electroforesis vertical: se prepard una solucion
de agarosa al 2%, con la finalidad de sellar, una
vez polimerizada la solucion, el borde inferior
del equipo de electroforesis, inmediatamente
después se prepara el gel de poliacrilamida-
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), del tipo
discontinuo (15%-5%) y se coloca el gel de
corrida al 15% de una solucién al 30% de
Acrilamida/Bis acrilamida en el espacio dejado
entre los dos vidrios del aparato de electroforesis,
esperando 1 hora para lograr la solidificacion.
Seguidamente, se coloco el gel de apilamiento
al 5% de la misma solucién de Acrilamida/Bis
acrilamida, insertando inmediatamente el peine
plastico para la formacion de los canales de
descarga.

Para mantener hidratado el gel es necesario
retirar el sello de agarosa del borde inferior del

aparato de electroforesis y sumergir el gel en
Buffer de almacenamiento cubriendo el aparato
con papel plastico y manteniéndolo a 4°C hasta
el momento de la corrida electroforética.

En microtubos de 1,5 mL se prepara la solucién
a descargar en los canales del gel, dichos
microtubos son agitados y sumergidos en
agua a 100°C durante un minuto, procediendo
inmediatamente a descargar las soluciones en
el gel. Se us6 una mezcla de marcador de Peso
Molecular proteico (26681; BlueRanger®; Pierce)
y control positivo (proteinas de tejido adiposo
de ovejo). Se deja un canal vacio y luego se
descargan cada una de las muestras. Se cierra
el equipo de Electroforesis Vertical, se conectan
correctamente los terminales a la fuente de
poder (ThermoScientific), se ajusta a 138 voltios
y se inicia la corrida a una temperatura de 4°C,
durante tres horas.

Transferencia de proteinas del gel alamembrana:
al sacar el aparato de electroforesis de la
nevera, botar todo el liquido de su interior y de la
bandeja. Se coloca el papel filtro en la camara de
transferencia, se humedece bien con el Transfer
Buffer. Separar ambos vidrios ayudandose con
el separador por la esquina superior. Al separar
ambos vidrios, cortar inmediatamente sobre el
vidrio el gel en el extremo superior izquierdo
(lado donde se colocd el marcador molecular)
para identificar la cara frontal del mismo y los
sobrantes que quedan al retirar el peine.

Tomar el primer filtro que esta en la camara
humedecido con Buffer y se coloca sobre el
vidrio. Se voltea quedando el vidrio arriba y se
coloca el filtro de nuevo en la camara. Sacar la
membrana de nitrocelulosa, la cual esta entre dos
papeles azules y dentro de ellos debe cortarse
a la medida del gel, cuadrando que sobre
membrana por los lados del gel. Humedecer con
suficiente “Transfer buffer” de modo de evitar
alguna burbuja y finalmente colocar otra lamina
de papel filtro humedecida con “Transfer buffer”
sobre la membrana.

Cerrar correctamente el equipo (cerrar perillas
alternandolas), conectar los terminales a la
fuente de poder (Labnet) y ajustar a 10 voltios y
300 mili amperes por un tiempo aproximado de
2 horas. Se utiliza esta fuente de poder porque
el rango minimo de la fuente de poder Thermo,
es de 20 Voltios y se necesitan 10 Voltios.
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Al culminar el tiempo establecido, retirar
cuidadosamente el gel y la membrana del equipo
de transferencia y colocarlos en recipientes
diferentes. Afadir a la membrana, una pequefia
cantidad de solucién de Ponceau S (P7170
Sigma-Aldrich) y agitar por unos minutos hasta
observar las bandas dejadas por las proteinas
en su trayectoria. Lavar con NaOH al 0,1% y
agua destilada hasta eliminar la coloracion rojiza
dejada por el Ponceau S en la membrana. Por
otra parte, afiadir al gel, una pequeia cantidad
de “0,01% Azul Brillante Coomassie (20278
Pierce) y (Coomassie Blue, metanol y acido
acético), para observar la trayectoria dejada
por las proteinas durante la corrida y las que
no se transfirieron a la membrana. Se guarda el
gel tefiido en el recipiente tapado bafado en el
colorante en la nevera a 4°C para escanearlo.

Bloqueo y colocacién del primer anticuerpo: Para
este trabajo se utilizé como primer Ac: IGF-IsR
Caodigo Sigma 1-7151, 20 yL a una dilucién de
1:500. Esta secuencia es de humano probado
en Cabras (Human-Goat).

Se inicia sumergiendo la membrana en una bolsa
(Ziploc®) con los 100 mL de “Blocking Buffer”
(TBST + 5% de leche descremada), la bolsa
es colocada en un recipiente en la plataforma
rotatoria con movimiento suave durante una
hora a 4°C. Se saca la membrana de la bolsa
y se lava la membrana 2 veces por 5 minutos
cada una con TBST con movimiento suave a
4°C directo en un recipiente.

Se coloca el primer anticuerpo (20uL) disuelto
en 10mL de TBST + 5% de leche descremada,
para dejar incubar con agitacion durante toda la
noche a4 °C en una bolsa. Al culminar el tiempo,
lavar la membrana 3 veces por 5 minutos cada
una con TBST con movimiento suave a 4°C.

Colocacion del segundo anticuerpo: en este
caso como segundo Ac se utilizd Rabbit anti
Goat Cddigo A-5420, de Lab. Sigma 10 pL a
una dilucion de 1:1000. En este segundo Ac
se encuentra conjugada la enzima peroxidasa.
Colocar el segundo anticuerpo en 10mL de
TBST + 5% de leche descremada (0,5g de leche
en 10mL de TBST). Incubar con agitacion de 1
a 3 horas en una bolsa. Culminado el periodo,
sacar la membrana de la bolsa, colocar en un
recipiente de plastico y lavar con TBST 3 veces

221

por 15 minutos cada una en agitacién, fuera de
la nevera.

Lavar 2 veces por 15 minutos cada una con TBS
en agitacion igualmente fuera de la nevera.

Reincubacion de membrana: la membrana
debe permanecer en bolsa con TBST, en la
nevera a 4°C hasta que se vuelva a utilizar. Para
reincubarla, se lava en un recipiente con TBST 3
veces x 2 min en la plataforma rotatoria. Aparte,
se prepara el TBST (10mL) + leche descremada
(0,5g) en un tubo de 15mL y colocamos el primer
Ac y en este caso utilizamos 40uL. IGF-IR (I
1751). Se coloco en una bolsa y se deja toda la
noche en movimiento en la plataforma a 4°C.

Preparacion del cassette y revelado del film:
preparar el cuarto oscuro antes del inicio del
trabajo. Se necesitan 3 recipientes: uno para
agua destilada, otro para el fijador y el tercero
para el revelador. Se prepararon 1000mL de
cada uno, diluyendo 200mL de fijador en 800mL
de agua destilada.

Colocar la membrana de nitrocelulosa en un
recipiente secoy sobre esta 2mL de “SuperSignal
® West pico Luminol/Enhancer Solucion” y
2mL de “SuperSignal ® West pico Stable/
PeroxideSolution” de manera consecutiva con
movimiento suave y esperar si ocurre la reaccion
de quimioluminiscencia, la cual se manifiesta por
la emisién de luz. Abrir el cassette y colocar la
membrana de nitrocelulosa sobre el lado opuesto
a la pantalla intensificadora (lado negro). Colocar
el film sobre la membrana de nitrocelulosa y
cerrar inmediatamente el cassette.

Luego proceder al revelado: deslizar suavemente
el film en el recipiente con el revelador. Taparlo
y agitarlo por 5seg y dejarlo en reposo por
30seg. Este proceso debe repetirse entre 5y 7
veces. En nuestro caso lo hicimos 6 veces. La
agitacién se realiza con movimientos de 180°,
luego lavar en agua destilada, pasar a fijador por
3 min y enjuagamos por 30 seg. Para finalizar
se observa la placa, identificando cada muestra
y la expresién de la proteina, procediendo
luego a escanear, guardar la informacion en
computadora e imprimir en papel.

Analisis estadistico:

Se plante6 un diseio de bloques completamente
aleatorizados, considerando la raza como factor
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cualitativo y el grado de inflamacién del endometrio
como los niveles. En todos los casos el nivel de
confianza fue del 95%, determinando el nivel
de significacion estadistica cuando P<0,05
(Chacin, 2000). La determinacion del tamafo
de la muestra se realizo, considerando el nivel
de la investigacion (nivel Il de correlacion)
y las variables cuantitativas insertadas en la
investigacion, basandose en la variabilidad o
porcentajes de aparicion reportado previamente
por investigadores en trabajos similares (valor
calculado de Z en tablas: 1,96).

Para las variables cuantitativas que no seguian
una distribucion normal como la raza (R) y los
grados de inflamaciéon endometrial (GIE) se
empled el test de Kruskal-Wallis. Los datos
fueron analizados a través del Programa de
andlisis estadistico PASW Statistic 18.

RESULTADOS Y DISCUSION

Relacién entre la raza y la susceptibilidad a
sufrir endometritis posparto

No se determiné efecto de la raza de las vacas
sobre la probabilidad de sufrir diferentes grados
de inflamacién endometrial en la quinta semana
posparto, cuando se analizé por el método de
Kruskal Wallis (no paramétricos) Cuadro 2 vy
Figura 1. Los resultados contrastan con los
reportados por Pérez (2009), en vacas mestizas
con niveles medios a bajos de produccién en
sistemas doble propésito, donde se observé una
tendencia del tipo racial para la presencia de
secreciones uterinas asociadas a mayor grado
de inflamacién endometrial.

Enlos grupos de vacas de diferente raza, se pudo
observar un comportamiento similar en cuanto a
la cantidad de vacas clasificadas por citologia,
como sanas (cito 0), con endometritis subclinica
(cito 1) y con endometritis clinica (cito 2),
respectivamente (Figura 1), con un total de 57,5%
casos de vacas con afecciones inflamatorias
posparto y 39,3% casos de endometritis sub-
clinica obtenidos en el experimento para
el periodo posparto en que se realizdé la
evaluacion, coincidiendo estos resultados con
los reportados por LeBlanc, (2012), que reporta
35-50% de vacas con al menos un tipo de
patologia inflamatoria entre la tercera y séptima
semana pos parto, de las cuales 10 a 30% son
endometritis diagnosticables citolégicamente
y resultados superiores a los reportados por
Madoz et al. (2013), quienes indican prevalencia
de 17% de casos de endometritis sub clinica
en vacas a pastoreo, para similar intervalo pos
parto.

Expresion del Receptor para factor de
crecimiento similar a la insulina Tipo |

Se pudo evidenciar mayor intensidad de
expresion del IGF-IR en las vacas Carora (CS)
y Siboney (SS) que presentaron endometritis
subclinica, en comparacion con la menor
expresion en vacas de la misma raza con
endometritis clinica (CC y SC, respectivamente)
y con las vacas F1 con endometritis subclinica
y clinica (FC y FS) o las vacas sin inflamacion
endometrial o animales sanos (S), como se
puede observar en la Figura 2.

El mayor nivel de expresion observado en vacas
CS y SS, en comparacion con las vacas con
endometritis clinica, se pudiese explicar por el

Cuadro 2. Numero de vacas con diferente grado de inflamaciéon endometrial, para

cada grupo racial.

Raza Sana Sub Clinica Clinica
Siboney 9 4 4
Carora 8 8 2
F1 (HxB) 5 6 4
Gyr 6 8 2
TOTAL 28 26 12
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Figura 1. Intervalos de cito 0, cito 1 y cito 2, en la poblacién total de vacas del ensayo.
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Figura 2. Expresion de IGF- IR (130 KDal) en secreciones uterinas de vacas de
diferente raza y grado de inflamaciéon endometrial (A control positivo
IGF-IR, H muestra de tejido hepatico, S vacas sanas, CC vacas
Carora con endometritis clinica, CS vacas Carora con endometritis
subclinica, FC vacas F1 con endometritis clinica, FS vacas F1 con
endometritis subclinica, SC vacas Siboney con endometritis clinica
y SS vacas Siboney con endometritis subclinica).

incremento en la sintesis proteica del IGF-IR
en las células endometriales que responden
al proceso de inflamacion aguda que esta
ocurriendo en el Utero, a lo anterior se suman
el aporte de IGF-IR por los neutrofilos que
invaden la superficie endometrial durante las
primeras etapas del proceso de inflamacion
aguda endometrial. Esta respuesta se diferencia
a la que ocurre en las vacas con cuadros de
endometritis clinica, donde mayoritariamente se
encuentran células muertas y detritus celulares
consecuencia del proceso infeccioso provocado
por invasion de bacterias que promueven la
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degradacion proteica y el estado de inflamacion
crénica, como lo evidenciado por O'Connnor et
al. (2008).

Llewellyn et al. (2008) senalaron que los cambios
en la biodisponibilidad de la familia del IGF esta
implicada en la tasa de recuperacién uterina
y en la eficiencia reproductiva, al demostrar la
expresion del IGF 1l y del IGF IR en el estroma
profundo del endometrio y miometrio, asi como
de IGFBP-2-4 y 6 en el estroma caruncular e
IGFBP-3 en epitelio endometrial.
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No se conocen reportes previos a esta
investigacion, sobre la determinacion de
la expresion del IGF-IR, de muestras de
secreciones uterinas; aunque si de la utilizacién
del citobrush como método que permite obtener
suficiente material de calidad para preparar
citologias y extraer mMRNA endometrial (Ghasemi
etal., 2012).

CONCLUSIONES

No se detectaron diferencias entre las razas
estudiadas, en cuanto a la probabilidad de sufrir
endometritis subclinica o clinica, cuando el nivel
de CC (2,5 a 3) es similar en todas las vacas en
estudio (Kruskal Wallis).

El método de Western blot permitié la deteccion
por primera vez de la expresion del IGF-IR en
secrecion uterina, asi mismo demostré ser
util para la determinacion de diferencias en la
expresion del IGF-IR, en vacas de diferentes
razas y con diferentes grados de inflamacion
endometrial en sistemas doble propdsito, por
lo que puede ser considerado como método
diagnéstico que colabore en la seleccion de
vacas resistentes a las enfermedades uterinas
posparto.

Las vacas Carora y Siboney con endometritis
subclinica presentaron mayor expresion del
IGF-IR, en comparaciéon con las vacas de otra
raza y de la misma raza pero con otros cuadros
de inflamacion endometrial. Basados en los
resultados, se podria especular que durante
el periodo de balance energético negativo del
posparto temprano, las vacas de raza Carora
y Siboney, mostraron mas rapida recuperacion
del endometrio asociada esto a los factores
metabdlicos que van ligados a la regeneracion
celular que depende de la disponibilidad de IGF-
IR en las células endometriales.
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RESUMEN

La raza bovina Carora de Venezuela, se origind
mediante cruces empiricos entre las razas
Criollo Amarillo de Quebrada Arriba y Pardo
Suizo, principalmente. Es la raza bovina criolla
gue mas contribuye a la economia ganadera de
Venezuela y forma parte de un escaso numero de
razas locales que son parte de nuestro invaluable
patrimonio genético. El conocimiento exhaustivo
de sus caracteristicas genéticas es primordial si se
quiere contribuir con su preservacion en el tiempo.
El presente estudio tuvo como objetivo principal
la realizacion de una caracterizacion genética
de la raza Carora, el estudio de su variabilidad
genética, asi como de las relaciones genéticas
con sus ancestros conocidos. Dado que el criollo
Amarillo de Quebrada Arriba ya se extinguio se
utilizaron muestras de la raza Criollo Limonero,
pariente mas cercano de esta y muestras de
ejemplares de la raza Pardo Suizo para evaluar la
estructura poblacional y filogenia. Se analizaron 35
muestras de la raza Carora, 20 de la raza Criollo
Limonero y 20 de la raza Pardo Suizo, utilizando
10 marcadores microsatélites recomendados
por FAO/ISAG, mediante los cuales fue posible
estimar variables genético poblacionales, realizar
pruebas de equilibrio de Hardy y Weinberg , para
detectar la conformacién de grupos genéticamente
diferenciados. Como resultado se observé que la
raza Carora posee una alta variabilidad genética,
encontrandose cinco subtipos. Este estudio
también evidencié, que la raza Carora a pesar
de ser un hibrido producto de dos razas, ha
evolucionado y desarrollado una identidad propia.

Palabras clave: Raza Carora, marcadores

moleculares, Caracterizacion genética.
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ABSTRACT

Cattle Carora breed originated from empirical
crossing of cattle breeds Criollo Amarillo de
Quebarada Arriba and Brown Swiss. Carora is
the creole cattle breed that makes the greatest
contribution to local cattle farming economy and it
is part of a scarce number of local breeds that form
Venezuela’s invaluable genetic patrimony. The
exhaustive knowledge of its genetic characteristics
is indispensable to contribute to its preservation.
Main objective of present study was to undertake
a genetic characterization, genetic variability
determining and establishing of philogenetic
relationships with its known ancestors. Since
Criollo Amarillo of Quebrada Arriba is extinct
20 samples of closest relative Criollo Limonero
were used among 35 of Carora and 20 Brown
Swiss blood samples. 10 DNA molecular markers
recommended by FAO/ISAG microsatellites were
used to estimate a number of population genetic
variables, test for Hardy and Weinberg, and to
detect the formation of genetically distinct groups.
Results show that the Carora breed possesses
a high genetic variability. Five subtypes were
observed. It can be concluded that despite of being
a hybrid product of at least two races, Carora cattle
has evolved and developed a proper identity.

Key words: Carora breed, molecular markers,
genetic characterization.
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INTRODUCCION

La ganaderia venezolana se realiza de manera
tradicional en una variedad de sistemas y
condiciones agroecologicas a lo largo y ancho
del todo el territorio nacional. La misma se
realiza en buena medida con razas de origen
Bos indicus y algunas razas Bos Taurus, que
de manera permanente se introducen desde
otros paises por productores y/o programas
gubernamentales de apoyo a la actividad
ganadera.

Esta introduccion indiscriminada de razas, ha
originado el desvanecimiento de las razas locales
al punto de que algunas ya se han extinguido
totalmente. No obstante todavia existen algunas
razas como la Carora que han logrado sobrevivir
y que contribuyen de manera importante a la
produccion ganadera nacional.

La raza Carora se origin6 del cruce del Criollo
Amarillo de Quebrada Arriba (ya extinto) y su
cruce empirico con la raza Pardo Suizo y se
conocen por lo menos 3 tipos de raciales de
la misma (Baya, Parda y Criolla) (ASOCRICA,
2013). Hace ya algunas décadas el ganado
Carora comenz6 a evidenciar desadaptacion al
clima, ya que algunas ganaderias se excedieron
en el cruce absorbente con la raza Pardo Suizoy
su mezcla con otras, como Holstein y Brahman.

La preocupacion por la amenaza para la
sobrevivencia de esta raza originé que a partir
de 1984 se disefiara y pusiera en marcha un
programa de apareamientos genéticos dirigidos
a las mejoras en pro de la conservacion de la
raza (ASOCRICA, 2013).

A pesar, de los avances y estudios realizados a
favor de la raza Carora, existe todavia muy poca
informacion cientifica acerca de su constitucion
geneética. La importancia que la caracterizacién
de nuestro ganado puede tener en su utilizacién
y conservacion y el hecho de poder contar
con la tecnologias y equipamiento necesario a
nivel nacional, desperté el interés en realizar
el presente estudio, que tuvo como objetivo
principal, la caracterizacion genética, estudio
de la variabilidad y determinacion de relacién
filogenética de la raza Carora con otras razas.
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MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre periférica de
una poblacién de bovinos de los tres grupos
poblacionales o familias de la raza Carora
(Baya, Parda y Criolla), pertenecientes a la
Asociacion venezolana de criadores de la raza
Carora (ASOCRICA) provenientes de distintas
zonas del pais, ademas de muestras de las
razas ancestrales Criollo Limonero, pariente
mas cercano del Criollo Amarillo de Quebrada
Arriba y de Pardo Suizo. El muestreo se realizd
seleccionando animales de ambos sexos entre
jovenes y adultos de diferentes familias que
existen en el pais (Cuadro 1).

La sangre periférica, a fin de obtener los glébulos
blancos necesarios para el estudio, se colectd
en tubos vacutainers tapa morada con 500mM
EDTA como anticoagulante, posteriormente se
congelé a -20°C para conservarla hasta su uso.

La metodologia utilizada para el aislamiento del
ADN genodmico, fue Dellaporta et al., 1983, con
modificaciones realizadas para este estudio,
previamente se homogenizé la muestra durante
10 minutos y luego se coloco 300 pL de sangre
dentro de un tubo para microcentrifuga de 1,5
mL. A cada tubo con sangre se agregé tampodn
de extraccion (Tris HCL pH 8,0 100mM, EDTA
pH 8,0 50 mM, NaCl 500 mM, SDS (w/v) 1,25%,
bisulfito de sodio 0,38 g/100 ml), precalentado
a 65 °C, e incubado a 65 °C por 45 minutos,
con agitacion de 1000 rpm. Luego se agregdé
proteinasa K a las muestras y posteriormente
fueron incubadas a 55°C por 60 minutos y al
7.500 rpm para provocar la lisis celular y separar
los acidos nucleicos del restos de células.

Se realizd un lavado con Cloroformo Isoamil
Alcohol (24:1) y se incubaron las muestras a -20
°C por 15 minutos. Después se centrifugaron a
14.000 rpm por 10 minutos. Se precipité el ADN
con Isopropanol frio y Acetato de Sodio 3M. Las
muestras se incubaron a -20 °C por 1 hora o
se dejaron toda la noche. Las muestras fueron
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a
4°C. Se lavaron los sedimentos etanol 70% frio
y se centrifugaron las muestras a 14.000 rpm
por 5 minutos y se procedié a resuspender el
sedimento con 50 uL de Tampdén TE 1X (Tris-
HCI 10 mM y 1 mM EDTA, pH=8). El siguiente
paso fue agregar 1 uL de RNasa a 37°C durante
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1 hr, la accién de la enzima se paralizé para
luego colocar la muestra en hielo por 15 min,
siendo almacenadas a -20 °C hasta su andlisis.

Para este estudio se utilizaron 10 marcadores
microsatélite recomendados por la FAO/
ISAG, 2004 (Cuadro 2), realizando la técnica
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
estas reacciones se amplificaron en un ciclador
de temperatura Marca MJ Research modelo
PT2000. El programa de amplificacion se inicio
con una etapa de desnaturalizacion de 5 minutos
a 94°C, seguido de 35 ciclos constituidos por
una etapa de desnaturalizacion de 30 segundos
a 95°C, una etapa de alineacion de 30 segundos
a 52°C-65°C y una etapa de alongamiento de 20
segundos a 72°C, para finalizar se realiz6 una
etapa de elongacion de 72°C por 20 minutos. La
PCR se llevo a cabo en una reaccion final de 15
iL, constituida por 30 ng/uL de ADN gendmico,
Tampon 35X, MgCl, (25 Mmol), dNTP'S (5mM),
Oligo 1 (6uM), Oligo 2 (6uM), Taq Polimerasa
(5U/pl).

Los productos de amplificacion fueron separados
electroforéticamente junto con un marcador
de tamafio molecular de secuencias de 25 pb
(Promega), en camaras verticales marca C.B.S.
Scientific Company, con geles de poliacrilamida
al 6% (19:1acrilamida:bisacrilamida) en
condiciones desnaturalizantes (Urea 7M),
durante 6 horas a 90 W, 2000 V, 45 mA a 60°C
y se visualizaron los resultados con nitrato de

plata, utilizando el kit de tincion con plata de la
marca PIERCE.

Analisis de datos

El analisis genético contemplé la estimacién de
las variables poblacionales: Numero de alelos
(na), promedio de alelos (pa), ademas de la
heterocigosis observada (Ho) y esperada (He).
Posteriormente se estim¢ la distancia genética
de Nei (Nei, 1987) y el indice de fijacion FST
(Wright, 1951). Los analisis se realizaron
mediante los programas informaticos GenePop
4.010 (Raymond y Rousset, 1995) y FSTAT
2.9.3.2 (Goudet, 1995). La visualizacion gréfica
de los resultados se llevd a cabo mediante la
confeccion de arboles filogenéticos mediante el
método de Neighbor joining (Saitou y Nei, 1987).
Para la confeccion y validacion de los arboles
se utilizaron 1.000 repeticiones (bootstraps);
en su cédmputo y visualizaciéon se utilizaron los
programas Population 1.2.30 (Langella, 2002) y
Treeview 1.6.6 (Page, 2001).

Se realizé un analisis de conglomerados,
que permite relacionar a los individuos mas
parecidos genéticamente. Dicho analisis utiliza
un algoritmo bayesiano que emplea un modelo
basado en el método Monte Carlo - cadena de
Markov, que estima la distribucion a posteriori
de cada coeficiente de mezcla de cada individuo
(q). La media de esta distribucion representa
una estimacion de la proporcion que el genoma

Cuadro 1. Distribucidn de las razas y su ubicacion.

RAZA CANTIDAD UBICACION
Carora: 35
Baya 11 ASOCRICA
Parda 1 Carora Edo. Lara
Criolla 13
, : INIA-Zulia, Estacién local
Criollo Limonero 20 Carrasquero, municipio Mara.
. Hacienda EI Milagro (Pardo
Pardo Suizo 20 Suizo), Bejuma Edo. Carabobo
TOTAL: 75
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Cuadro 2. Listado de los 10 /oci microsatelites seleccionados.
N°  Marcadores Cro Secuencia de Primers (5-3") Referencias Ta(r;s)ﬁo
! EBTQQS):* 18 QLTAT(;GC(,:)\AC(Z?;AA%$&ATTT€§2§8 Vaiman et al. (1994) 167-189
2 z\l/ljgsto)1 ? 9 2¢é§:g¢g$g§g£;$éﬁ¥g§- Mommens et al.(1994) 101-145
3 |(_|D88E4) -0 8 gggﬁlggﬁ%ﬂg?éfég A?CT Kaukinen y Varvio (1993) 141-173
(01085 10 AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG Mooreeral(1994)  79-t1s
5 ((;Dsﬁ\s/lg?) 14 ﬁgﬁfﬁ?&gggﬁggggﬂgg Barendse et al. (1994) 171-209
O (b22526) 2 AMTACACTITAGGAGAAAAATA  HeriZuselal 2012 104:158
7 :EIZ-)I-1|_£|;382) 19 fﬁgg&gg%%gggﬁgg%% Solinas Toldo et al.(1993) 103-133
8 I(EIZ-)I-5|_|S.130) 5 Sgggiggggg??fgf&?g? Solinas Toldo et al.(1993) 207-231
O (22 % CTIAGACAACAGGGGTITGG ~ Bishopetal(1994) 122156
10 ?D“Q1321281) 23 ﬁg%g?ﬁ?;:&ﬁ%%ﬁ%? Bishop et al. (1994) 248-278

de un individuo tiene de las poblaciones sus dos ancestros mas significativos, obteniendo

ancestrales. Para el analisis se ha utilizado un
periodo de burn-in de 100.000 repeticiones y
1.250.000 interacciones y el programa Structure
2.3.3 (Pritchard et al., 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de realizar las amplificaciones vy
visualizacién de los fragmentos de cada muestra
de la poblacion (Figura 1), se evidencia la
optimizacion de la metodologia en los fragmentos
de ADN con el microsatélite tomando como
ejemplo el locus MM12 que conforma el grupo
de los 10 loci seleccionados, obteniendo en
agarosa estos polimorfismos.

Estos loci fueron seleccionados por su alto
polimorfismo, para hacer las respectivas
comparaciones entre la raza Carora estudiada y
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asi la informacién sobre la variabilidad genética
de cada una de estas razas. Por otro lado, la
mayoria de estos microsatélites se encuentran
entre los mas referenciados en publicaciones
cientificas, como los usados por Villasmil-
Ontiveros et al., 2008, para la caracterizacion a
través delaamplificacion de 14 locimicrosatélites,
la raza Criollo Limonero, es importante decir
que cinco utilizados para este estudio coinciden
con la mencionada caracterizacion como lo son
INRAG3, HEL9, ETH3, ETH10, CSSM66.

En un estudio realizado por Pifieira et al., 2011,
donde se caracterizé genéticamente un rebafo
de bovinos Criollos patagonicos chilenos, se
utilizaron 10 marcadores microsatélites y se
estimaron una serie de variables genético
poblacionales lo que culmind en un aporte
importante informacién de esta raza en cuanto a
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su variabilidad genética, de estos microsatélites
coincidieron ETH10, ETHO03, BM2113.

Esto pone de manifiesto la confiabilidad de
la informacién obtenida por el uso de estos
microsatélite en estudios de diversidad genética
en razas autéctonas y criollas en este estudio
para la caracterizacién de la raza Carora.

Al visualizar la Figura 1, se demuestra la
capacidad del cebador microsatélite MM12
para establecer polimorfismos en las tres razas
estudiadas. De igual modo, la metodologia
estandarizada fue positiva para la identificacion
de polimorfismos en las tres razas estudiadas.
Los resultados arrojados indican una mejor
resolucion de las bandas en las muestras de la
raza Criollo Limonero, y una menor resolucion
en las bandas de las muestras de la raza Pardo
Suiza. Los patrones de bandas visualizados en
la raza Carora, son similares a los obtenidos
en la raza Pardo Suizo. Las muestras de ADN
de la raza Criollo Limonero, si bien comparte
algunas de las bandas observadas en las otras
dos razas analizadas, presenta generalmente
un mayor numero de bandas por muestra. Se

observaron, para la raza Criollo Limonero, entre
1y 4 bandas.

Todos los Microsatélites utilizados (Cuadro 3),
en este ensayo amplificaron y mostraron alto
polimorfismo, detectandose 61 alelos en los 10
loci de los 35 Bovinos Carora estudiados, lo que
corresponde a un promedio de 6,1 alelos/locus.
El numero de alelos por locus varid desde un
maximo de 10 alelos en los loci HELO9 y hasta
3 alelos que correspondié al locus BM2118 y
ETH10. Cabe destacar, que en 50% (5 de 10)
de los marcadores presentaron 7 o mas alelos
diferentes, lo que se refleja que el promedio de
alelos sea tan alto en la poblaciones. Por tal
motivo, esta evaluaciéon permite evidenciar un
alto polimorfismo en marcadores seleccionados,
haciéndolos adecuados para el estudio de la
caracterizacion genética.

Por la dependencia de la cantidad de alelos
del numero de individuos muestreados, se
recomienda utilizar la Heterocigosidad esperada
(He) y Heterocigosidad observada (Ho), como
indicadores para medir la variabilidad, tal como
su nombre lo indica la Ho, representa el numero

Figura 1. Amplificacion de los fragmentos ADN del genoma en las
poblaciones (A) Raza Carora, (B) Raza Criollo Limonero, (C)
Pardo Suizo, con el locus microsatélite MM12, en geles de
agarosa al 2,7% usando un (MP) Marcador de Peso molecular
de 1 Kb.
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relativo de individuos heterocigotos para cada
locus que se encuentra en la poblacion estudiada,
y la He es la frecuencia relativa que se deberia
observar luego de apareamientos panmicticos,
este valor de Heterocigosidad oscila entre 0 y
1 (Villasmil-Ontiveros, 2008). Mientras mas
cercano este de 1 mayor Heterocigosidad de la
poblacion.

En la investigacién realizada, el promedio
de la Heterocigosidad observada (Ho) en
la raza Carora (Cuadro 3) fue de 0,649,
comparandolo con otras investigaciones, este
valor fue ligeramente mas alto que el reportado
por Villasmil-Ontiveros et al, 2008, con la
caracterizacion del ganado Criollo Limonero con
un promedio de 0,602 y muy similar alo reportado
por Pifieira et al., 2011 con la caracterizacion
de los bovinos criollos patagdnicos chilenos
donde el promedio fue de 0,65 y como lo
obtenido Barrera et al., 2006 del estado genético
de la raza Criolla Colombiana Casanare de 0,63.
Esta comparaciéon de datos nos indica que los
analisis realizados para este estudio, estan
en concordancia con investigaciones acerca

de caracterizacién y/o conservacion de razas
autdctonas vy criollas en otros paises realizadas
recientemente. En otras investigaciones donde
el promedio de heterocigosis observada fue mas
bajo como el reportado por Mukesh et al., 2004
en su estudio de la diversidad genética pararazas
autoctonas de la India con un 0,59 y los valores
de Heterocigosidad observada obtenida de 0,61
por Liron et al., 2002 caracterizacién genética
del ganado bovino Argentino y Boliviano.

El promedio de la Heterocigosidad esperada (He)
en las raza Carora fue de 0,659, observandose
que este valor fue similar al reportado por
Villasmil-Ontiveros et al., 2008 con un promedio
0,689 y por Liron et al.,, 2002 con un promedio
de 0,62, por otro lado el promedio reportado
por Pifeira et al., 2011 fue mas alto con un
0,79. Con respecto a la prueba de equilibrio
de Hardy y Weinberg, se detectd una ligera
inconsistencia en la Raza Carora (Cuadro 3),
donde mostraron que la poblacién manifesté un
leve déficit de heterocigotos (Fis entre -0.009
y -0.131 respectivamente), detectandose asi
un desequilibrio significativamente bajo en la

Cuadro 3. Biodiversidad genética de la raza Carora.

Locus N. Alélos H Ho He Fis
INRA063 4 0,702 0,742 0,692 -0,058
HELO09 10 0,690 0,657 0,680 0,049
ETHO3 7 0,734 0,800 0,724 -0,090
BM1818 3 0,341 0,314 0,336 0,081
MM12 5 0,695 0,714 0,685 -0,027
ETH10 3 0,632 0,714 0,623 -0,131
HAUT24 9 0,655 0,571 0,646 -0,100
CSSM66 8 0,702 0,771 0,692 0,130
CSRM60 8 0,702 0,742 0,692 -0,059
BM2113 4 0,736 0,742 0,726 -0,009
Promedio 6,1 0,677 0,649 0,659

Ho: Heterocigosidad media observada. He: Heterocigosidad media esperada.

H: Heterocigosidad sin sesgo (Nei 1978). Fis: Coeficiente de endocria.
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poblacion pudiéndose deber al nimero reducido
individuos analizados para este estudio.

Luego de realizar los analisis para este estudio,
se ha observado una consistencia en los
resultados obtenidos demostrando la importante
variabilidad genética que posee laraza Caroraen
relacion a estudios realizados con microsatélites
en razas criollas y/o autéctonas en donde han
determinado la gran variabilidad del recurso
genético que poseen.

En el estudio de la divergencia genética de la
raza Carora en relacién con las poblaciones de
Criollo Limonero y Pardo Suizo (Cuadro 4), se
determiné la Heterocigosidad observada (Ho),
Heterocigosidad esperada (He) y el promedio
de alélos (A) como indicadores de la variabilidad
genética para cada una de las razas analizadas.
Este analisis pudo evidenciar con el uso de
los 10 loci microsatélites de manera clara, la
variabilidad genética existente en las tres razas
estudiadas.

La poblacién de la raza Carora, reflejé una Ho de
0,67+0,14, He de 0,65+0,11 y un indice de A= 4,6,
reflejando que la raza Carora posee los valores
de Heterocigosidad mas altos con relacién
a las dos razas ancestrales. Comparando la
poblacion Carora con la poblaciéon del Criollo
Limonero, que obtuvo un promedio muy similar
con una Ho de 0,65+0,18 y He de 0,63+0,17 pero
un indice de A= 5,6 mas alto, pudiéndose ver
que ambas razas tiene una estrecha relacion
y cercania entre ambas razas. En el caso de
la poblacion a poblacién Pardo Suizo con una
Ho de 0,55+0,10, He de 0,56+0,10 y un indice
de A= 2,8 presentado los promedios en cuanto
a variabilidad mas bajos, y en relacion con

la poblacién Carora, pudiéndose decir que si
existe una relacion entre ambas razas, pero la
raza Pardo Suizo mas alejada que la raza Criollo
Limonero.

El comportamiento de estas tres razas, se
pueden ver evidenciadas en el arbol filogenético
confeccionados a partir de las distancias
genéticas interpoblacionales de Nei (Figura 2),
en el que se manifiesta la formacién de tres
grupos muy bien definidos comportandose cada
una de la razas de manera independiente de
las otras. Este resultado es congruente con el
analisis del Cuadro 4, donde se puede ver que
la raza Carora a pesar de que es un hibrido de
estas dos razas forma un grupo unico, separada
de sus dos ancestros, pero en donde se observa
la relacion producto de su conformacién que se
manifiesta como estrecha con la raza Criollo
Limonero y la relacion evidente pero no tan
cercana con la Raza Pardo Suizo.

Empero se puede ver en el arbol filogenético a
tres individuos pertenecientes a la raza Carora
pero que guardan una estrecha relacion con la
poblacion Pardo Suizo, pudiendo existir grupos
de la raza Carora muy emparentados con el
Pardo Suizo y gracias a lo anterior existe la
conformacion fenotipica de cada uno de sus
grupos poblacionales.

Por otro lado, analizando el arbol filogenético,
observamos que el grupo de individuos de la
raza Carora se evidencia la formacién de cinco
subgruposynolostres subgrupos raciales Bayos,
Criollos y Pardos, fenotipos caracteristicos que
conforman la raza.

Estos cinco fenotipos demuestran la posibilidad
de que existan otros grupos poblacionales en la

Cuadro 4. Variabilidad en las tres razas analizadas por medio de la tipificacion de

10 Joci Microsatélites.

Raza Ho H A
Carora 0,67+0,14 0,65+0,11 0,65+0,11 46
Pardo Suizo  0,55+0,10 0,56+0,10 0,57+0,11 2,8
Criollo
Limonero 0,65+0,18 0,63+0,17 0,65+0,18 5,6

Ho: Heterocigosidad media observada. He: Heterocigosidad media esperada.
H: Heterocigosidad (Nei 1978). A: Numero promedio de alélos
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Figura 2. Arbol filogenético confeccionados a partir de las distancias
genéticas interpoblacionales de Nei, (1987) para la Poblacién
1: Raza Carora, Poblacién 2: Pardo Suizo y Poblacién 3:

Criollo Limonero.

raza, en donde un subgrupo comparte relacion
estrecha con los individuos de la raza Criollo
Limonero y existe un subgrupo muy relacionado
con la raza Pardo Suizo, esto se evidencia en
las caracteristicas fenotipicas y la coloracion
del pelaje, en donde la raza posee un subgrupo
poblacional con pelaje de color beige-marrén
similar al Criollo Limonero y el otro subgrupo con
coloraciones en gris semejante al Pardo Suizo.

Los dos subgrupos adicionales que se observan
en el arbol filogenético integrados en la poblacion
de la raza Carora, manifiestan la presencia de
otros fenotipos en la raza, como la existencia
de individuos Carora con color de pelaje blanco.
Estos manifiestos pueden tener relacion con el
proceso de la conformacion de la raza durante
tantos anos y la intervencion puntual de las razas
con la Holstein y Brahman proporcionando una
parte de sus caracteristicas.

Realizando, posteriormente, un estudio con estos
cinco grupos poblacionales de la raza Carora se
pudo evaluar el comportamiento de cada una y
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si estas conformaciones se mantienen como lo
observado en el arbol filogenético (Figura 2) o
si los resultados fueran diferentes. En la Figura
3, se ve reflejada un arbol de conglomerados
de Nei a partir de las distancia genéticas entre
las poblaciones, donde este resultado también
es congruente con los resultados del analisis
filogenético (Figura 2).

En este analisis, se pone de manifiesto el
comportamiento independiente de las tres razas
tal como se ve reflejado en la Figura 3, alli se
confirma la relacidon cercana que existe entre
la raza Carora y la raza Criollo Limonero y en
donde también es notorio el comportamiento de
un Carora que a pesar de ser una raza sintética
o un hibrido producto de estas dos razas que
le dieron origen, el mismo ha evolucionado y ha
desarrollado un comportamiento auténomo y
una identidad propia. Los resultados del presente
estudio indican, que a pesar que la poblacién y
muestra de individuos Carora para este estudio
no fue mayor (75 bovinos), estos presentaron
un nivel de variabilidad genética comparable
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POP 3

0.01 POP 2

POP 1

Figura 3. Arbol de Conglomerado confeccionados a partir de las distancias
genéticas entre poblacionales de Nei, para la Poblacién 1:
Raza Carora, Poblacién 2: Pardo Suizo y Poblacién 3: Criollo

Limonero.

a los observados en otras raza en Venezuela,
como niveles de variabilidad analizados para
el estudios raza Criollo Limonero (Villasmil-
Ontiveros, 2008).

Dicha condicibn y comportamiento de la
raza Carora, podria deberse a la accion
del denominado efecto fundador y la deriva
genética. El efecto fundador, como su nombre
lo indica, es un fendmeno que se origina cuando
una poblacion es constituida por un nimero de
individuos (censo efectivo Ne) muy reducido
respecto de la poblacion original (Falconer
y Mackay, 1996). Como consecuencia, en la
nueva poblacion sera posible encontrar una
mayor frecuencia de alelos raros o carecer de
otros comunmente encontrados en la poblacién
de origen en este caso el ganado Criollo,
como corolario de la seleccion de un grupo de
animales sometido a cruces y seleccion que
fueron evolucionando con la participacion de
raza Pardo Suizo.

CONCLUSIONES
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Los microsatélites para el estudio mostraron
que existe un alto polimorfismo lo que permite
concluir que existe una alta variabilidad genética
en la raza, con altos niveles de Heterocigosidad
en la poblacion.

En lo que respecta a la divergencia genética de
la raza Carora con relacion a las poblaciones de
Criollo Limonero y Pardo Suizo, se determiné
que existe una estrecha relacion con estas,
demostrando asi su participacion en la creacion
del Carora.

También puede determisarse que la raza Carora
se comporta de manera autbnoma como una
raza unica e independiente y que posee una
identidad propia.

También se observo en el grupo de individuos de
la raza Carora, la formacion de cinco subgrupos
y no tres tal y como se creia hasta ahora, en
donde un subgrupo comparte relacién estrecha
con los individuos de la raza Criollo Limonero
y otro esta muy relacionado con la raza Pardo
Suizo.
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RESUMEN

Resulta necesario conocer la huella genética de
las poblaciones de reproductores existentes en
las estaciones piscicolas del pais, para garantizar
la sostenibilidad de este patrimonio, ya que de
ello depende implementar programas genéticos
eficientes en la explotacion de los mismos.
La presente investigacion consistio en una
caracterizacion genética de las cachamas negras
(Colossoma macropomum) y cachamas blancas
(Piaractus brachypomus) en la estacion piscicola
de San Fernando de Apure e INIA Papelén
de Los Llanos venezolanos. Se seleccionaron
los diez cebadores mas polimorficos capaces
de establecer diferencias entre los individuos.
Los productos de amplificacion se separaron
mediantes electroforesis en geles de agarosa al
1,5%. Fueron visualizados bajo luz ultravioleta
y se construyeron las matrices binarias para las
bandas obtenidas (0 banda ausente y 1 banda
presentes). Las matrices fueron analizadas
mediante un analisis de conglomerado jerarquico,
con el programa estadistico PAST version 2.02,
empleando el método Ward. Los valores para
el indice de Shannon (H) fueron de entre 1,05 a
1,40 lo que indica que existe una baja diversidad
genética dentro de las poblaciones, este resultado
fue similar para el indice de Margalef en donde se
obtuvieron valores de entre 1,68 a 2,50 siendo la
poblacion de cachamas negras del INIA Papelon
la que presentdé mayores indices de variabilidad
genética.

Palabras clave: Colossoma macropomum, Piaractus
brachypomus, Diversidad genética, caracterizacion
molecular.
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ABSTRACT

It is necessary to know the genetic fingerprint of
existing stocks in fish breeding stations in the
country, to ensure the sustainability of this heritage
through the implementation of efficient genetic
programs that helps to improve productivity. This
research involved a genetic characterization
of black cachamas (Colossoma macropomum)
and white cachamas (Piaractus brachypomus)
at the fish stations from San Fernando de Apure
and INIA “Papeldén” in Portuguesa from the Plain
zones venezuelan. Ten of the most capable
primers ables to differente among individuals
were selected. The amplification products were
separated in agarose gel electrophoresis 1.5%.
The products were visualized under ultraviolet
light, and binary matrices were constructed from
the bands obtained (0 means missing of the band
and 1 means presence of the band). Arrays were
analyzed using hierarchical cluster analysis, with
the statistical program PAST version 2.02 using
the Ward method. Values of the Shannon index
(H) ranged from 1.05 to 1.40 indicate that there is
low genetic diversity within populations, this result
was similar to the Margalef index with values from
1.68 to 2.50 of the population. The black cachamas
population from INIA Papelén scored for the highest
genetic variability indexes.

Key words: Colossoma macropomum, Piaractus
brachypomus, Genétic Diversity, Molecular
Characterization.
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INTRODUCCION

En Venezuela, la cachamicultura ocupa el
segundo lugar en produccién de proteina animal
proveniente de la piscicultura (INAPESCA
2004), representada por la cachama negra
(Colossoma macropomum), la cachama blanca
o morocoto (Piaractus brachypomus) y el
hibrido cachamoto, producto del cruce de las
dos especies puras. Estas especies poseen
caracteristicas de importancia en la piscicultura
como: Rapido crecimiento, adaptabilidad al
manipuleo en cautiverio, aunado a que son
de amplia distribucién en la Cuenca de la
Orinoquia venezolana. Pese a la importancia
de la cachama blanca y la cachama negra en la
piscicultura nacional, no existen planes para su
mejoramiento genético y solo se cuenta con un
vago conocimiento de la procedencia.

A fin de contribuir con posibles programas
de mejoramiento genético se hace necesario
conocer la caracterizacion genética de las
poblaciones, asi como la diversidad genética
presente y las posibles relaciones filogenéticas
entre los individuos de ambas especies. Para
este fin, los marcadores moleculares son
una herramienta util e indispensable para la
acuacultura, ya que permiten una identificacién
mas precisa de los individuos que esta basada
en su material genético, mediante el cual se
facilita planificar los posibles cruces y manejo
de la reproduccién de estas especies en las
estaciones piscicolas, haciendo mas efectivo el
mejoramiento genético, ayudando a minimizar
la pérdida de variabilidad genética (Povh et al.,
2008; Montafio et al., 2006).

Dentro de las técnicas moleculares, el uso de los
marcadores de ADN Polimdérfico Amplificado al
Azar, RAPD por sus siglas en inglés, (Williams
et al., 1990) ha sido una estrategia utilizada para
la caracterizacion preliminar de las poblaciones
y el establecimiento de criterios generales de
manejo de planes de mejora en peces (Rocco et
al., 2014; Faddagh et al., 2012). De igual modo,
los RAPD han sido utiles para determinar efectos
genotoxicos en poblaciones de peces debido
a contaminacién con metales pesados (Salem
et al., 2014), confirmando la utilidad de estos
marcadores en caracterizaciones moleculares y
estudios genéticos en peces.
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En el caso de cachamas o especies relacionadas,
existen trabajos de caracterizacion genética
mediante elusodetécnicasmoleculares, Orozcoy
Narvaez (2104) estudiaron la diversidad genética
de poblaciones de bocachico (Prochilodus
magdalenae) en el rio Magdalena utilizando
marcadores microsatélites, corroborando la
utilidad de los marcadores moleculares para
la identificacion de poblaciones icticolas y su
contribucién a los programas de manejo Yy
conservacion de peces. De igual modo, Pineda
et al. (2007) utilizaron los marcadores RAPD
para caracterizar molecularmente poblaciones
de Brycon henni, colocando muestras de
cachama como control interespecifico para los
grupos, demostrando que la técnica era (util
para el estudio de diversidad genética en estas
especies.

Aun cuando no se reportan estudios de
diversidad genética en cachamas utilizando
marcadores RAPD, Aguiar et al. (2013)
estudiaron la diversidad genética de Colossoma
macropomum, tanto nativas como cultivadas,
analizando secuencias de ADN mitocondrial,
encontrando niveles de diversidad genética
similares entre las poblaciones estudiadas, y
llamé la atencion que las especies mejoradas
y en cautiverio, presentaron una estructura
genética similar a la encontrada en las
poblaciones nativas. No obstante, es necesario
realizar estudios mas exhaustivos en cuanto a
la caracterizacién genética de las especies de
cachama producidas en condiciones artificiales.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue caracterizar genéticamente a las
cachamas negras y a las cachamas blancas
cultivadas de dos estaciones piscicolas de Los
Llanos venezolanos utilizando marcadores
RAPD.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area

La investigacion se realizé en dos estaciones
piscicolas ubicadas en Los Llanos venezolanos
(Estacion Piscicola San Fernando de la
Gobernacion del estado Apure cuyas
coordenadas geograficas son 7° 52° 34” N y
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67° 30’ 8” W he INIA Papelon-Portuguesa con
coordenadas geograficas 7° 52’ 30” N y 69° 26’
50" W).

Tipo de muestra

Para el estudio del material genético de los
individuos se colectaron inicialmente 5 gr
aproximadamente de aleta caudal, los cuales se
conservaron en etanol 70% a 4°C. El material
genético fue aislado a partir de 2 gr del tejido
anteriormente mencionado.

Numero de muestras

La presente investigacion se realizd con
82 ejemplares, de los cuales 30 individuos
correspondieron a cachamas negras
provenientes de la estacién piscicola del INIA
Papelon, y 26 provenientes de la estacion
piscicola San Fernando del estado Apure. Para
el caso de las cachamas blancas se trabaj6 con
26 reproductores provenientes de la estacion del
estado Apure.

Protocolo de extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd utilizando el
protocolo de Dellaporta et al. (1983) modificado
por Carrefio et al, 2014 (En prensa). Se
maceraron 2 g de tejido blando de la aleta (en
caso de sertejido duro se debe cortarinicialmente
en trozos muy pequefos) con 500 pL del tampon
de lisis (Tris HCL pH 8.0 100mM, EDTA pH
8,0 50 mM, NaCl 500 mM, SDS (w/v) 1,25%,
bisulfito de sodio 0,38 g/100 ml) precalentado a
65 °C. Se anadieron 50 yL de ditiotreitol (10mM)
y las muestras se incubaron a 65 °C por 45
minutos agitandose constantemente a 1.000
rpm. Posteriormente, se agregaron 500 uL de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y 50 uL de
CTAB (2%) incubandose a -20°C por 15 minutos.
Los macerados se centrifugaron a 14.000 rpm
por 10 minutos, transfiriéndose el sobrenadante
a un tubo nuevo y repitiéndose los pasos desde
agregar 500 pL de cloroformo isoamil alcohol
(24:1) y 50 pL de CTAB. Se agregaron 500
WL de isopropanol frio y 50 yL de acetato de
sodio (3M). Las muestras se incubaron a -20°C
por media hora o durante toda la noche. Se
centrifugaron los extractos a 14.000 rpm por
10 minutos, decantandose el isopropanol. El
sedimento se lavo con 500 L de etanol 70%
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frio y la muestra se centrifugd a 14.000 rpm por
5 minutos, repitiéndose este ultimo paso hasta
3 veces. Las muestras se secaron finalmente
por centrifugacién al vacio (Concentrador 5301,
marca Eppendorf) a 45 °C por 5 minutos y los
sedimentos secados se resuspendieron en 50 pL
de Buffer TE. Los ADN aislados se mantuvieron
a -4 °C hasta su analisis.

La cuantificacion y diluciéon del ADN

La cuantificacion e integridad del ADN fue
determinada midiendo la absorbancia en un
Nano Drop ND-1000, marca Thermo Scientific,
la calidad e integridad se observd mediante la
separacion electroforética de la muestra en un
gel de agarosa 1%, con un campo eléctrico
constante de 100 Volt + 100 mA por 45 minutos.
Para las reacciones de RAPD, los ADN de las
muestras fueron diluidos a concentraciones de
10 ng/uL.

Condiciones de la amplificacién por RAPD

La amplificacion al azar de los ADN extraidos
fue realizada en un termociclador marca MJ
Research modelo PTC-200. Se realizé una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida de 45 ciclos de 94°C por 30 segundos,
37°C por 30 segundos y 72°C por dos minutos.
Finalmente se realizdé un paso para la extension
final de las cadenas a 72°C por siete minutos y
las muestras se mantuvieron a 4°C. El volumen
de la reaccion fue de 15 L conteniendo 2 pL
(20 ng) de ADN, 2 pL del iniciador OPBO04(
6uM), el cual fue seleccionado al azar, 0,8 uL (1
unidad) de Red-Taqg ADN polimerasa, platinum
(Sigma, USA), 0,34 pyL (10 mM) de cada dATP,
dCTP, dGTP and dTTP (Promega, USA), 1,5
ML de tampdn Red- Taq 10X, 7,36 yL de agua
bidestilada y 1 yL de BSA (Suero de Albumina
Bovino) 10 mg/ml. En la amplificacion se usé
una reaccion como control (N), a la cual se le
afiadieron 2 ul de agua bidestilada en lugar de
ADN.

Seleccion de cebadores mas polimoérficos

Se usaron tres set (OPA, OPB y OPC) de 20
iniciadores cada uno, con un tamarfo de 10
nucleétidos por iniciador, fueron adquiridos de
Operon Technologies, USA. Se seleccionaron
los diez cebadores que permitieron observar el
mayor grado de polimorfismo, para continuar
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con el estudio del total de las muestras. Para la
deteccion del polimorfismo, solo se consideraron
los fragmentos reproducibles, y claramente
observados en el gel.

Deteccion de los productos de amplificacion

Los productos de PCR fueron separados
electroforéticamente en un gel de agarosa al
1,5%, con buffer TBE 0.5X a pH 8.0. La tincion
del gel se realizé con con 1ul de bromuro de
etidio (10 mg/ml Promega, USA) afadidos al gel.
Como marcador de peso molecular se utilizé la
escalera de fragmentos 1 Kb (Promega, USA).
Los geles fueron digitalizados en un equipo
modelo Gel Doc XR, marca BIO-RAD. Los
analisis de las bandas se realizaron utilizando el
programa Quantity One de Biorad version 4.2.

Disefo y analisis estadistico

La investigacion se realizé siguiendo un disefo
completamente al azar. Se analizé el porcentaje
de bandas polimorficas y el contenido de
informacion polimérfica de acuerdo a la
férmula de Roldan-Ruiz et al. (2000). Para el
analisis fenético se construyé una matriz de
ausencia y presencia de bandas, para cada
una de las poblaciones, asignandose el valor
1 para la presencia de la banda o 0 para su
ausencia. Se realiz6é un analisis multivariado de
conglomerado jerarquico, mediante el programa
estadistico PAST version 2.02, con el método
de agrupamiento de Unweighted Pair Group

Method with the Arithmetic Averaging (UPGMA)
con base en el calculo del coeficiente de similitud
de Ward (1963).

El andlisis de la variabilidad genética se
realizé utilizando el porcentaje de fragmentos
polimérficos y los indices de diversidad genética
H (Shannon-Weaver, 1949) y M (Margalef, 1958).

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizadas las amplificaciones, se
seleccionaron las secuencias OPA1, OPAZ2,
OPA3 OPA5, OPA7, OPA8, OPA11, OPA17,
OPA18 y OPA20, como las que fueron capaces
de evidenciar un alto grado de polimorfismo
(99% de bandas polimorficas en promedio).
Para las tres poblaciones se obtuvo un total de
273 bandas. La especie blanca fue la que menor
numero de bandas mostré con un total de 90, en
comparacion con el promedio de bandas para la
especie negra, el cual se estimé en 93 bandas.
Pero, como se puede observar en el Cuadro, el
numero de bandas para la especie negra fue
diferente en funcion de la localidad.

Los cebadores seleccionados fueron capaces
de evidenciar polimorfismos para las tres
poblaciones, donde el numero de bandas
polimorficas producidas oscilé de entre 2 y 15.
Es importante senalar, que las bandas obtenidas
se presentaron desde un minimo de 1 hasta
un maximo de 26 individuos, lo que indica una
gran similitud entre los individuos. El 65% de

Cuadro. Resumen de polimorfismo generado de una poblacién de (P. brachypomus) y
dos poblaciones de (C. macropomum) en estaciones piscicolas del Los Llanos
venezolanos, mediante el uso de RAPD.

Especie/Localidad

NTB NBP %BP PIC Ees

(P. brachypomus) Apure
(C. macropomum) Apure

(C. macropomum)Portuguesa

9 9 100 0,20 0,03
79 77 96 0,21 0,05

104 104 100 0,26 0,05

NTB= Numero total de Bandas por especie y localidad de muestras, NBP= Numero de bandas
polimérficas, %BP= Porcentaje de bandas polimérficas, PIC=Contenido de Informacion Polimérfica

y ees=error estandar asociado a los PIC.
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las bandas estudiadas estuvieron presentes en
menos de seis individuos, mientras que el 22%
de las bandas se presenté de forma especifica
en un individuo.

Al observar los valores del contenido de
informacion polimérfica, obtenemos valores
promedios entre las tres poblaciones que van
de entre 0,20 y 0,26, lo que demuestra que los
marcadores utilizados, tienen una probabilidad
media, de manera individual, de establecer
polimorfismos entre los individuos estudiados,
por ello es necesario el uso de varios marcadores
RAPD para poder hacer un buen analisis de la
variabilidad.

El analisis de los conglomerados jerarquicos
usando el método de Ward dieron como
resultado tres dendogramas que se presenta en
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la Figura 1, 2 y 3 correspondiente a cada una
de las poblaciones de cachamas, en los cuales
se expusieron las relaciones fenéticas dentro de
cada una de las poblaciones, demostrando que
existen dos conjuntos de individuos presentes en
cada una de las poblaciones. En todos los casos,
las distancias genéticas entre los individuos
resultaron pequenas. Las 1.000 repeticiones
de Booth trapping realizadas, indicaron una alta
repetibilidad de las separaciones de grupos y
subgrupos observadas.

La diversidad genética para la poblacién de
cachama blanca de San Fernando de Apure,
tuvo un indice H de Shannon de 1,05 mientras
que para el indice de Margaleff fue de 1,68. Estos
valores indican una baja variabilidad genética
en los individuos muestreados, por lo que se
esta en presencia de individuos estrechamente
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Figura 1. Dendograma UPGMA, que muestra la relacion genética entre
26 reproductores de cachama blanca de la estacion piscicola
de San Fernando de Apure. Soporte de rama 1.000 réplicas.
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relacionados desde el punto de vista genético,
como se muestra en la Figura 1. Asi mismo
para la poblacién de cachamas negras de San
Fernando de Apure, los indices de diversidad
genética fueron de 1,21 para el indice H de
Shannon y de 2,10 para el indice de Margaleff,
lo que igualmente indica una baja variabilidad
genética en esta segunda poblacién. Ver la
Figura 2.

Para el caso de la estacién piscicola del INIA
Papelon del estado Portuguesa, se obtuvo una
diversidad genética para el indice H de Shannon
de 1,4 y para el indice de Margaleff de 2,5 estos
valores indican una baja variabilidad genética
entre esta poblacion segun el primer indice,
pero para el segundo indice los valores de
variabilidad genética estan dentro del rango de
aceptacion normal, a pesar de estar orientados
hacia el nivel mas bajo de variabilidad genética
aceptada como normal o media.

La acuicultura como actividad econdmica en
crecimiento requiere el empleo de técnicas
y estrategias que le permitan solucionar los
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problemas para ser mas eficientes. Dentro
del contexto del mejoramiento genético de los
organismos cultivables, se requiere la seleccion
de reproductores que posean las mejores
caracteristicas fenotipicas y genotipicas, que
garanticen una produccién de alevines en
calidad y cantidad (Montano et al., 2006 vy
Atta, 2006). Conocer los parentescos entre los
reproductores una vez que son capturados en
el medio natural, permitira realizar los cruces
de forma mas efectiva que garantice un flujo
genético en equilibro entre alelos homocigotos y
heterocigotos. Los marcadores RAPD resultaron
ser una herramienta util para conocer y evitar
la pérdida de variabilidad genética (Povh et al.,
2008).

Existen muchos factores a que se le puedan
atribuir el que las poblaciones aqui estudiadas,
tengan una baja diversidad genética. Pineda et
al. (2007) estudiaron poblaciones silvestres de
Brycon henni y encontraron que la diversidad
genética de las misma fue discreta quizas por
efectos antropicos debido a la manipulacion

-
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Figura 2. Dendograma UPGMA, que muestra la relacion genética entre
26 reproductores de cachama negra de la estacion piscicola
de San Fernando de Apure. Soporte de rama 1.000 réplicas.
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Figura 3. Dendograma UPGMA, que muestra la relaciéon genética entre
26 reproductores de cachama negra de la estacion piscicola
del INIA Papeldn del estado Portuguesa. Soporte de rama

1.000 réplicas.

o accion del hombre, tanto en los ambientes
naturales como en los controlados. Toda
poblacion cuenta con una serie de atributos
que se resumen en su variabilidad genética
y este es el material de partida sobre el cual
los agentes (mutacion, migracion, deriva
genética y seleccion natural) producen cambios
estructurales (Alvarez, 1987). Actualmente estas
estaciones piscicolas no cuentan con estudios
geneéticos necesarios para realizar una seleccién
adecuada, distinguiendo los reproductores
en base a los fenotipos, lo que lleva como
consecuencia la realizacién de cruzamientos
subjetivos, lo que puede incidir de forma negativa
sobre la diversidad genética y las caracteristicas
desde el punto de vista productivo.

Asi mismo estos resultados con una diversidad
geneética, aparentemente baja, se le pueden
atribuir al numero pequefio de reproductores
dentro de las estaciones piscicolas. Lande
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(1980) senald que en una poblacién fundadora
que esté constituida por un numero pequefo
de reproductores, se espera un descenso de
la heterocigosis en la primera generacion con
respecto a la poblacién de origen en un 25%. En
este orden de ideas, Alvarez (1987) indicé que
la estocasticidad de una poblacion debido a la
deriva por el numero finito o tamafos pequefnos
de una poblacion, reduce considerablemente su
diversidad genética.

Por lo tanto, el manejar dentro de estaciones
piscicolas un numero pequefios de reproductores,
considerados superiores por algun criterio para la
fundacién del stock a partir de pocos individuos
de una poblacion natural (efecto fundador) es
perjudicial, ya que reduce en cada generacién
la diversidad genética de los individuos y con
ello sus cualidades productivas cuantificables.
Esta practica es comun en estas estaciones
piscicolas, dado a que los peces y moluscos por



Vol. 32 (3)

ZOOTECNIATROPICAL

2014

ser de alta fecundidad, se pueden producir un
gran numero de individuos a partir de un numero
pequefio de reproductores.

Por otra parte Elorrieta (1993), realizé un trabajo
con el fin de cuantificar la variabilidad genética
intrapoblacional existente en varias poblaciones
de tenca (Tinca tinca) en Espana y determiné
su similitud genética, a nivel citogenético,
bioquimico (isoenzimas) y molecular (PCR y
RAPD), en donde encontrdé que las distancias
génicas por cualquiera de los métodos fueron
mas bajas de lo esperado y deseable en
poblaciones naturales, lo que indica que la
variabilidad genética de estas poblaciones han
perdido riquezas génicas ya sea por accion del
hombre o por otros fendbmenos naturales.

Asi mismo Lopera et al. (2009) analizaron
la diversidad genética de lotes de Piaractus
mesopotamicus usados en programas de
repoblamiento, mediante el marcador molecular
RAPD, obteniendo que segun el indice Shannon
existia una alta diversidad genética en los lotes
evaluados. Pero, se encontr6é una alta similitud
genética entre los lotes debido posiblemente al
efecto fundador, ya que los lotes se produjeron
con reproductores recolectados en el rio Parana.

Por otro lado, a diferencia de estos resultados,
Lupchinski et al. (2011) estudiaron diversidad
genética de tres lineas de tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), mediante el uso de
13 marcadores RAPD, donde analizaron tres
linea de dos piscifactorias, obteniendo una alta
variabilidad genética dentro de cada linea. Del
mismo modo, Lopes et al. (2009) analizaron
la diversidad genética en reproductores de
(Colossoma macropomum) de piscifactorias en
Brasil, con 10 cebadores de RAPD, encontrando
una alta variabilidad genética entre los lotes de
reproductores estudiados, de igual modo, se
encontré que el nimero de migrantes entre los
dos lotes aumentaba con cada generacion.

Asi mismo, Pineda et al. (2007) mencionaron
haber encontrado un alto porcentaje de
individuos con fragmentos unicos de ADN vy le
atribuyen esto al aislamiento geografico de los
mismos y al cautiverio, pero que aun conservan
las caracteristicas propias de su grupo genético
original. Esto concuerda con los resultados
de esta investigacion, en el que el porcentaje
de individuos con fragmentos unicos de ADN
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fue del 22%. Estos fragmentos unicos son
de suma importancia para la caracterizacion
e identificaciéon de los genotipos, y de su
seguimiento en programas estructurados de
mejora genética piscicola.

El estudio genético de las poblaciones
silvestres de donde se reponen los planteles
de reproductores de las estaciones piscicolas
deben ser evaluado constantemente, con el fin
de conocer la evolucion biolégica y determinar si
las especies sufren algun tipo de deriva genética,
efecto fundador o cuello de botella, a fin de
corregir las fuentes naturales de reproductores y
evitar la consanguinidad. Por otro lado, Falconer
(1981) comentdé que la consanguinidad es una
desviacion de la panmixia o el incremento de
apareamientos consanguineos, aumentando la
frecuencia de los homocigotos dentro de una
poblacion, afectando los caracteres cuantitativos.

Povh et al. (2008) establecieron la necesidad
de monitorear la diversidad genética de las
poblaciones nativas y de los lotes mantenidos en
cautiverio para la conservacion de las especies.
La procedencia de la semilla puede ser un factor
que afecte de forma, auténticamente, importante
al cultivo de los peces y moluscos (Alvarez,
1987). Asi mismo, para que la piscicultura sea
exitosa se debe alcanzar un control de los
aspectos biologicos y genético de los stock
(Newkirk, 1980).

CONCLUSIONES

Los RAPD fueron capaces de separar las tres
poblaciones de cachama blanca y cachama
negra de las estaciones piscicolas de San
Fernando de Apure e INIA Papelén de Los Llanos
venezolanos, y a su vez confirmar que existe una
baja variabilidad genética intrapoblacional en los
reproductores cultivados de cachama blanca y
cachama negra.
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RESUMEN

Para caracterizar molecularmente abejas angelita
Tetragonisca angustula del estado Guarico, se
extrajo ADN en 20 abejas por localidad de 5 zonas
identificadas como Minera (Muestra 1), San Juan
(Muestra 2), Cruz (Muestra 3), Calzadilla (Muestra
4), UNERG (Muestra 5). Las amplificaciones de
los ADN se realizaron mediante la amplificacion al
azar de ADN Polimdrfico utilizandose 10 primers 10
mer de anclaje al azar. Los resultados permitieron
asignarle a cada muestra un patréon de bandas
caracteristico convirtiéndose en su identidad
genética. Se generaron 82 bandas con un 66%
de bandas polimérficas. Las poblaciones
estudiadas se orientan en un grupo principalmente,
a excepcion de la muestra colectada en San Juan,
la cual se comporta como un material fuera de tipo.
Sin embargo, la riqueza genética se estimé baja
(Indice de Shannon H= 0.75) posiblemente por ser
la misma especie. El indice de Margalef (I=1.25)
corrobora la baja diversidad genética, a pesar de
la separacion de las muestras como genotipos
diferentes. La distancia de Jaccard oscild entre
0,43 y 0,86, lo cual resultd contradictorio con los
valores obtenidos para los indices de diversidad.
Los marcadores RAPD resultaron utiles para
caracterizar preliminarmente las muestras de
abejas angelitas seleccionadas.

Palabras clave: Variabilidad Genética, Abejas sin
aguijon, Caracterizacién Molecular, RAPD.
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ABSTRACT

In order to molecularly characterize stingless
angelita bees (Tetragonisca angustula) from
Guarico State, DNA was isolated from 20 bees
per location from 5 zones identified as Minera
(Sample 1), San Juan (Sample 2), Cruz (Sample
3), Calzadilla (Sample 4), UNERG (Sample 5).
DNA amplifications were done using random
amplification of polymorphic DNA (RAPD). Results
allowed to assign a characteristic band patterns to
each sample which became their geneticfingerprint.
82 bands were generated with a 66% of polymorphic
bands. Studied individuals were grouped in one
cluster, except sample from San Juan, which
behave as an outsider. However genetic richness
was estimated as low (H Shannon index= 0.75)
possibly due to be working with the same species.
Margalef Index (I=1.25) corroborated that genetic
diversity was low, in spite of the separation of
samples as different genotypes. Jaccard distance
ranged between 0.43 and 0.86, which resulted
contradictory with the obtained values for diversity
indexes. RAPD markers were useful to preliminary
characterize samples of angelita bees.

Key words: genetic diversity,
molecular characterization, RAPD.

angelita bees,
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INTRODUCCION

La abeja sin aguijon angelita (Tetragonisca
angustula Latreille, Hymenoptera, Apidae)
representa una especie de gran importancia
debido, entre otros aspectos, a su contribucién
en la formacion y produccion de bienes
agroforestales gracias a su funcion como agente
polinizador de las Angiospermas. Ellas cumplen
un papel importante no solo en la polinizacién de
las plantas nativas de los tropicos y subtropicos
sino que también se pueden explotar para la
extraccion de su miel y utilizar en la polinizacion
de cultivos de importancia econdmica
(Nascimento et al., 2012).

La conservacion de las diversas especies de
abejas sin aguijon depende de la conservacién
de los bosques y viceversa (Chamorro et al.,
2013). Por ello los programas de reforestacion se
deben llevar a cabo en cada region acorde a las
plantas nativas del lugar, no sélo para regenerar
y proteger la tierra, sino también para tratar
de restablecer el equilibrio ecolégico. Muchos
de los arboles utilizados por las abejas sin
aguijon para establecer sus nidos son especies
forestales que se pueden utilizar para muchos
propésitos (forraje, madera, sombra, cercas
vivas y alimentos.), sin embargo, la informacion
que existe es muy poca o esta dispersa.
Estas abejas ya utilizadas desde tiempos
precolombinos por nuestros indigenas estan
en peligro de extincion junto con los bosques,
por ello se deben implementar proyectos donde
el estudio de ambos sean el foco de atencion
(Aguilar, 1999).

La especie ha sido reportada con una amplia
distribucion en las zonas neotropicales de
América Latina (Nogueira Neto, 1997), excepto
en las montafias andinas y en algunas zonas
de la selva nublada amazénica (Camargo et
al., 2007; Oliveira et al., 2004). En Venezuela,
Rodriguez-Parilli y Velazquez (2011) realizaron
un estudio de distribucion de abejas sin aguijon
en el estado Guarico, y encontraron una amplia
distribucién de especies botanicas visitadas, y
establecieron la presencia de poblaciones de
Tetragonisca angustula en la zona.

A pesar de haberse realizado trabajos en la
caracterizacion bioquimica (Castanheira vy
Contel, 2005), caracterizacion molecular basada
en marcadores RAPD (Oliveira et al., 2004), en
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sitios de restriccion del ADN mitocondrial (Koling
y Moreto, 2010) y en el uso de microsatélites y
ADN mitocondrial (Francisco et al., 2014), la
diversidad genética de esta especie, asi como
su taxonomia necesita ser estudiada mas a
fondo. La utilidad de los marcadores RAPD para
la caracterizacion de especies de Tefragonisca
ha sido demostrada. Oliveira et al. (2004)
establecieron que primers RAPD como OPL-
11 resultaron utiles para la identificacion de
subespecies de abejas angelita.

Sin embargo, Baitala et al. (2006) utilizaron los
marcadores RAPD para la caracterizacion de
especies del género Tetragonisca, reportando,
que si bien se podia hacer la caracterizacion,
no era posible la separacién entre subespecies,
incluso siguiendo el protocolo descrito en el
trabajo de Oliveira et al. (2004).

Por su parte, en el caso de abejas, fue posible
el estudio de diversidad genética de abejas
productoras de miel (Apis mellifera L.) en la
provincia de Mayabeque utilizando primers
RAPD de las series OPA y OPB (Pérez et al.,
2013). Armas et al. (2011) utilizaron cebadores
RAPD de la serie OPA, para la caracterizacion
molecular de abejas sin aguijon del Género
Melipona. Encontraron que solo 1 (OPA16) de las
18 secuencias analizadas fue capaz de generar
polimorfismo en este grupo de individuos.
Adicionalmente, utilizaron como unidad de
analisis patas de 5 individuos.

La presente investigacion es uno de los primeros
esfuerzos en caracterizar molecularmente
abejas angelita en Venezuela, y tuvo como
objetivo general la caracterizacion preliminar de
muestras de la especie Tetfragonisca angustula
proveniente de cinco zonas del estado Guarico,
mediante la técnica de Amplificacion al azar de
ADN Polimérfico (RAPD).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron abejas angelita sin aguijén
(Tetragonisca angustula L.) silvestres
provenientes de cinco zonas del estado
Guarico. Las abejas fueron recolectadas en
bolsas plasticas y luego se congelaron a una
temperatura de -40°C identificandose de acuerdo
a lo descrito en el Cuadro 1. En todos los casos
se recolectaron 20 individuos por localidad. La
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unidad experimental estuvo conformada por
5 individuos y se realizaron 4 repeticiones por
genotipo estudiado. Para el caso de los analisis
moleculares se utilizaron los cuerpos completos
de los individuos. Las colectas se realizaron
entre Enero y Marzo del 2011.

Extraccion y cuantificacion del ADN

Para la extraccion del ADN se procesaron
muestras de Tetragonisca angustula segun el
protocolo Dellaporta et al. (1983) modificado
(CIAT, 1999), y algunas variaciones realizadas
en el presente trabajo. Los individuos completos
de la unidad experimental (5 abejas) se
maceraron juntos en nitrégeno liquido utilizando
morteros de porcelana de 70ml de capacidad.
Se agregaron 700 yl de Tampon de Extraccion
(CTAB 2%) precalentado a 65°C y las muestras
se incubaron en un termal mixer Eppendorf,
modelo confort, a 65°C por 45 min, en agitacion
constante a 700 rpm. Posteriormente se adiciond
400 pl de Acetato de Potasio 5 M, pH 4,0 y se
mezclaron tres veces por inversiéon del tubo y se
incubaron a -20°C por 30 min.

Las muestras se centrifugaron por 10 min a 6000
rom a 4°C vy el liquido sobrenadante de cada
muestra se paso a nuevos tubos, agregandose
a cada uno 400 ul de Acetato de Potasio 5 M
. Las muestras se agitaron nuevamente por
inversion suave y repetida de los tubos, y se
centrifugaron por 4 min a 6000 rpm a 4°C.
Para cada muestra, la mitad del volumen del
sobrenadante se coloco, respectivamente, en
un tubo nuevo. A cada muestra se le agrego
400 pl de Isopropanol frio y 40 pl de Acetato de
Sodio 3M, pH 5,2 y se centrifugaron por 5 min. a

12000 rpm a 4°C. Se descart6 el sobrenadante
y el sedimento se lavé con 400 ul de Etanol frio
al 70% y se centrifugaron por 3 min. a 12.000
rpm a 4°C.

Los tubos se colocaron boca abajo, con la tapa
abierta, sobre papel secante por unos minutos,
a fin que escurriese el exceso de liquido y
posteriormente se centrifugaron al vacio a
60°C en un Concentrador Eppendorf modelo
SpeedVac durante 6 min. A cada muestra se le
agregaron 100 uL de Buffer TE para resuspender
el ADN. Los tubos se incubaron a 4°C toda la
noche.

Las muestras completamente resuspendidas se
mantuvieron a 4°C hasta el momento del analisis
molecular. Una vez extraido el ADN gendmico
se verificd su calidad a través de electroforesis
en gel de agarosa al 0,8% con 100 voltios (v),
durante 45 minutos utilizando Buffer TBE 0,5X
como buffer de electrodo. Para estimar las
concentraciones del ADN aislado se us6 una
soluciéon 100 ng.uL" del ADN del bacteriéfago
Lambda (Promega). Los analisis se realizaron
en un digitalizador de imagenes Chemi-Doc
de Bio Rad, usando el Software Quantity One
version 4,2.

la

Analisis espectrofotométrico de

concentracion y pureza

Para el analisis espectrofotométrico se utilizé un
espectrofotdmetro Thermo modelo Biomate. Se
utilizo la funcion de analisis de acidos nucléicos.
Se calibr6é el equipo colocando como blanco
una muestra inicial conteniendo 500 uL de agua
destilada estéril. Posteriormente, se procedio al
analisis de cada muestra agregando en la cubeta

Cuadro 1. Procedencia geografica de las muestras de Tetragonisca
angustula analizadas.

MUESTRAS Procedencia # individuos
1 Minera 20
2 San Juan 20
3 Cruz 20
4 Calzadilla 20
5 UNERG 20
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490 uL de agua destilada estéril mas 10 pyL de la
muestra de ADN aislado durante la extraccion.
La medida de la concentracién de la solucion
se obtuvo en ng.uL?, previa conversién con el
factor de dilucion. La pureza del ADN aislado
se estimé mediante la relacion A, /A, , la cual
para un ADN de doble cadena puro debe estar

entre 1,7 y 2,0 (Warburg y Christian, 1942).

Amplificacion al azar del ADN polimérfico
(RAPD)

La amplificacién al azar (RAPD) se realizé en
tubos de pared extra delgada de 0,2mL de
capacidad conteniendo 15uL de mezcla de
reaccion. Para la caracterizacion molecular
se utilizaron 10 oligonucleédtidos iniciadores
(OPB 01, OPB 02, OPB 03, OPB 04, OPB 05,
OPB, 06, OPB 07, OPB 08, OPB 09 y OPB 10),
desarrollados por Operon Technologies (Cuadro
2). La amplificaciéon de los ADN se efectu6 en
un termociclador MJ-Research PT-200, con
un segmento inicial de 95°C por 5 min, para la
desnaturalizacion de la molécula. Posteriormente
se aplicaron 45 ciclos de amplificacion que
incluyeron un segmento de 94°C durante 1
min, seguido por 36°C durante 30s y finalmente
72°C durante 2 min. Se realizé una fase final a
72°C para que la enzima de ADN polimerasa
efectuase la extension final de la cadena. Una
vez finalizada la amplificacion las muestras se

mantuvieron a 4°C hasta el momento del analisis
de los productos de ampilificacion.

Separacion electroforética de los Productos
de Amplificacion

Los productos de amplificacion RAPD se
separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (1,5%) durante dos horas a 100v con
Buffer TBE 0,5X. La visualizacion y analisis
se realizé con el equipo ChemiDoc de Bio
Rad, Software Quantity One Version 4.2. Los
productos RAPD se compararon con el patrén
de tamafo molecular del ADN del fago Lambda
(Promega) digerido con BstElIl (Promega).
Para cada iniciador se calculé el porcentaje
de bandas polimorficas (%BP) y el Contenido
de informacion Polimoérfica (PIC) segun la
metodologia de Roldan-Ruiz et al. (2000).

El conjunto de bandas de amplificacion
obtenidas por cada uno de los cebadores
para cada muestra analizada, se convirtié
en su patrén de bandas para el mencionado
cebador. Se obtuvieron los patrones de bandas
caracteristicos para cada genotipo estudiado y
se hizo un andlisis descriptivo de los patrones
encontrados a fin de establecer semejanzas o
diferencias entre los genotipos. Adicionalmente,
la informacion en los geles deagarosa permitio

Cuadro 2. Secuencias de los cebadores utilizados en el

presente estudio.

OPB 01 GTTTCGCTCC
OPB 02 TGATCCCTGG
OPB 03 CATCCCCCTG
OPB 04 GGACTGGAGT
OPB 05 TGCGCCCTTC
OPBO06 TGCTCTGCCC
OPB 07 GGTGACGCAG
OPB 08 GTCCACACGG
OPB 09 TGGGGGACTC
OPB 10 CTGCTGGGAC
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realizar una matriz de presencia (1) y ausencia
(0) de bandas por cebador.

La matriz obtenida con los marcadores
polimérficos fue analizada con el programa
estadistico InfoStat version 2.0. La matriz fue
utilizada pararealizar el analisis de agrupamiento
(dendrograma), a través del analisis multivariado
de conglomerado jerarquico usando el método de
agrupamiento de Ward y la distancia de Jaccard.
Para el estudio de la diversidad genética se
utilizo el indice H de Shannon y Wieber (1949) y
el indice de Margalef (1969).

RESULTADOS Y DISCUSION

El protocolo de extraccion de ADN gendmico a
partir de muestras de Tetragonisca angustula fue
eficiente para el aislamiento de ADN intacto, tal
como se observa en la Figura 1. Las bandas de
ADN se ubican en la parte superior del gel como
una unidad discreta. Las zonas que se observan
como un barrido corresponden a fracciones
ARN, las cuales no interfieren en el proceso de
amplificacion.

Los patrones de bandas obtenidos para cada
grupo estudiado al utilizar los cebadores de
anclaje al azar seleccionados se presentan

en la Figura 2. Como puede observarse, los
cebadores seleccionados en su mayoria fueron
capaces de producir patrones de bandas en
todos los grupos. En la generalidad de los
casos los patrones obtenidos son especificos
para cada localidad analizada, y la presencia o
ausencia de los patrones de bandas especificos
obtenidos para cada tipo de insecto permitiria la
identificacién molecular de las abejas en cada
localidad.

Con excepcion del primer OPBO01, todos los
demas fueron capaces de distinguir al menos
tres tipos de patrones diferentes (Cuadro 3).
Dado el numero de muestras tan bajo, se
considera que el poder discriminatorio de los
cebadores seleccionados es alto, al permitir
poder identificar los grupos.

El porcentaje que se presenta en el Cuadro 3 se
obtuvoalmultiplicar por 100 elnimerode patrones
obtenidos y dividirlos entre 5, que representd
el total de patrones posibles a generarse,
correspondiendo al nUmero total de muestras. En
el dendrograma del analisis de conglomerados,
utilizando el total de las bandas producidas con
todos los cebadores que se muestra en la Figura
3, Se observa el agrupamiento de los genotipos
estudiado en un grupo principal, y la muestra

Figura 1. Gel de calidad de ADN gendmico aislado a partir de abejas
Tetragoniscaangustula. M= Marcador de concentracién (ADN bacteriéfago
Lambda 100ng/ul). 1 y 2= Minera; 3 y 4= San Juan, 5y 6=Cruz. 7 y 8=
Calzadilla. 9 y 10= UNERG.
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Figura 2. Patrones de bandas RAPD obtenidos para los 5 genotipos de abejas analizados.
PM= marcador de tamafio (Kb)Ladder 1 Kb (PROMEGA), H20=reacci6n blanco
sin ADN. 1= minera, 2= San Juan, 3=Cruz, 4= Calzadilla, 5= UNERG. (a)=

a
primer OPB02, (B)= OPB04, (c)= OPB01, (d)= OPBO05. (e)=OPBO07, (f)=OPBO08,
(9)=OPB09 y (h)= OPB10.
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Cuadro 3. Numero de Patrones de bandas RAPD obtenidos para cada genotipo de
abeja estudiado con cada primer seleccionado.

Primer # Patrones Nomenclatura De Los Patrones % Patrones
OPB 01 2 1a, 1b 40
OPB 02 3 2a, 2b, 2¢c 60
OPB 03 3 3a, 3b, 3c 60
OPB 04 4 4a, 4b, 4c, 4d 80
OPB 05 4 5a, 5b, 5c, 5d 80
OPB 06 3 6a, 6b, 6¢ 60
OPB 07 4 f7a, 7b, 7c, 7d 80
OPB 08 5 8a,8b,8c,8d,8e 100
OPB 09 5 9a,9b,9¢,9d,%e 100
OPB 10 3 10a, 10b, 10c 60

SanJuan

Calzadilla

UNERG |—:

SantaCruz
Minera
0.00 a2 a1z aes 0.86
Distanciade Jaccard

Figura 3. Dendograma producto del analisis de conglomerado jerarquico utilizando
todos las secuencias iniciadoras estudiadas.

2 (San Juan) se ubica totalmente separada del
resto, lo que parece indicar que es totalmente
diferente a las demas muestras. No obstante, es
importante sefialar que esta muestra presento
mayor similitud con la muestra 1 (Minera) que
con el resto de los materiales estudiados. Las
muestras 3 (Cruz), 4 (Calzadilla) y 5 (UNERG) se
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agruparon mas cercanas geneticamente entre
si, donde las menores distancias se observaron
entre las muestras 3y 5.

La muestra 1 (Minera), a pesar de mostrar
similitudes conlasmuestras 3,4y 5, yformar parte
de la misma unidad de agrupamiento, presenta
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diferencias genéticamente significativas, que la
colocan como un genotipo aparte.

Estos resultados sugieren la existencia de
variabilidad genética entre los grupos de abejas
Angelita colectadas en el estado Guarico,
pudiendo estar representadas al menos por tres
tipos de abejas desde el punto de vista genético.
Es importante sefialar, que Nates-Parra y
Rosso-Londofio (2013) establecieron que existe
una amplia diversidad genética en los grupos de
abejas sin aguijon, la mayor parte de las cuales
estan sin identificar. Para el caso de abejas
Angelita, reportaron una amplia distribucion
geografica, y altitudinal (100-1900 m.s.n.m.), lo
cual indica una amplia capacidad de adaptacién
de esta especie.

Por otro lado, se ha establecido que la biologia
reproductiva de la especie favorece la formacion
de poblacionesaisladas, y unarapidaespeciaciéon
debido al flujo limitado de genes entre las
colonias (Brito y Arias, 2010; Quezada-Euanet
al., 2012), lo cual pudiera explicar la diversidad
encontrada entre sitios de colecta relativamente
proximos. La riqueza genética entre los grupos
estudiados se estimo baja (Indice de Shannon
H= 0,75) posiblemente por tratarse de la misma
especie. El indice de Margalef (1=1,25) corrobora
que existe una baja diversidad genética, a
pesar que los datos establecen la separacion
de las muestras como genotipos diferentes. La
distancia de Jaccard oscil6 entre 0,43 y 0,86,
lo cual resulté contradictorio con los valores
obtenidos para los indices de diversidad.

CONCLUSIONES

La técnica de RAPD fue estandarizada para
esta especie y permitio la amplificacion de
bandas en casi todas las muestras estudiadas.
Los resultados permiten asignarle a cada unidad
experimental un patrén de bandas caracteristico
para cada uno de los cebadores analizados lo
cual se convierte en su identidad genética. Los
individuos se separaron en dos grandes grupos
de acuerdo a sus caracteristicas genéticas,
donde la muestra 2 (San Juan) se separd
completamente del resto de las localidades. Fue
detectada una alta variabilidad genética intra
grupal en los genotipos estudiados de acuerdo
a las distancias obtenidas; sin embargo, la
diversidad genética global se estimé baja, por los
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valores de los indices de diversidad estudiados
y esto quizas se deba al poco numero de
individuos analizados.
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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 polimérficos (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.
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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).

Key words: Molecular marker,

polymorphism.

genotypes,
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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
patogenos (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 SLC11A7 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 SLC71A1 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
geneético 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
et al. (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
concentracién 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 amplificd
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 secuenciacién 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 reveld 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 SuU 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 nimero
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.

2062



De La Rosa et al. Variabilidad genética en el microsatélite “A” del extremo 3'UTR...

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 asociaciéon 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
polimoérfica 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 patdogenos 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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RESUMEN
El presente trabajo tiene como objetivo
caracterizar etnolégicamente un rebafio de

cabras Criollas, perteneciente a la microrregion
de Cauderales, municipio Urdaneta del estado
Lara; con el propésito de contribuir a identificar
y definir un prototipo racial. Fueron evaluados
167 animales con edades a partir de un afio de
edad, peso promedio de 28,1 y una desviacion
estandar de 9,0 Kg., con una condicién corporal
media de 2,5; tomandose las siguientes medidas
zoométricas: longitud corporal (105,7 + 12,6 cm),
altura a la cruz (63,2 + 6,9 cm), perimetro toraxico
(65,1 £ 22,6 cm), longitud del tronco (50,6 + 7,4
cm), ancho de pecho (13,9 + 2,2 cm) y las faneras
color de capa, tipo de oreja, ubre, pezon. Los
animales presentaron patrones distintos de capa
destacando: marrén, negro y blanco (28, 3, 23,5
y 16,3%, respectivamente), tamafio medio en las
orejas, con ubres globosas (69,2%) en su mayoria
con pezones normales (59%). Se determina
que la caracterizacion etnoldgica es de un 68%
ecotipo caprino Criollo, siendo un animal de capa
oscura, eumetrico, de orejas medianas con ubres
globosas con bajo pesos corporales. Este estudio
contribuira al fortalecimiento de los trabajos
de investigacién sobre biodiversidad genética
y rescate de los recursos autéctonos caprinos
en vias de desaparicion, debido al cruzamiento
indiscriminado y absorbente con otras razas
exoticas.

Palabras clave: Recurso genético caprino, cabra
criolla, biodiversidad genética, Capra hircus.
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ABSTRACT

The objective of this research is to characterize
ethnologically a Creole goat herd in the Cauderales
microrregion at the Urdaneta municipality in the
state of Lara. With the purpose of contributing
to identify and define a racial prototype, 167
animals were evaluated with ages over one
year and average weight of 28.1£9.0 Kg. with
an average body condition of 2.5. The following
zoometric measurements were taken: body length
(105,7+12.6 cm), height at withers (63.2+6.9 cm),
thoraxic perimeter (65.1+ 22.6 cm), length of
trunk, (50.6 + 7.4 cm), width of chest (13.9 £ 2.2
cm) and the appendages colors of skyn, type of
ears, udders and nipples. The animals presented
different colors of skyn such as brown, black
and white (28.3, 23.5 and 16.3 % respectively),
middle size ears with globose udders (69.2%) with
mostly normal nipples (59%). Determined that
the etnological characterization is of 68% Creole
goat ecotype, being an animal with dark skyn,
eumetric of middle size ears, globose udders and
a low body weights. This study will contribute to
the strengthening of research works about genetic
biodiversity and the rescue of the local goats lost
with the indiscriminated crosses with other exotic
breeds of goats.

Key words: Goat genetic resources, creole goat,
genetic biodiversity, Capra hircus.
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INTRODUCCION

Las cabras fueron introducidas en América
alrededor del siglo XVI por los espafioles y
portugueses (Arbiza, 1986); debido a la gran
variedad edafoclimatica, sistema de explotacion
y caracteristicas socio-econdmicas, aunado
al apareamiento racial indiscriminado por el
proceso de seleccion natural, han dado lugar
a poblaciones caprinas denominadas “criollas”
con caracteres diferenciados y estructurados
adaptados a los diferentes ambientes donde
se criaron, logrando desarrollar extraordinaria
rusticidad y sobrevivencia (Mufioz et al., 2008).
Se entiende por ecotipo criollo a la poblacién de
caprinos autoctonos de una zona, sin referencia
histérica ni evidencia del nivel de mestizaje
reciente.

A nivel internacional existen varios trabajos
en los que se describen y aplican algunas de
las herramientas de la identificacién animal
sobre caprinos regionales o criollos de
diferentes lugares. En general, consisten en la
caracterizacion de fenotipos o genotipos con el
objetivo de diferenciarlos y preservarlos como
recurso genético, por su variabilidad y sus
caracteristicas de adaptacion al medio ambiente.

En Venezuela, el caprino, en la mayoria de las
regiones donde se explota como recurso unico o
complementario, existe un marcado predominio
del ecotipo Criollo, tienen en comun una elevada
rusticidad y adaptacion que le ha permitido su
supervivencia en las zonas aridas y semiaridas
del pais, aprovechando esos recursos en donde
dificimente pueden ser sustituidos por otras
especies.

No obstante, dado la necesidad de aumentar la
productividad en los ultimos afios se ha venido
introduciendo razas importadas y realizando
cruzamientos sin control con el ecotipo caprino
criollo, generando genotipos nuevos o animales
mestizos que no necesariamente son mejorados.
El uso indiscriminado de estas razas exdticas
podria contribuir a la pérdida de la biodiversidad
genética de la cabra criolla, que segun la FAO
(2007) para proteger los recursos genéticos
autéctonos se hace necesario establecer un
inventario y una caracterizacion de los mismos,
ademas de realizar un seguimiento de las
tendencias y riesgos para crear un sistema de
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alerta y respuesta temprana con base nacional
ante cualquier desastre.

Con el objetivo de avanzar en el conocimiento de
las caracteristicas etnolégicas de la poblacion
de cabras criollas en la region del semiarido
Larense, en particular de Cauderales parroquia
Siquisique, municipio Urdaneta del estado
Lara; se realiza el estudio de caracteristicas
morfoestructurales para contribuir a establecer
su identidad dentro de la poblacion heterogénea
general.

MATERIALES Y METODOS

En las regiones aridas y semiaridas del pais
se encuentran areas con caracteristicas
edafoclimaticas, ecoldgicas y econdmicamente
distintas que tienen influencia en los sistemas
de produccion animal caprina y en los genotipos
prevalecientes. La microrregion de Cauderales
esta ubicada a 10°35LN 69°35 LO, en la
parroquia Siquisique, municipio Urdaneta del
estado Lara; es un area con tradicién, orientada
a la produccién de carne, con caracteristicas
agroclimaticas de tipo monte espinoso
tropical, presentan graves problemas por los
cruzamientos anarquicos y sin control. Se
cuenta con una poblacion caprina de 109.212
cabezas en 1.425 unidades de produccion (VI
Censo Agricola Nacional, 2007).

Para la caracterizacion de los animales, se
seleccionaron 5 unidades de produccién que
presentaban altos porcentajes del ecotipo
caprino criollo, se tomd una muestra aleatoria
de 167 animales (156 hembras y 11 machos),
se describieron mediante observacion ocular las
siguientes variables fanerodpticas (estructuras
complementarias y visibles sobre la piel 0 que
sobresalen de ella): color del pelaje, tipo de ubre,
tipo de pezoén, tamafo de la oreja y condicidn
corporal, se pesaron individualmente (peso vivo
PV) utilizando una balanza tipo reloj de 200 Kg. y
se registraron medidas de variables zoométricas
utilizando para ello cinta métrica (longitud del
cuerpo (LC) o distancia que va desde la nariz
hasta la base de la cola, perimetro toraxico (PT) o
contorno alrededor del torax, longitud del tronco
(LT) o distancia desde la punta de la articulacién
escapulo-humeral hasta la punta del isquion y
ancho de grupa (AG) o distancia recta entre los
dos iliones), y escuadra ajustable (altura a la cruz
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(AC) o distancia de la linea de la cruz al suelo).
Los datos fueron recogidos y guardados en una
hoja de calculo de Excel y utilizando estadistica
descriptiva aplicando solo promedio como
medida de tendencia central y un analisis de
varianza con un disefio completamente al azar
con un modelo lineal para evaluar efecto finca
y sexo, en el caso de encontrar un efecto con
diferencias significativas se realizé comparacion
de medias de LSD a las diferentes variables
estudiadas, a un nivel de significancia de 0,01,
utilizando para ello el paquete de funciones
estadisticas computacional Statistix V.8.0.
(2007).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

La identificacion animal como base para la
caracterizacion etnoldgica es uno de los pasos
iniciales en el proceso de seleccion, mejora
y conservacion de una raza. En general, la
caracterizacion fenotipica de los ejemplares
para Cauderales se observo que el 68,3% se
agruparon como criollos, 26,3% como mestizos
de Nubia, 3% mestizo Alpino y 2,4% mestizo de
Canario.

Para las variables cualitativas: no se encontro
un dimorfismo sexual para las variables color
de pelaje o capa y tamafio de oreja. La capa
con mayor porcentaje fue del color marrén con
28,3%, 23,5% negra, 16,3% blanca, 13,3%
amarilla, 7,2% zarura, 6,6% pintada y 4,8%
crema, se observa un predominio de capa
de colores oscuros, posiblemente debido a
cruces con razas Alpinas y Nubian que fueron
introducidas segun los productores de la zona
por los anos 70, esto es atribuido a la seleccion
qgue hacen los productores para que los animales
se entremezclen con el paisaje y no se puedan
ver a simple vista.

Segun Agraz (1976) sefiala que la coloracién de
capa varia de acuerdo con la raza con que se
cruce la cabra criolla, cuando es con la Saanen
se torna un poco crema o diferentes tonos de
blanco y cuando es con Toggenburg se presenta
marrén o pardo o con manchas. Bedotti et al.
(2004) encontraron en la poblacion de cabras
coloradas de Pampeana, un predomino de
colores rojizos y tostados, posiblemente por
influencias de otras razas como la Nubian y
Angora. Al igual, Rosado et al. (2000) agrupa
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animales eumétricos con aptitud hacia carne-
leche con capa variable donde predominan las
coloraciones oscuras (negra, parda, castafa
y retinta). Gomez et al. (2012), sefalan que la
capa de la cabra apurimeia es mayoritariamente
manchada en un 44,5% y de formato eumétrico.

Con referencia al tamano de oreja se encontro
que el 68,1% es mediano, el 24, 1% grande y
7,8% pequefio, probablemente por influencia de
la raza Nubian. En Espana, De Gea et al. (2008)
encontraron que el 63% de los ejemplares
criollos tenian orejas grandes y dispuestas
horizontalmente similares a las descritas en
cabras espafiolas como la Celtiberica. En la
descripcion de la cabra Colorada, Bedotti et
al. (2004) observaron que en la mayoria de los
casos los ejemplares tenian orejas de tamafio
medio 84,3% con direccién horizontal.

Del total de 156 ubres observadas, el 69,2%
correspondieron a la conformacion globosa vy
29,5% apapelonada o piriforme, con el 59% de
pezones normales y 31% largos, se evidencia
problemas de pezones supernumerarios con
10% de presentacion en el rebano; estos
resultados indican que por la disposicion globosa
permite el pastoreo en zonas con matorrales,
que pueden sustentar una adecuada lactancia
y que posiblemente las segundas tengan un
origen en la cabra de raza Nubian por su ubre
alargada y pezén largo. Los estudios de De Gea
et al. (1997) en cabras criollas de Comechigones
y Rosado et al. (2000) en cabras Moncainas,
encontraron que las ubres son generalmente
recogidas de forma globosa y con pezones bien
diferenciados.

Variables cuantitativas: En el Cuadro se
presentan los estadisticos descriptivos de las
variables zoométricas y el efecto de factor finca
de los animales estudiados, se puede apreciar
una alta dispersion de los datos, ya que los
coeficientes de variacion son altos en algunas
variables, esto puede ser debido al numero de
observaciones por sexo, indicando también la
heterogeneidad que se encuentra dentro del
rebafio bajo estudio.

Se presentd un efecto altamente significativo
(P<0,01) de finca sobre casi todas las variables.
La Finca 5 se destaco por tener animales con
un manejo mas tecnificado que el resto de los
productores de la zona mostrando, en general,
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los mayores valores en las diferentes variables
cuantitativas estudiadas (PV: 31,4 Kg; LC:
110,5 cm; LT: 54,9 cm; PT: 74,9 cm; AC: 65,5
cm; AG: 13,7 cm). Los menores valores fueron
observados en la finca 4 (PV: 22,7 Kg; LC: 103,3
cm; LT: 49,5 cm; PT: 61,6 cm; AC: 62,3 cm; AG:
12,7 cm)

El valor promedio de peso vivo encontrado fue
de 28,1 £ 9,0 Kg no encontrandose diferencias
significativas entre sexos. En relacion al peso
vivo, este promedio se encuentra por debajo
del rango descrito para otros ecotipos caprinos
criollos como los reportados por Prieto et al.
(2006) en cabras criollas de Formosa con 37,8
+ 6,8 Kg y Bedotti et al. (2004) encontraron en
cabras coloradas pampeanas pesos de 44,0 +
6,03 Kg

Los resultados que arroja el analisis para la
variable longitud total, muestra un valor alto
(105,7 cm), evidenciando que son animales
largos y menos pesados; que esta por encima
de lo reportado en la literatura de 70,4 + 3,8
cm para cabras criollas del norte de Argentina
(Revidatti et al., 2007 y Prieto et al., 2006). De
Gea et al., (1997) reporta valores por encima del
encontrado en este estudio (114,5 £ 2,1 cm) en
cabras criollas pastorefias de Oaxaca, México
encontrados por Sierra et al., 1997. Para las
variables zoométricas: alzada a la cruz (63,2 cm)
y ancho de grupa (13,9 cm) se encontro valores
similares reportados por Santos et al. (2011) de
62,2 cm y 13,5 cm respectivamente para cada
variable en cabras de Puebla, México.

En Argentina, Prieto et al. (2006) y Revidatti et al.
(2007) encontraron valores de 62,1 cmy 15,3 cm.
respectivamente, el valor de la segunda variable
mayor que el reportado en este estudio. También
en Espana, Bedotti et al. (2004) obtuvieron 64,2
cm para altura de cruz y para ancho de grupa
obtuvo un valor mayor (16,3 cm). En las cabras
Apurimefas se describieron como animales
grandes de alzadas superior a los 65 cm de perfil
ortoide y proporcion brevilinea (Gomez et al.,
2012). Agraz (1976) encontré valores superiores
a los reportados en este estudio para alzada de
cruz en distintas regiones en Argentina (70, 76,
71 cm).

El valor encontrado para la variable perimetro
toraxico (65,1 cm) y longitud de tronco (50,6 cm)
fue menor que el reportado en la literatura para
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otros ecotipo caprino criollos. Santos et al. (2011)
reportaron medidas de 78,5 cm y 75,3 cm para
perimetro; de 61,9 cmy 62,3 cm para longitud de
tronco en cabras criollas para diferentes zonas
de Puebla. Prieto et al. (2006) encontraron
mayores valores para perimetro (82,4 cm)
en cabras de Formosa. Bedotti et al. (2004)
obtuvieron mayores valores para perimetro 85,9
cm y para longitud de tronco 70,8 cm en la cabra
colorada pampeana que lo reportado en este
estudio.

CONCLUSIONES

Este trabajo es un primer aporte para la
caracterizacion etnologica del ecotipo caprino
criollo de Cauderales (68%) siendo un animal de
capa oscura, eumetrico, de orejas medianas con
ubres globosas con bajo pesos corporales, se
puede presumir que en la formacion del caprino
criollo de Cauderales hay un aporte significativo
de razas de origen asiatico presentes en sus
caracteristicas fenotipicas y esto puede contribuir
a establecer su identidad dentro de la poblacién
caprina. Se hace necesario programa de rescate
genético en zonas con tradicion caprinera,
ya que estos animales han demostrado su
adaptacion a ese medio ecoldgico. En base al
coeficiente de variaciéon hallado en el analisis de
las variables zoométricas se determina que es
un poblacion muy heterogénea, y actualmente
se esta evidenciando cruces anarquicos con
razas europeas.
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RESUMEN
Con el objeto de optimizar el analisis de
polimorfismos conformacionales de cadena

simple (SSCP) para la deteccion y genotipado
de los polimorfismos nucleotidicos simples (SNP)
presentes en una region del gen receptor de
hormona Luteinizante (LHR) bovino, se realizd un
experimento en dos fases. En la primera se realizd
un tamizaje molecular de 173 individuos mediante
un analisis SSCP exploratorio. Las muestras que
presentaron patrones electroforéticos diferenciales
fueron secuenciadas y aquellas con variaciones
nucleotidicas identificadas fueron utilizadas
en la segunda fase para la optimizacion de la
metodologia SSCP. Se evaluaron las condiciones
de la electroforesis variando la relacién acrilamida/
bis-acrilamida, porcentaje de la mezcla, intensidad
de corriente, porcentaje de glicerol y duracion
de la electroforesis. Los geles fueron tenidos en
una solucion de SYBER®safe, 0,7%, durante
25 minutos en agitacion suave y los patrones
electroforéticos fueron visualizados mediante
un transiluminador UV. La optimizacién de la
técnica fue asumida basada en la separacion,
nitidez y perceptibilidad de las bandas asi como la
deteccion de las mutaciones. Se consideré como
optimizado el sistema electroforético |. Se confirmo
la presencia del SNP rs41256848, ademas de la
deteccion de una variante ubicada en la posicion
1337 de la secuencia de referencia NM_174381.1.
En esta investigacion se optimiz6 un procedimiento
practico para la deteccion y genotipado de los
polimorfi smos presentes en el fragmento de LHR
bovino estudiado.

Palabras clave: Polimorfi smo, ADN, SNP, SSCP,
receptor, Luteinizante, bovino.
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ABSTRACT

In order to optimize the single strand conformational
polymorphism (SSCP) analysis, for detection and
genotyping of single nucleotide polymorphisms
(SNP) present in the bovine luteinizing hormone
receptor gene (LHR), an experiment was
conducted in two phases. First, a molecular
screening was performed by exploratory SSCP
on 173 individuals. Samples showing differential
electrophoretic patterns were sequenced and those
with identifi ed nucleotide variations were used in
the second stage for optimizing the SSCP method.
Electrophoresis conditions were evaluated by
varying the acrylamide/bis-acrylamide relationship,
percentage mix, current, glycerol percentage and
duration electrophoresis. Gels were stained in a
solution of SYBER®safe, 0.7%, for 25 minutes
under gentle stirring and electrophoretic patterns
were visualized through an UV transilluminator.
Optimization was assumed based on separation,
sharpness and perceptibility of the bands and
mutations detection. Was regarded as optimized
the electrophoretic system I. The SNP rs41256848
was confirmed, also a variant located at position
1337 of the reference sequence NM_174381.1. In
this research a practical method for detection and
genotyping of polymorphisms present in the bovine
LHR gene was optimized.

Keywords: Polymorphism, DNA, SNP, SSCP,
receptor, luteinizing, bovine.
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INTRODUCCION

La deteccién y el estudio de la variacion
genética son primordiales para dilucidar la
relacion existente entre el genoma y el fenotipo
de los individuos; esto permitiria mejorar la
comprension de la variacion fenotipica en las
especies ganaderas (FAO, 2007).

Enestas especies, el conocimientode la variacion
nucleotidica a través del genoma permitiria un
desarrollo mas efectivo de herramientas utiles
para mejorar el diagnostico de enfermedades
genéticas, asi como de las estrategias de
seleccion y mejoramiento genético animal para
rasgos productivos y reproductivos.

En el caso de los rasgos reproductivos, se
han descrito varios genes como candidatos
posicionales y biolégicos para el control de estos
rasgos, tales como /IGF1 factor de crecimiento
insulinico 1; LEP Leptina; FSHR receptor de
hormona foliculo estimulante; PR receptor de
progesterona; GnRHR receptor de hormona
liberadora de gonadotropinas y LHR receptor de
hormona Luteinizante, (Kim et al., 2009; Liefers
et al., 2005; Milazzotto et al., 2008; Yang et al.,
2011).

En cuanto al gen LHR (receptor de hormona
Luteinizante), se conoce que codifica ala proteina
LHR; esta proteina pertenece a la superfamilia
de receptores acoplados al nucleétido Guanina
o proteina G (Ascoli et al., 2002). Tiene un rol
fundamental en la regulacién de la actividad
reproductiva, ya que la accion de la hormona
luteinizante (LH) se produce por la union a este
receptor (Davis, 1994). Asi mismo, interviene
en la esteroidogénesis ovarica y ovulacién
en la hembra, ademas de la produccion de
testosterona en las células de Leydig del testiculo
(Ascoli et al., 2002).

De acuerdo a un reporte previo (Huhtaniemi,
2000),sehadetectadolapresenciade mutaciones
naturales en el dominio transmembrana de LHR;
donde algunas de ellas promueven alteraciones
de la funcién reproductiva en humanos. En
ganado bovino se han detectado polimorfismos
tanto en las regiones intrénicas como
codificantes (Hastings et al., 2006). Algunos de
los que han sido detectados en el exén 11 han
sido asociados a rasgos de fertilidad (Yu et al.,
2012). Con base a lo anterior, el conocimiento
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de la variacion nucleotidica de este exdn podria
permitir el desarrollo de estrategias para la
clasificacion en grupos genéticos o prediccién
del desempeirio reproductivo en ganado bovino.

Ademas, es importante destacar que la mayoria
de la variacion nucleotidica se encuentra en la
forma de polimorfismo nucleotidico simple SNP,
(Iniesta et al., 2005), siendo su densidad muy
alta en los genomas de diversos organismos
(Vignal et al, 2002), por lo que se requiere
de tecnologias adecuadas a fin de catalogar
la diversidad nucleotidica en las poblaciones
bovinas. La técnica de eleccién para evaluar
esta diversidad seria la secuenciacion de ADN.
Sin embargo, en Venezuela todavia constituye
una metodologia costosa cuando se trata de
evaluar un gran numero de individuos.

Existen una amplia variedad de métodos que
son utilizados para la deteccién de SNPs y que
pueden minimizar el impacto del alto costo de la
secuenciacion de ADN, incluyendo las técnicas
PCR-RFLP, Ecotilling, analisis de heteroduplex y
DGGE (Kakavas et al., 2008; Marson et al., 2008;
Tilletal.,2006). No obstante, unsolométodonoes
aplicable a todos los problemas de investigacion;
debe seleccionarse el mas adecuado para el
estudio que se esté realizando. En el caso de
la deteccion de nuevos polimorfismos, existen
herramientas tecnoldgicas de alto rendimiento
y baja relacion costo-beneficio, como el analisis
de polimorfismos conformacionales de cadena
simple (SSCP; Orita et al., 1989).

La ejecucion de la técnica PCR-SSCP involucra
la amplificacion por PCR de un segmento de
interés, después la desnaturalizacion del ADN
bicatenario (ADNbc) del fragmento amplificado,
utilizando una combinacién de calory formamida,
seguido de un enfriamiento rapido de la muestra
para impedir el apareamiento complementario
del ADN monocatenario (ADNmc); finalmente
se procede a la separacion electroforética en un
soporte no desnaturalizante (Teschauer et al.,
1996).

Si los fragmentos de ADNmc difieren en un
nucleétido simple, se promovera la adopcion de
conformaciones tridimensionales diferentes en
las cadenas simples (Nataraj et al., 1999). En
consecuencia, los cambios conformacionales
promoveran que las cadenas simples exhiban
movilidades electroforéticas diferentes entre si,
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e incluso con el ADN de doble cadena (Nataraj
et al., 1999; Dong y Zhu, 2005; Gasser et al.,
2007; Kakavas et al., 2008). Una vez realizada
la electroforesis, los fragmentos de ADN pueden
ser visualizados mediante técnicas diversas
como la auto radiografia de los segmentos
marcados, tincién con plata o con bromuro de
etidio y por fluorescencia a través del uso de
cebadores fluorescentes (Kakavas et al., 2008).

El analisis SSCP proporciona una potente
herramienta para la identificacién de patdgenos,
evaluacién de la variacion genética dentro y
entre muestras o poblaciones y como punto
importante, permite identificar mutaciones
desconocidas por lo que ha sido utilizado
para descubrir y genotipar SNPs en diversos
genomas (Cerquera et al., 2009; Sunnucks et al.,
2000; Bastos et al.,, 2001; Gonzalez et al., 2006;
Dong y Zhu, 2005; Paixao et al., 2006; Kakavas
et al., 2008; Martinez et al., 2008; Martinez et
al., 2010; Pazzola et al., 2010; Estrada-Cuzcano,
2013). Adicionalmente, esta técnica tiene
ventaja sobre otras metodologias basadas en
PCR para la deteccién de mutaciones, debido
a su simplicidad técnica (Kakavas et al., 2008;
Hayashi, 1991).

Basado enlo anterior, el analisis SSCP constituye
una técnica util para identificar y genotipar
polimorfismos en los genes que intervienen
en el proceso reproductivo del ganado bovino,
especificamente LHR. No obstante, es conocido
el hecho de que la tasa de deteccion de SNPs
por la técnica SSCP varia en funcién de diversos
factores como el tamafio del producto PCR
evaluado, la temperatura a la cual se realiza
la electroforesis, composicion de la matriz
(relacion acrilamida/bis-acrilamida), naturaleza
del tampén y la adicién de glicerol (Kalvatchev y
Draganov, 2005).

En Venezuela no existen reportes previos
de la aplicacion de este anadlisis para la
identificacién y genotipado de polimorfismos en
la especie bovina. Los resultados reportados
en estudios realizados en otros paises estan
referidos a fragmentos de PCR especificos,
y las condiciones SSCP utilizadas no pueden
aplicarse al fragmento del gen LHR objeto de
este estudio.

Por esta razon, el objetivo planteado en la
presente investigacion fue el de optimizar el
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analisis PCR-SSCP a fin de detectar y genotipar
las variaciones nucleotidicas presentes en el
exon 11 del genreceptor de hormona Luteinizante
bovina.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento se realizd en dos fases; en la
primera fase se realizd un tamizaje molecular
de 173 individuos mediante un analisis SSCP
exploratorio. Las muestras que presentaron
patrones electroforéticos diferenciales fueron
secuenciadas y aquellas con variaciones
nucleotidicas identificadas, fueron utilizadas
en la segunda fase para la optimizacion de la
metodologia SSCP.

Fase 1. Obtencion y amplificacion de ADN

Se utilizaron 173 muestras pertenecientes al
banco de ADN del Laboratorio de Biotecnologia
Agricola del INIA-ESAT, provenientes de rebafios
bovinos Carora (98) y Criollo Limonero (75)
ubicados en los estados Lara, Zulia y Aragua.
El ADN gendmico fue aislado a partir de sangre
periférica refrigerada y conservada con EDTA
(acido etilendiaminotetraacético).

Se utilizé una metodologia de precipitacion salina
reportada por De La Rosa et al. (2013), la cual
se describe brevemente; 400ul de cada muestra
se solubilizaron con 1000ul de un tampoén (Tris-
Cl 20mM; pH 7,6) y se incubaron a temperatura
ambiente por diez minutos. Luego, las muestras
fueron centrifugadas a 20.800 RCF (fuerza
centrifuga relativa) por 20s y el sobrenadante
fue descartado.

Se incubaron las pastillas resultantes en una
solucion 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-1) durante
cuatro horas a 55°C. Para precipitar los residuos
peptidicos se utilizé acetato de potasio 5M y
centrifugacion a 20.800 RCF. El sobrenadante
se mezcld con una solucion de etanol absoluto
y acetato de sodio 0,12M a fin de promover
la precipitacién del ADN. Una vez aislado, el
ADN fue lavado dos veces con etanol al 70%
y solubilizado en un tampdn de conservacién
(Tris 10mM, EDTA 1mM; pH 8), la integridad
del ADN fue verificado por electroforesis en
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geles de agarosa al 0,8% con SYBR®Safe
incorporado (1/50.000) y la concentracion total
de ADN en las muestras se determiné mediante
espectrofotometria optica. Una vez realizado
esto, el ADN se mantuvo congelado a —56°C
hasta la realizacion de los analisis.

Se utilizé el par de cebadores
(F- CAAACTGACAGTCCCCCGCTTT;, R-
CCTCCGAGCATGACTGGAATGGC) descritos
por Milazzotto et al. (2008), para amplificar
mediante PCR un fragmento de 303pb
correspondiente a la region de interés del exén
11 del gen LHR. Se utilizé el estuche comercial
GoTag® Flexi (Promega) para las reacciones
de amplificacién. La mezcla de PCR tuvo un
volumen total de reaccién de 15 uL, con las
proporciones siguientes: buffer 1X, MgCl,2,1
mM, dNTPs0,2 mM, cada oligo 0,2 uM, Taq
1 Uy 50 ng de ADN gendmico. Se utilizd un
termociclador GenePro™ (Bioer Technology).
y un programa Touchdown (Korbie y Mattick,
2008), tal y como se especifica en el Cuadro 1.

Técnica de SSCP exploratoria

Una vez realizada la PCR, se adicion6 a
cada amplicon una solucion desnaturalizante
(formamida 95%: azul de bromofenol 0,5%:
EDTA 25 mM) en una proporcion 2:1 (ADN:
solucién). La mezcla se desnaturalizé a 95°C
durante 10 minutos, seguido de un enfriamiento
rapido. Luego, se colocaron a — 20°C durante

10 minutos; pasado este tiempo se procedio
a realizar las electroforesis en geles de
poliacrilamida.

Para la obtencion de los patrones SSCP, el
fragmento de LHR fue resuelto en geles de
poliacrilamida no desnaturalizante (37,5:1
acrilamida/bisacrilamida, desgasificada por
30 min en una bomba de vacio, BIORAD
Hydrotech™), al 6%, en buffer Tris Borato EDTA
0,5 x (TBE), 2% de glicerol, durante 3:00 horas,
a 30 mA constantes. Se utilizaron camaras de
electroforesis vertical duales ajustables (C.B.S
Cientific, SG-400-20, EUA), con vidrios de 20cm
X 22cm, peines y separadores plasticos de 2 mm
de espesor. Todas las electroforesis se realizaron
a una temperatura ambiental controlada entre
17°C y 19°C. Posterior a la electroforesis, los
geles fueron tefiidos en una solucion de TBE
(0,5X) y SYBER®safe, al 0,7%, durante 25
minutos en agitacién suave y los patrones
electroforéticos fueron visualizados a través de
un transiluminador UV UVITEC (Uviprochemi).

Secuenciacionde ADN a partir de las
muestras con patrones electroforéticos
diferenciales

Las muestras representativas de cada patron
electroforético  diferencial se amplificaron
nuevamente mediante PCR y los amplicones
obtenidos fueron sometidos a un protocolo de
secuenciacion capilar estandar (Macrogen Inc.,

Cuadro 1. Programa touchdown para la reaccion de PCR del fragmento estudiado del exén 11 de LHR.

Fase PCR Temperatura Tiempo
Desnaltr:Jirc?glzacién 95°C 5min

Desnaturalizacién 95°C 30seg
Hibridacion (-1°C/c)* C‘f(')OS 61°C 30seg
Extension 72°C 45seg
Desnaturalizacién 95°C 30seg
Hibridacion Cigg’s 51°C 30seg
Extension 72°C 45seg
Extension final 72°C 10min

*Disminucion de 1°C en cada ciclo de la primera ronda de amplificacion.
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Corea), en ambos sentidos. Las secuencias
fueron editadas y alineadas entre si utilizando
los programas DNABaser (Romania:
Heracle BioSoft SRL) y CodonCodeAligner
(CodonCodeCorporation, EUA). La secuencia
consenso fue comparada con la referencia
NM_174381.1 (Pruitt et al., 2013). Se compararon
los SNPs detectados con aquellos existentes
en la base de datos del Centro Nacional de
Investigacion Biotecnologica NCBI (Sherry et
al., 2001). A partir de las secuencias obtenidas,
se determinaron los genotipos de cada muestra.

Fase 2. Amplificacion de ADN

Las muestras que presentaron SNPs fueron
reamplificadas siguiendo la metodologia de la
fase 1.

Optimizacion de la técnica de SSCP

Para optimizarlas condiciones de laelectroforesis
se vario la relacion de acrilamida/bis-acrilamida,
porcentaje de la mezcla, intensidad de
corriente, porcentaje de glicerol y duracién de
la electroforesis (Cuadro 2), definiéndose siete
sistemas. Todas las electroforesis se realizaron
a temperatura ambiental entre 17°C y 19°C.

Los criterios tomados para seleccionarun sistema
fueron separacion, nitidez y perceptibilidad de
las bandas asi como la discriminacion de las
variantes genotipicas de los SNPs en funcion
de los patrones SSCP. En el caso en que dos
condiciones electroforéticas permitieran la
deteccidon de los SNPs, se utilizd el criterio de

tipo econdémico para la seleccion de la condicion
electroforética.

Correspondencia de los SNPs identificados
con los patrones SSCP obtenidos

Se determind visualmente la correspondencia
de los SNPs detectados por secuenciacion con
cada patron SSCP obtenido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Analisis SSCP exploratorio

En el fragmento de LHR analizado en la fase 1,
se detectaron cuatro patrones electroforéticos
(definidos como A, B, C, D) y cinco tamanos
moleculares de acuerdo a su movilidad
electroforética (Cuadro 3). Este numero de
patrones obtenidos no coincide con la cantidad
de patrones observados por Milazzotto et al.
(2008) al analizar un fragmento similar.

Durante el desarrollo de la fase 1 del ensayo,
se obtuvieron dos patrones de dos bandas (A 'y
B), un patron de cuatro bandas (C) y un patron
de tres bandas (D), cada uno con una banda
adicional correspondiente al ADN bicatenario
(Figura 1).

Segun Humphries et al. (1997), un producto de
PCR representa la amplificacion de dos alelos,
uno de cada par autosdomico; de manera que al
evaluar secuencias provenientes de individuos
homocigotos y heterocigotos, los patrones de
bandas que deberian obtenerse son dos y cuatro

Cuadro 2. Condiciones de la electroforesis utilizadas en el experimento B.

Relacién : i
Sistema Acrilamida/ Porcentaje de la Glicerol Amp/Watts Tlempo
Bis-acrilamida mezcla corrida (h)
I 37,5:1 6% 5% 30 mA 3:30
Il 49:1 10% 4% 12W 5
I 49:1 10% 4% 1B5W 6
v 49:1 10% 7% 12W 6:45
\Y, 49:1 10% 4% 1B5W 7
VI 100:1 10% 4% 1B5W 4:30
Vil 100:1 12% 4% 12W 6
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Cuadro 3. Tamafos moleculares de los patrones SSCP obtenidos a partir de la movilidad electroforética
del fragmento estudiado de LHR bovino durante la fase 1.

Producto PCR de LHR

Patrones SSCP
C

Fragmento de 303 pb
ubicado entre 1182 y 900/1300
1484

1000/1350 900/1000/1300/1350 900/1250/1300

Patrén SSCP (pb): Tamafio molecular de las bandas obtenidas

Modificado de Vasquez et al. (2014).

e b b ) b b b i i i i bt b b b b d

Banda ADN
bicatenario

Letras A, B, C y D identifican los patrones electroforéticos.
M = Marcador de peso molecular (100 pb).

Figura 1. Imagen de las bandas de ADN monocatenario y bicatenario obtenidas.

bandas simples respectivamente, ademas
de una banda adicional por el ADN de doble
cadena, ubicado en una posicion adelantada en
el gel comparado con las cadenas simples de
ADN. De acuerdo a lo reportado por este autor,
los dos patrones de dos bandas (A y B), podrian
corresponder a los dos homocigotos, el patrén
de cuatro bandas (C) al heterocigoto, y el patron
de tres bandas (D), corresponderia a un patron
atipico.

Por otra parte, se pudo constatar que los patrones
A, B y C son similares, en cuanto al numero de
bandas obtenido, a los patrones reportados por
Yu et al. (2012). Estos investigadores analizaron
la misma regién de LHR bovino evaluada en el
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presente ensayo, en un fragmento de menor
tamario, A pesar de que la separacion y nitidez
de las bandas obtenidas por estos investigadores
es mayor, discriminandose rapidamente Ila
diferencia entre los patrones electroforéticos.

El contraste entre ambos resultados en cuanto
a nitidez y separacion de las bandas, podria
deberse a que las condiciones de electroforesis
utiizadas por estos autores difieren a las
utilizadas en la Fase 1 del presente ensayo
en cuanto a tamafo del fragmento, relacion
acrilamida/bisacrilamida (39:1), porcentaje de
la mezcla (13%) y tiempo de corrida (8-10 h).
Teschauer et al. (1996), reporté que un aumento
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en el porcentaje de la mezcla del gel, incrementa
la nitidez de las bandas.

Polimorfismos nucleotidicos simples (SNPs)
detectados mediante secuenciacié

Mediante el alineamiento de secuencias
generadas de individuos con diferentes patrones
electroforéticos se pudo detectar la presencia
de dos polimorfismos o SNPs con respecto
a la secuencia de referencia NM_174381.1
(Cuadro 4). De éstos, la variacion rs41256848
ubicada en la posicion g.1410G>T habia
sido reportada previamente en la base de
datos dbSNP (Database of Single Nucleotide
Polymorphisms, 2015; Hastings et al., 2006;
Jansen et al.,, 2013; Yu et al., 2012); mientras
que la ubicada en g.1337C>T constituye una
variante que no habia sido reportada en la
base de datos de SNP del NCBI (Sherry et al.,
2001). A esta secuencia variante se le asigné
el niumero de entrada ss974751668 (Vasquez
et al., 2014), y recientemente se le asigné el
numero de referencia rs523043472 (Database
of Single Nucleotide Polymorphisms, 2015). El
SNP rs41256848 representa una transversion,
mientras quers523043472 representa una
transicion.

De acuerdo a los resultados de la secuenciacion
de ADN, se observaron dos genotipos del
SNPrs523043472 y tres genotipos del SNP
rs41256848 (Cuadro 5).

Fase 2. Optimizacion de la técnica SSCP

Las condiciones utilizadas en los sistemas |, Il
y IV permitieron detectar los cuatro patrones
electroforéticos (Figura 2); los sistemas Ill, V' y

VII permitieron la deteccion de los patrones de
dos y tres bandas; sin embargo ninguno de los
tres sistemas permitio la deteccion del patron de
cuatro bandas (Figura 2). En el caso del sistema
VI, se obtienen bandas difusas, en las que no se
logra distinguir un patrén definido (Figura 2).

Asi mismo, el sistema | presentd la mejor
separacion y definicion de bandas comparado
con los sistemas Il y IV. Segun Teshauer
et al. (1996), la adicion de glicerol al gel de
poliacrilamida puede mejorar la separacion
de las bandas; por lo cual, el incremento de la
cantidad de glicerol hasta 5% en el sistema |, asi
como el aumento del tiempo de electroforesis
podria haber permitido mejorar la separacion
de las bandas al compararlas con los resultados
obtenidos en la fase 1, en los que se utilizaron
las mismas proporciones de acrilamida/
bisacrilamida, igual porcentaje de mezcla y
potencia.

Enelcasodelos sistemas Iy IV, especificamente
en los patrones de dos y tres bandas, se observa
mayor separacion entre las cadenas simples
complementarias, mientras que las bandas no
complementarias mas cercanas en el patrén C
casi no se separan; igualmente se observa en
esos dos sistemas, mayor nitidez de las bandas.
Segun Teshauer et al. (1996), el incremento
en el porcentaje de la mezcla del gel, mejora
la resolucién de las bandas pero disminuye la
separacion entre bandas muy cercanas. En el
caso del sistema Il probablemente se requeria
un mayor tiempo de electroforesis, lo cual fue
corroborado con el sistema IV. Pese a que los
sistemas Il y IV tienen como desventaja la mayor

Cuadro 4. Polimorfismos nucleotidicos simples (SNP) identificados en el fragmento estudiado del exén

11 del gen LHR.

Polimorfismos detectados

Ubicacion en

la referencia Cambio Cambio , . .
NM_174381.1  nycleotidico aminoacidico Tipo de mutacion Variante
1337 1337C>T Ala120Val Transicion rs523043472
1410 1410G>T Trip144Cys Transversion rs41256848

Modificado de Vasquez et al. (2014).
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Cuadro 5. Genotipos de los SNPs 1337C>T Y 1410G>T detectados por secuenciacion de ADN en los

productos de PCR.

Fragmento SNPs detectados
1337C>T 1410G>T
LHR
CT CC GG GT 1T
Sistemall Sistemalll

P Wb Baisal Bl . -

C A B C B B B B D B B '

Sistema |1|

Sistema IV

D B € € € D

D A DB C D

Sistema Vv

ES R R N P S e e :u-i

Pt it P g B et

A D ¢ B D

A

BEA B B

D

B C

Sistema VI  Sistema VI|

D C D C D

Sistemas: A, B, C, D, E. Patrones electroforéticos. A, B, C, D.

Figura 2. Imagenes de las resoluciones obtenidas con los diferentes sistemas electroforéticos

ensayados durante la fase 2.

cantidad de poliacrilamida requerida y el largo
tiempo para la electroforesis.

Las condiciones de electroforesis evaluadas en
los sistemas |, Il y IV permitieron la discriminacion
de los cuatro patrones electroforéticos. Pero, la
calidad de la imagen obtenida varié con cada
condicion electroforética (Figura 2), y difieren en
cuanto a la separacion y nitidez de las bandas.

Es importante resaltar que el factor temperatura
fue determinante durante la ejecucion de los
ensayos; el incremento de la temperatura
ambiental por encima de los 19°C, promovié
bandas de deficiente resolucion.
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Correspondencia de los SNPs detectados
con los patrones SSCP obtenidos

La determinacién de la correspondencia de
cada patron SSCP con las variantes alélicas
de los SNPs detectados por secuenciacion fue
complicada debido a la presencia de dos SNPs
en el fragmento amplificado del exén 11, por lo
que los patrones electroforéticos son el resultado
de las cuatro combinaciones alélicas presentes
en la muestra poblacional estudiada (Cuadro 6).

Los patrones Ay B corresponden a los individuos
homocigotos para ambos SNPs; la diferencia
en el desplazamiento de las bandas la produce
la variacion rs41256848, es decir tienen el
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Cuadro 6. Correspondencia de los patrones electroforéticos en el fragmento estudiado del exén 11 del
gen LHR con los SNPs1337C>T Y 1410G>T.

Fragmenfo — PairénSSCP_ 1337C>T  1410GST
-
D b ’—‘ cT GG
H'H
I' Fl L
C cc GT
LHR
B cc GG
A cC T

Modificado de Vasquez et al. (2014). El recuadro rojo indica el patron SSCP correspondiente a la combinacion
genotipica de ambos SNPs. La imagen que no tiene recuadro rojo es con fines comparativos.

mismo genotipo para el SNP rs523043472, pero
difieren en el segundo SNP. En cuanto al patron
C, se puede observar que es homocigoto para
la variacion rs523043472 y heterocigoto para el
SNP rs41256848.

Encuantoalaapariciondel patrén D, los hallazgos
de la secuenciacién de ADN permiten discernir
que este patron SSCP es consecuencia de la
combinacion de ambos SNPs (rs523043472 en
heterocigosis y rs41256848 en homocigosis),
ya que al estudiar los resultados reportados por
Yu et al. (2012), podemos observar que estos
investigadores detectan el SNP rs41256848,
pero no la variante rs523043472.

Asi mismo, debido a que en este ensayo, los
patrones A, B y C observados y los genotipos
de rs41256848 detectados por secuenciacion,
coinciden con los patrones y genotipos
observados por Yu et al. (2012), se asume que
la presencia de la variante rs523043472 en
homocigosis CC no enmascara los patrones A,
B y C; sin embargo, si este SNP se presenta en
heterocigosis CT, se promueve la aparicion de
un patrén SSCP diferente (D).
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CONCLUSIONES

Se destaca la optimizaciéon de la técnica PCR-
SSCP mediante el desarrollo de condiciones
adecuadas y repetibles que permiten con una
eficienciaalta, ladeteccionydiscriminacién de las
variantes genotipicas de los SNP srs523043472
y rs41256848 ubicados en las posiciones 1337 y
1410 de la secuencia de referencia NM_174381.1
del gen LHR bovino.

Igualmente, se determina que las condiciones
Optimas para la deteccion de los SNP son las
descritas en el sistema |. Estas condiciones
incluyen  relacion  acrilamida/bis-acrilamida,
porcentaje de la mezcla, potencia, porcentaje de
glicerol, tiempo de electroforesis y temperatura
ambiental (Cuadro 2).

Asi mismo, el incremento del porcentaje de
glicerol y el tiempo de electroforesis a 5% y
3:30 horas respectivamente, mejoro la nitidez y
separacion de las bandas.
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de interpretacion de la informacién vy
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Resultados y Discusion (Enfoque
cuantitativo) o Resultados y Hallazgos
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la introduccién, manejando la informacion
cuantitativa a través de cuadros y figuras a fin
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de los resultados obtenidos. La discusion
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soportes disponibles en la literatura citada
del trabajo. En el enfoque cuantitativo, es
necesario el uso de la estadistica para
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asi se requiera. En el enfoque cualitativo, se
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que utilizan abreviaturas estandar. Los
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de significancia estadistica de 0,05 (*), 0,01
(**) y 0,001(***) y deben ir acompanados del
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Microsoft Office Word® o Microsoft Office
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ilustracién que se incluya en el trabajo como:
graficos, dibujos, fotografias, esquemas,
dibujos o mapas u otra representacion.
Estas no deben ser una duplicacién de la
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informacién de los cuadros. Todas las figuras
deben ser citadas consecutivamente en el
texto. El titulo debe colocarse en la parte
inferior de la figura. Para las fotografias
y otros dibujos digitalizados, los mismos
deberan procesarse en formato JPG o TIFF.
En cuanto a los graficos (lineas, barras,
circular, entre otros) se recomienda que sean
modificables, adjuntando la informacién con
la cual se elabora la figura, de tal manera
que cuando se requiere pueda ser mejorada
en la diagramacién de la revista.

Conclusiones (Estudios cuantitativos) ylo
Aproximaciones (Estudios cualitativos).
Deben ser concisas y concretas, basadas
en los objetivos del trabajo. En el enfoque
cualitativo, las aproximaciones no se
limitan a exponer resultados aislados de la
investigacion como tal, sino que también
ilustra el proceso por medio del cual se llegd
a las estructuras particulares de los objetos
de estudios y a la estructura general o
estructuras generales, que los integran

Agradecimientos (opcional): Se utilizaran
para reconocer a aquellas personas que han
hecho contribuciones sustanciales al trabajo
o han prestado asistencia técnica. Igualmente
para reconocer a las instituciones que han
brindado apoyo financiero a la investigacion.
El parrafo de esta seccion debe ser breve,
maximo 10 lineas.

Literatura citada: Es responsabilidad del
autor asegurarse de que todas las referencias
sean correctas. Estas deben ser relevantes
para el contenido y todos deben estar citados
en el texto. Los elementos que componen
la cita bibliografica son basicamente los
siguientes: Autor(es)/Aiho de publicacion/
Titulo:/subtitulo/(Tipo de medio)/Edicion/
Ciudad y pais de publicacion/Casa editora /
Fecha en que se consultd el material para
los documentos en linea/ Descripcion fisica/
Disponibilidad y acceso para los documentos
en linea/(Nota de serie).

Se debe presentar en orden alfabético. En
caso de un mismo autor en anos diferentes,
se ordenara de acuerdo al afio y en caso de
ser igual, segun la primera letra del titulo del
trabajo. Se debera colocar todos los autores
integrantes del trabajo citado. Los trabajos
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gue no han sido publicados no deben referirse
en la bibliografia, sino en el texto, colocando
inmediatamente después del apellido y entre
paréntesis el tipo de fuente donde provino la
informacion (comunicacion personal, datos
inéditos) y el afio en el cual se efectud la
consulta, separado por una coma. Si en el
texto, dado el ordenamiento de la frase, se
cita el apellido del autor, inmediatamente
debera ser colocado el afio correspondiente
entre paréntesis. En caso de dos autores
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0 mas autores, bastara citar el apellido del
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al. y el afo correspondiente entre paréntesis.
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Z. Flores e Y. Reina. 1995. Adaptabilidad
de gramineas y leguminosas forrajeras
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de la fertilizacién nitrogenada, edad y época
de corte sobre el valor nutritivo del pasto
Andropogon gayanus. Zootecnia Trop. (En
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mediante analisis de registros del rebafio
de una estacion experimental dedicada
a la produccion de leche. Tesis de M.Sc.
Universidad Central de  Venezuela,
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Los documentos electronicos se tratan
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publicaciones periddicas, mensajes,
conferencias, reuniones, bases de datos,
programas de computadora u otros. Por
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para cada uno de ellos y ademas se incluiran
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medio en que estan disponibles: en linea,
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electronicos, cintas magnéticas. La
fuente de informacién para el documento
electrénico es el documento mismo. Si éste
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o material impreso complementario.

Venezian, E. y E. Muchnik. 1994. Structural
adjusments and agricultural research in
Chile. ISNAR Briefing paper N° 9. Disponible
en linea: http://www.cgiar.org/isnar [Fecha
de consulta].

- Publicaciones Miscelaneas

Argenti P. y F. Espinoza. 1993. Leucaena
(Leucaena leucocephala). Pub. FONAIAP
(Serie B), Maracay, Venezuela. 20 p.

Para publicar los articulos en las revistas
cientificas se debe cumplir con las siguientes
convenciones tipograficas y estilo:

a)

Titulo del trabajo en negrilla con la primera
letra en mayuscula. Nombres de los autores
en minusculas con mayusculas las iniciales
y sus procedencia en cursiva.

Los titulos principales de secciéon (Resumen,
Introducciéon, Materiales y Métodos o
Metodologia, Resultados, Discusion,
Agradecimientos y Literatura Citada se
indican en negrita y colocado en el margen
izquierdo. Interlineado en 1.5 y primera letra
en mayuscula.

Los subtitulos en cursiva y solo la letra inicial
en mayuscula. Las dos clases son: (i) cursiva
secundarios un puntuado, partidas hombro;
(i) cursiva, texto y puntuado run-on (titulos
secundarios).

La secuencia es siempre (i) a (ii).
Los Cuadros y Figuras se escriben con las

f)

)

h)

m)

n)

letras C y F en mayuscula.

Abreviaturas: cuando las abreviaturas se
definen en el texto, deben ser escritas en
mayuscula y negrilla en la primera aparicion.

Los entes bioldgicos deben ser identificados
por sus nombres cientificos completos
(binomial) en el titulo asi como en el resumen,
abstract o resumem y la primera vez que se
mencionan en el cuerpo de trabajo.

Los nombres de productos comerciales
deben evitarse, prefiriéndose el nombre
genérico. Cuando ello sea posible utilice
seguido del simbolo®.

Los nombres de las variedades, cultivares
e hibridos deberan acompafiarse de
virgulillas o comillas simples so6lo cuando se
mencionen por primera vez en el resumen,
en el abstract o resumem y en el cuerpo del
articulo.

Los suelos deben ser identificados
taxondmicamente; si el nombre de la serie
no es muy conocido debera sefialarse la
familia.

Los simbolos no tienen plural ni llevan punto
(.) después de ellos, y solo se escriben en
mayusculas aquellos derivados de nombre
propios Celsius, Kelvin, Joule.

Los decimales deben separarse con coma
(,) y no con punto (.). Las unidades de mil
o millén se indicaran con un espacio en
blanco.

La abreviatura correspondiente a Agronomia
Tropical es Agronomia Trop. y de Zootecnia
Tropical es Zootecnia Trop.

Los simbolos a usar son:
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Acido Graso Volatil AGV indice de Conversion IC
Ad libitum Ad lib. Kilocalorias Kcal
Aminoacido aa Kilogramo Kg
Bar bar Kilogramo/Hectarea Kg ha™'
Bloques Multinutricionales BM Kilometro Km
Centimetro cm Litro I
Consumo de Materia Seca CMS Materia Organica MO
Coeficientes de Variacion cv Materia Seca MS
Coeficiente de Correlacién r Metro m
Coeficiente de Determinacion R? Metro Cuadrado m?
Decimetro dm Metro Cubico m?3
Desviacion Estandar DE Metros Sobre el Nivel del Mar m.s.n.m.
Diferencia Predicha DP Micra M
Digestibilidad in vivo DIV Micromilimetro microm
Digestibilidad in vitro Div Miliequivalentes Meq por 100g
Energia Digestible ED Miligramo mg
Energia Metabolizable EM Mililitros ml
Error Estandar EE Mililitros por Litros ml/I
Extracto Libre de Nitrégeno ELN Milimetro mm
Fibra Acido Detergente FAD Minuto min
Fibra de Detergente Neutra FDN Numero de la Poblacién N
Ganancia Diaria de Peso GDP Nitrégeno No Proteico NNO
Grado Absoluto °abs Partes por Millon ppm
Grados Centigrados °C Peso al Nacer PN
Grados Farenheit °F Peso al Destete PD
Grados de Liberdad o] Porcentaje %
Grado Kelvin °K Por Mil °l.
Gramo g Probabilidad P
Gramo por Kilogramo g kg™ Proteina Cruda PC
Gramos por Litros g/l-g.l Segundo s
Gramo Joule J Tonelada t
Hectérea (s) ha Tonelada/Hectéarea t ha
Heredabilidad h? Tonelada Métrica Tm









