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RESUMEN

La paratuberculosis, es una infeccion bacteriana cronica provocada por Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis (MAP), que afecta principalmente a ovinos, bovinos y
caprinos, caracterizada por emaciacion progresiva del animal hasta su total deterioro. El
control de la paratuberculosis radica en medidas de alto costo econdémico y dificil
implementacidn, por esta razon se buscan alternativas basadas en la susceptibilidad genética
del huésped al patdégeno. El gen Slcllal codifica una proteina transportadora de cationes
localizada en la membrana del fagolisosoma de los macr6fagos, que tiene participacion activa
en la supresion de infecciones bacterianas. EI gen presenta un microsatélite polimoérfico
(GTN) en la regién no traducida del extremo 3" (3'-UTR) y algunos de sus alelos han sido
asociados con resistencia natural a patdgenos como Brucella y Mycobacterium en animales
domésticos. A objeto de demostrar la presencia de polimorfismos de Slcllal en cabras
criollas, se realiz6 un andlisis por PCR-SSCP de un fragmento de 200 pb correspondiente al
extremo 3 -UTR. En la muestra de 20 individuos se obtuvieron cuatro patrones
electroforéticos (215, 230, 245 y 265 pb) y tres genotipos; 215/215, 230/265 y 245/265. Las
frecuencias alélicas fueron 0,550(215pb), 0,100(230pb), 0,125(245pb) y 0,225(265pb). Las
frecuencias genotipicas fueron 0,55(215/215), 0,20(230/265) y 0,25(245/265). Los genotipos
no se presentan en equilibrio poblacional (p>0,05). Estos resultados preliminares evidencian
varios polimorfismos de Slcllal e indican la necesidad de conocer sus secuencias
nucleotidicas a fin de identificar alelos favorables que puedan ser incorporados a programas

de control.
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Introduccion

La resistencia natural a enfermedades infecciosas esta ligada a la eficiencia de la respuesta
inmune y se encuentra bajo control genético [Ibeagha-Awemu et al., (2008)]. El uso y
seleccion de animales resistentes de manera natural a un patdgeno particular puede, reducir
los costos asociados a tratamiento y control de la enfermedad, mejorar el bienestar animal y

obtener productos animales mas saludables para consumo humano.

El gen Slcllal que era conocido anteriormente como Nrampl (Proteina 1 de macréfago
asociada a resistencia natural) [Vidal et al, (1996)], codifica una proteina transmembrana
transportadora de cationes divalente que esta ubicada en el fagolisosoma de los macréfagos
regulando la actividad bactericida de los mismos (Forbes y Gros, 2001), Este gen ha sido
estudiado en humanos, animales de laboratorio y animales de granja [Awomoyi, (2007); Li
etal., (2011)]. En el bovino se ha mapeado en el cromosoma BTA 2 y presenta una repeticion
polimérfica Guanina-Timina (GTn) en el extremo 3" no traducido (3 -UTR) que ha sido

asociada con resistencia natural a brucelosis [Feng et al., (1996); Barthel et al., (2001)].

Barthel et al. (2001) identificaron en el ganado bovino el alelo GT12, que resulto asociado
con resistencia a brucelosis, mientras que Martinez et al., (2008) encontraron que el alelo
GT13 estaba asociado a resistencia in vitro a Brucella abortus y los alelos GT14 y GT15
presentaron asociacion con la condicion de susceptibilidad. En bdfalos, el genotipo BB
presenta un efecto protector contra Brucella abortus [Caparelli et al., (2007)]. En ovejas,

Reddacliff et al. (2005) encontraron un microsatélite polimoérfico en la secuencia no
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codificante del extremo (3) que esta asociado con susceptibilidad a Mycobacterium avium

subespecie paratuberculosis, agente causal de la paratuberculosis o Enfermedad de Johne.

En cabras, la secuencia completa de Slcllal no se conoce aun, sin embargo se tiene
disponibilidad de la secuencia de ADN complementario (GenBank FJ388877), donde se
identificaron dos microsatélites polimérficos en la region 3-UTR y uno de ellos esta asociado
a resistencia a Mycobacterium avium subs paratuberculosis en cabras griegas autoctonas
[Liandris et al., (2009); Korou et al., (2010); Vacca et al., (2011)].

En esta evaluacion preliminar, se pretende evidenciar la presencia de polimorfismos (GTn)
en el extremo 3'- UTR de Slc11al en una muestra de un rebafio de cabras criollas usando un

analisis de polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP) [Gasser et al., (2006)].

Los resultados de este ensayo serviran para evaluar la pertinencia de un programa de
busqueda e identificacion de genotipos promisorios de Slcllal que permitan identificar
individuos susceptibles o resistentes a paratuberculosis dentro del rebafio caprino criollo

nacional.
Materiales y Métodos

Un total de 20 muestras de sangre periférica de un rebafio de caprinos criollos del INIA -
Lara, fue colectada en tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se mantuvieron
en refrigeracion a 40C, hasta que se aislo el &cido nucleico (ADN) siguiendo la metodologia
propuesta por Miller et al., (1988), con algunas modificaciones propias.
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El segmento genémico de interés (3-UTR) fue amplificado por PCR, utilizando los
cebadores F(5 - GTGGAATGAGTGGGCACAGT-3) y R (5-
CTCTCCGTCTTGCTGTGCAT-3") propuestos por Feng et al., (1996).

La mezcla para la amplificacion PCR fue la siguiente: Solucion tampén 1X, 100 uM dNTP’s,
1,8 MM MgCL 2, 200 nM cebador F, 200nM cebador R, 1 U de Taq polimerasa y 50 ng del
ADN molde en un volumen final de 25 pL.

El perfil térmico usado en el termociclador consistio de una desnaturalizacion inicial a 94°C
por 2:30 minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturalizacion a 940C por 20 segundos,
hibridacion a 630C por 40 segundos y extension a 72°C por 30 segundos, para concluir con

una fase de extension final a 72°C por 10 minutos.

Los producto de PCR obtenidos se sometieron a electroforesis vertical en condiciones SSCP
de acuerdo a lo descrito por Gasser et al. (2006). Se prepard un gel de poliacrilamida con una
relacion 37,1:1 y concentracion de 10%. A fin de ajustar la temperatura y estructura del gel
se realizo una precorrida a 100C con una potencia de 200 voltios durante 20 minutos. Como
paso previo a la electroforesis, los amplicones se desnaturalizaron a 950C por 15 min,
mezclando 5 pL. del amplicon y 5 pL. de una solucion de carga (87% formamida, 14% agua
ultrapura, 1% EDTA y 1% Azul Bromofenol), luego se colocaron 8 pL de la mezcla
desnaturalizada en cada pocillo del gel y se efectud la electroforesis durante 5 horas, a 100C

de temperatura y con una potencia de 800 voltios e intensidad de 10 miliAmperios. El gel
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resultante de la corrida electroforética fue colocado en una lamina de acetato y tefiido por

inmersion con Sybr ® safe en concentracion de 1/10000 durante 30 minutos.

Resultado y Discusién

En la muestra de 20 individuos se obtuvieron cuatro patrones electroforéticos; 215, 230, 245
y 265 pares de bases (pb) y tres genotipos; 215/215 pb, 230/265 pb y 245/265 pb,
representados en las Figuras 1y 2.

Figura 1. Muestras del 1 al 10

Figura 2. Muestras del 11 al 20



OBSERVADOR DEL CONOCIMIENTO

VOL 2. N° 1 ENERO 2014.

REVISTA CIENTIFICA MULTIDISCIPLINARIA

POLIMORFISMOS DEL GEN SLC11A1 EN CABRAS CRIOLLAS. UN ESTUDIO INICIAL DE LA RESISTENCIA
NATURAL A PARA TUBERCULOSIS

Las frecuencias alélicas y genotipicas de la muestra ensayada se presentan en las Tablas 1 y
2. Los resultados indican que los genotipos obtenidos no se ajustan al equilibrio poblacional

de Hardy — Weinberg (p>0,05) dentro de la muestra probada.

= 1

Tabla 1. Frecuencias alélicas

ALELOS FRECUENCIA

215 0.55
230 0,10
245 0,125
265 0,225

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas

215/215 0,55
230/265 0,20
245/265 0,25

Fuente: elaboracion propia.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos indican la necesidad de ampliar la base muestral de esta evaluacion
a objeto de verificar la presencia de otros alelos.

De igual forma, es necesario conocer las secuencias nucleotidicas de los patrones
electroforéticos o genotipos identificados y evaluar la actividad bactericida in vitro de los
macrofagos correspondientes a los diversos genotipos presentes, a fin de identificar aquellos
que son favorables y que puedan ser valorados con pruebas de campo, con el objeto de
incorporar los individuos portadores de estos genotipos favorables a programas de
mejoramiento genético asistido por marcadores moleculares que permitan el control y

prevencion de la paratuberculosis en los rebafios caprinos nacionales.
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