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RESUMEN

Se estimé la diversidad genética en la cabra Criolla venezolana
mediante la amplificacion por PCR de 29 microsatélites en 50
animales. El conjunto de marcadores moleculares utilizados son
los propuestos por la FAO y la ISAG para estudios de biodiver-
sidad. Los resultados muestran que existe una alta variabilidad
genética, con una heterocigosidad esperada de 0,65 y numero
medio de alelos de 6,2. La medida de diversidad genética reve-
16 un buen estatus de la biodiversidad en la cabra Criolla vene-
zolana, lo cual permite concluir que, el uso sistematico de los
marcadores moleculares en este tipo de estudio podria facilitar
el entendimiento del manejo poblacional y constituira una exce-
lente estrategia para la conservacion de esta especie.

Palabras clave: Diversidad genética, cabra, conservacion, mi-
crosatélite.

ABSTRACT

Genetic diversity in the Venezuelan Creole goat breed was es-
timated using PCR amplification of 29 microsatellites in fifty
animals. The used sets were the ones proposed by the FAO
and ISAG for biodiversity studies. The results of the present
study showed that the genetic diversity was high, with an ex-
pected heterozygosity average of 0.65 and a mean number of
alleles per locus of 6.2. Genetic diversity measures revealed a
good status of biodiversity in the Venezuelan Creole goat
breed. The systematic use of molecular markers will facilitate
the comprehensive management of the populations and will
constitute a good strategy to preserve this specie.
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INTRODUCCION

La cabra (Capra hircus) es una de las primeras especies
en ser domesticadas, ya hace mas de 10 mil afios y ocurri6 cer-
ca de las laderas de la regiones del Suroeste de Asia, en las
montafas Zargos, lo que hoy en dia se corresponde con la fron-
tera entre Iran e Irak [28]. Cabe destacar que, debido a su tama-
fio reducido y capacidad de adaptaciéon alta a medioambientes
diversos es la especie mas ampliamente difundida en el mundo y
representa una de las cuatro primeras especies de importancia
mayor en lo que a produccion de alimentos se refiere [21]. En
Ameérica, la cabra lleg6 a través de los conquistadores espafio-
les, provenientes del sur de Espafia y las Islas Canarias [33, 39,
42]. Esta especie no fue traida con fines meramente productivos,
mas bien como provision de la tripulacion y el desecho fue deja-
do en las Antillas [43], desde donde ingresaron a Venezuela por
la Peninsula de Paraguana e Isla de Margarita [32, 38].

Se cree que las primeras cabras venian mas especifica-
mente de Granada, Murcia y/o Malaga y que pertenecian a las
razas Blanca Celtibérica o Serrana y Castellana de Extrema-
dura [1]; no obstante, estudios recientes con ADN mitocondrial
indica una gran influencia de la raza canaria en las razas ca-
prinas de Centro y Suramérica [2]. La abundancia de pastos
naturales, el desconocimiento de practicas de manejo por par-
te de los nativos y la poca galanura de la actividad para ser
realizada por los conquistadores hicieron que estos animales
se esparcieran libremente por el nuevo continente [31].

En la actualidad, Venezuela cuenta con una poblacion
estimada de 1.057.056 caprinos, aunque se desconoce cuan-
tos de ellos, son criollos [34]. A pesar de todo ese potencial
que presentan las razas locales, como son la gran adaptaciéon
al medio tropical, la resistencia a plagas y enfermedades del
tropico atraviesan una gran erosion, producto principalmente
del cruzamiento constante con otras razas foraneas mejorado-
ras en la busqueda de producir cada vez mayor cantidad de



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIII, N° 3, 238 - 244, 2013

alimentos [37]. Al perderse estas razas, se pierden los genes
que poseen, y el mayor problema es el gran desconocimiento
que se tiene de muchas de estas poblaciones con tendencia a
la extincién, en cuanto a su posible respuesta a la mejora ge-
nética, a la productividad en un ambiente determinado, o si
son portadoras de algunos genes mayores interesantes y va-
liosos en los momentos actuales o en el futuro [3, 4].

Otro de los factores que afectan a estas poblaciones mino-
ritarias son los apareamientos entre individuos emparentados,
que se traducen genéticamente en un incremento de la consan-
guinidad (homocigosis) con la consiguiente depresion consangui-
nea, es decir, una reduccioén de los valores medios fenotipicos de
los caracteres productivos y reproductivos, y por ultimo, y como
consecuencia de esos problemas reproductivos, la disminucion
inevitable y/o extincion de la poblacion [48]. Pese a que se calcu-
la que el sustento total o parcial de cerca de 2000 millones de
personas en el mundo depende del mantenimiento de razas de
animales locales o criollas, la mayoria esta en riesgo de perderse
al ser remplazadas por animales foraneos [17, 37].

La disminucion en el nimero mundial de razas esta afec-
tando de forma dramatica a todas o casi todas las especies,
surgiendo la controversia de si se tienen o no que conservar
[26, 29]. En la conservacion de los recursos genéticos, el objeti-
vo principal consiste en preservar la variabilidad dentro de las
poblaciones, bajo la hipotesis de existencia de correlacion entre
la variacion genética y la viabilidad de la poblacion. Por ello, la
necesidad de cuantificar dicha diversidad (variabilidad), para asi
poder realizar una mejor y mas acertada politica de conserva-
cion [3]. Consecuentemente, una de las etapas principales de
un programa de conservacién consiste en la evaluacion de la di-
versidad genética y su distribucién en la poblacién [4].

En los ultimos afios, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), ha pro-
puesto para el manejo de los recursos genéticos, metodolo-
gias moleculares para el analisis de los loci microsatélites [9,
30]. Los microsatélites son un tipo de marcador de ADN de 1
a 6 pares de bases (pb) que se repiten aleatoriamente en el
genoma, hasta unas 60 veces, y estan considerados como
una de las herramientas mas poderosas para estudios genéti-
co-poblacionales [10]. Los microsatélites, debido a su propia
naturaleza, presentan ciertas caracteristicas que los hacen
ser marcadores de eleccion para estudios de genética de po-
blaciones. Estas son: primero, se encuentran ampliamente
distribuidos por todo el genoma; segundo, exhiben un grado
de polimorfismo alto y tercero, son automatizables facilmente
con la posibilidad de amplificacién multiple de hasta mas de
cinco /oci en una simple reaccion de Polymerase Chain Reac-
tion-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y de cargas
multiples de hasta mas de 15 loci por linea de analisis, en al-
gunos sistemas optimizados [10]. Adicionalmente, y dado que
se asumen como neutros a la seleccién, la diversidad genéti-
ca observada es consecuencia Unicamente de la deriva gené-
tica y la mutacion [5].

El objetivo principal de este articulo fue caracterizar la
variabilidad genética en la cabra Criolla de Venezuela a través
del andlisis de un conjunto de microsatélites, todo ello enmar-
cado como punto de inicio para la futura puesta en marcha de
un programa de conservacion genética de este germoplasma.

MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas

Se obtuvieron muestras de sangre de 50 caprinos crio-
llos (34 hembras y 16 machos), pertenecientes a un rebafio
producto de un programa de recuperacion de la raza que lleva
a cabo el Instituto de Investigaciones Agronomicas (INIA-Lara)
estacion el Cuji ubicada en el Km. 7 de la via Barquisimeto-
Duaca, parroquia Catedral del municipio Iribarren del estado
Lara, Venezuela y que contd con la reagrupaciéon de animales
puros aun existentes, procedente de explotaciones ganaderas
diferentes. EI ADN se extrajo a partir de glébulos blancos, de
acuerdo al método estandar que incluye el lisado celular y la
extraccion con la mezcla de fenol:cloroformo:isoamilalcohol,
en una proporcion 25:24:1 [7].

Marcadores microsatélites

Para el estudio de la variabilidad genética se utilizaron
29 marcadores del tipo microsatélites: BM13291, BM1818,
BM6506, BM6526, BM8125, CRSM60, CSRD247, CSSM66,
ETH10, ETH225, HAUT27, HSC, ILSTS011, ILSTS19, INRAS,
INRAG3, MAF209, MAF65, McM527, MM12, OarFCB11,
OarFCB304, OarFCB48, SPS115, SRCRSP23, SRCRSP24,
SRCRSP5, SRCRSP8 y TGLA122. Estos microsatélites han
sido propuestos por la FAO y la International Society Animal
Genetics (ISAG) para estudios de biodiversidad. Las secuen-
cias de los cebadores (“primers”) y las condiciones de las
reacciones de PCR pueden apreciarse en la TABLA I.

Condiciones de la PCR muiltiplex

Las PCR multiplex fueron llevadas a cabo en una reac-
cién final de 15 pL, de acuerdo a la metodologia de Martinez y
col. [31]. Para realizar la separacion por tamafios de los frag-
mentos obtenidos mediante la PCR se sometieron éstos a una
electroforesis en gel de poliacrilamida en un secuenciador au-
tomatico ABI 377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). El andlisis de los fragmentos y la tipificacion alélica se
realiz6 mediante los programas informaticos Genescan Ana-
lisys 3.1.2 y Genotyper 2.5, respectivamente.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas (disponibles por parte de los au-
tores, previa solicitud) y los valores medios de heterocigosidad
esperada (Hg) y observada (Ho), para cada uno de los loci po-
limérficos y el test de frecuencias genotipicas para la desvia-
cion del equilibrio Hardy-Weinberg (EHW), fue calculado utili-
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TABLA |

SECUENCIAS DE LOS CEBADORES, LOCALIZACION CROMOSOMICA'Y REFERENCIA

DE LOS 29 MICROSATELITES UTILIZADOS

Locus

cr’

Secuencias (5" — 3’)

Referencia

BM1329

BM1818

BM6506

BM6526

BM8125

CRSM60

CSRD247

CSSM66

ETH10

ETH225

HAUT27

HSC

ILSTSO011

ILSTS19

INRAQOOS

INRA06G3

MAF209

MAFO065

McM527

MM12

OarFCB11

OarFCB304

OarFCB48

SPS115

SRCRSP23

SRCRSP24

SRCRSP5

SRCRSP8

TGLA122

6

23

27

17

10

"

26

14

21

18

17

15

19

17

15

21

21

F: TTGTTTAGGCAAGTCCAAAGTC
R: AACACCGCAGCTTCATCC

F: AGCTGGGAATATAACCAAAGG
R: AGTGCTTTCAAGGTCCATGC
F: GCACGTGGTAAAGAGATGGC
R: AGCAACTTGAGCATGGCAC
F: CATGCCAAACAATATCCAGC
R: TGAAGGTAGAGAGCAAGCAGC
F: CTCTATCTGTGGAAAAGGTGGG

R: GGGGGTTAGACTTCAACATACG

F: AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA

R: AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG

F: GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT

R: CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG

F: ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA

R: AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG

F: GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA

R: CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC

F: GATCACCTTGCCACTATTTCCT

R: ACATGACAGCCAGCTGCTACT

F: TTTTATGTTCATTTTTTGACTGG

R: AACTGCTGAAATCTCCATCTTA

F: CTGCCAATGCAGAGACACAAGA

R: GTCTGTCTCCTGTCTTGTCATC

F: GCTTGCTACATGGAAAGTGC

R: CTAAAATGCAGAGCCCTACC

F: AAGGGACCTCATGTAGAAGC

R: ACTTTTGGACCCTGTAGTGC

: CAATCTGCATGAAGTATAAATAT
CTTCAGGCATACCCTACACC

F: ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC

R: AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

F: GATCACAAAAAGTTGGATACAACGTGG R:
TCATGCACTTAAGTATGTAGGATGCTG

F: AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG

R: CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG

F: GTCCATTGCCTCAAATCAATTC

R: AAACCACTTGACTACTCCCCAA

F: CAAGACAGGTGTTTCAATCT

R: ATCGACTCTGGGGATGATGT

F: GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC
R:GCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC
F: CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG
R: CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG

F: GACTCTTAGAGGATCGCAAAGAACCAG
R:GAGTTAGTACAAGGATGACAAGAGGCAG
F: AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG

R: AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG

F: TGAACGGGTAAAGATGTG

R: TGTTTTTAATGGCTGAGTAG

F: AGCAAGAAGTGTCCACTGACAG

R: TCTAGGTCCATCTGTGTTATTGC

F: GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG

R: TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC

F: TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC

R: CCTGCATGAGAAGTCGATGCTTAG

F: AATCACATGGCAAATAAGTACATAC

R: CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC

n

[31]
[46]
(1]
[36]
[11]
[36]
[25]
(8]

[35]
[35]
[47]
[22]
(23]
[41]
[46]
[46]
[29]
[36]
[22]
[37]
[14]
[49]
[49]
[33]
[40]
[40]
(6]

[29]

[19]
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zando un test exacto mediante el programa CERVUS usando
el método de la Cadena de Markov [24].

Asi mismo, se calculé el indice de contenido polimorfico
(PIC) [12] y la probabilidad de exclusion (PE) de cada uno de
los marcadores y la combinada para el conjunto de los loci
analizados [24].

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los marcadores amplificaron correctamente y fue-
ron polimoérficos en la cabra Criolla, excepto el marcador
BM8125, quien resulté ser monomorfico. El nUmero de alelos
detectados por locus vari6 de dos para los microsatélites
MAF209 y SPS115, a 14 en el microsatélite CSSM66 (TA-
BLA 1l). En la Cabra Majorera el marcador BM8125 reporto 6
alelos y una PIC de 0,733, descartando el monomorfismo de
este marcador en caprinos [1].

Se detectaron un total de 182 alelos, con un niumero me-
dio de alelos por locus (Na) en la poblacién global de 6,28, va-
lor este moderado, coincidiendo con reportes en la cabra ca-
naria Majorera con un Na de 6,95 [1], no obstante, resulto ser
inferior a los valores hallados en las cabras nativas de China
de 12 alelos [27].

La diversidad genética encontrada en la cabra Criolla en
Venezuela, correspondié a 0,65, valor alto y que se encuentra
en el rango reportado para otras cabras criollas y que oscila
entre 0,59 y 0,82 [15, 16, 41, 44, 45] y muy préximo al valor de
0,70 indicado para las cabras nativas andaluzas, portuguesas,
indianas y peruanas [13, 18, 20, 31]. No obstante, resultd ser
superior a lo reportado en la cabra Majorera en Fuerteventura,
de tan solo 0,59 [1].

El valor medio del PIC, lo cual es un indice de que tan
informativos son estos marcadores, correspondié a 0,60, in-
dicando que son altamente informativos para esta poblacion.
El indice de contenido polimérfico (PIC), entre los alelos po-
limérficos oscil6 de 0,28 para el alelo MAF209 a 0,83 para el
alelo SRCRSP23 (TABLA 1l). Sobre este particular la litera-
tura indica que, la distribucion de la frecuencias alélicas de
los marcadores resultan muchas veces ser mas importantes,
que el numero absoluto de alelos por marcador, de esta ma-
nera aquellos marcadores con PIC superiores a 0,5 son indi-
cativos de altamente informativos, entre 0,25 y 0,50 media-
namente informativos y pocos informativos, aquellos cuyos
PIC estén por debajo de 0,20 [1, 15]. En este estudio el 82%
(23/28) estuvieron por encima de 0,5 y solo un marcador fue
poco informativo, lo que permite indicar que se cuenta con
un panel altamente informativo y de gran utilidad para estu-
dios poblacionales, coincidiendo con otros estudios en ca-
bras criollas [16].

La probabilidad de exclusiéon con este set de marcado-
res, ya sea con un padre conocido o ambos, arrojé una sensi-
bilidad del 99,99%, es muy poco probable que una paternidad

falsa no sea reconocida, lo que lo hace excelente para posi-
bles pruebas de paternidades u probabilidades de origen, es-
tos hallazgos coinciden con otros reportes en cabras Criollas
utilizando microsatélites [15, 31, 45].

La gran mayoria de los marcadores estuvieron en EHW,
excepto los microsatélites CSRD247, ILST5011, CSSM66,
ETH225, ETH10 y SRCRSP24, los cuales presentaron un déficit
de heterocigoto que oscilo entre 15,2 y 41,6% (P<0,05). Una po-
sible explicaciéon, a que esta poblaciéon de reducido tamafio cen-
sal se halle en equilibrio genético de Hardy-Weinberg, podria de-
berse al hecho de que dicho rebario se fue conformando a partir
de la reagrupacion de individuos, coincidentes con el prototipo ra-
cial, de diferentes propietarios y de diversos lugares de la region.
Posiblemente, la poca relacién de parentesco existente entre
ellos, y la mas probable aleatorizacion de los apareamientos, ha
comportado que esta reducida poblacion de cabras criollas
muestre un bajo nivel de consanguinidad (5,3%).

No obstante, la presencia de déficit en 6 de los 29 mar-
cadores analizados, pudiese ser debido a dos causas; primero
a un posible efecto de autostop o arrastre, al estar dicho mar-
cador posiblemente asociado a una caracteristica fenotipica
de interés [5] o bien debido a la presencia de alelos nulos no
detectables en estos marcadores. Confirmar esta posibilidad
es dificil, ya que se considera un alelo como nulo cuando no
puede ser amplificado, debido principalmente a una mutacién
en el punto de hibridacion del cebador [3, 5]. Su determinacién
seria posible si se presentara en homocigosis, ya que no se
obtendria producto amplificado de un determinado individuo
para ese locus. Sin embargo, la existencia de dichos alelos es
especialmente dificil de detectar cuando su frecuencia en la
poblacién es baja y cuando no se dispone de informacién ge-
nealdgica fiable, como seria nuestro caso.

CONCLUSIONES

A pesar del grado de mestizaje alto con razas especiali-
zadas que se viene dando en paises en desarrollo y la ausen-
cia de un plan nacional de conservacion, la cabra Criolla en
Venezuela presenta niveles de diversidad genética altos
(0,65), lo que la hace una especie con un gran interés para ser
conservada. No obstante, se debe llevar a cabo programas de
apareamientos de minima consanguinidad para evitar la pérdi-
da de variabilidad genética en esta raza.

Sobre ese particular, estudios que involucren analisis
con marcadores genéticos tales como secuencias microsa-
télites, resultan ser muy valiosos para estas poblaciones lo-
cales y contribuyen a la creacién de planes de conservacion
propios.
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EN LA PRUEBA DE EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG DE CADA UNO DE ELLOS

TABLA Il
LOCI ANALIZADOS, TAMANO MUESTRAL, NUMERO DE ALELOS POR LOCUS, CONTENIDO DE INFORMACION
POLIMORFICA, HETEROCIGOSIS OBSERVADA Y ESPERADA, Y EL VALOR DE PROBABILIDAD OBTENIDO

Locus Na N Ho He PIC Exc) Exc) EHW Prob
BM13291 6 48 0,77 0,77 0,73 0,37 0,55 NS 0,004
BM6506 6 49 0,79 0,75 0,70 0,34 0,52 NS -0,061
BM8125 1 49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NS 0,000
BM1818 6 49 0,71 0,72 0,68 0,31 0,49 NS 0,014
CSRD247 7 34 0,47 0,75 0,72 0,37 0,55 ** 0,383
HSC 8 37 0,81 0,83 0,80 0,48 0,65 NS 0,032
MM12 10 45 0,64 0,70 0,66 0,30 0,48 NS 0,087
OarFCB48 5 48 0,87 0,78 0,73 0,37 0,55 NS -0,119
SRCRSP8 6 47 0,72 0,69 0,63 0,27 0,44 NS -0,036
INRAG3 4 46 0,58 0,51 0,41 0,13 0,23 NS -0,146
MAF209 2 50 0,36 0,34 0,28 0,05 0,14 NS -0,039
HAUT27 5 48 0,68 0,59 0,54 0,19 0,36 NS -0,167
ILSTS011 7 49 0,42 0,73 0,67 0,31 0,48 ** 0,416
SPS115 2 50 0,42 0,43 0,33 0,09 0,16 NS 0,028
TGLA122 7 50 0,70 0,75 0,71 0,35 0,54 NS 0,070
BM6526 10 47 0,83 0,83 0,80 0,49 0,66 NS 0,009
CRSM60 6 50 0,82 0,76 0,72 0,35 0,53 NS -0,069
CSSM66 14 45 0,51 0,73 0,71 0,36 0,55 * 0,309
McM527 4 44 0,52 0,51 0,45 0,13 0,27 NS -0,023
OarFCB11 9 49 0,71 0,77 0,73 0,37 0,55 NS 0,077
OarFCB304 10 48 0,58 0,64 0,59 0,24 0,41 NS 0,100
MAF65 6 46 0,67 0,75 0,70 0,33 0,51 NS 0,104
ETH225 4 48 0,20 0,31 0,28 0,05 0,15 * 0,348
ETH10 5 47 0,57 0,70 0,65 0,27 0,45 * 0,191
INRA5 5 39 0,84 0,70 0,64 0,27 0,44 NS -0,202
ILSTS19 5 50 0,62 0,59 0,52 0,18 0,32 NS -0,049
SRCRSP5 6 50 0,70 0,67 0,61 0,25 0,42 NS -0,036
SRCRSP23 10 50 0,80 0,86 0,83 0,54 0,70 NS 0,071
SRCRSP24 6 49 0,57 0,67 0,62 0,26 0,43 * 0,152
Promedio 6,2 0,61 0,65 0,60 0,999 0,999 NS 0,053

Na= Numero de Alelos observados N= numero de individuos muestreados.

PIC = indice de Contenido Polimérfico.
ambos progenitores Conocidos.
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