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INTRODUCCION

La lipoprotein lipasa (LPL) es un enzima dimérico anclado en el endotelio
que desempena un papel fundamental en el metabolismo lipidico a través de la
hidrdlisis de los triglicéridos transportados por los quilomicrones y las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) (Goldberg et al 1996). Durante este proceso de
hidrdlisis se liberan acidos grasos que son absorbidos por los tejidos periféricos,
siendo oxidados y empleados como fuente de energia (p.e. en el musculo), o bien
reesterificados en forma de triglicéridos y almacenados, tal como sucede en el
tejido adiposo. En este sentido, la LPL actia como un mediador importante en el
mantenimiento de la homeostasis energética y la acumulacion de la grasa en el
tejido adiposo (Zechner et al. 2000). La LPL se expresa principalmente en el tejido
adiposo y muscular. Se han detectado grandes diferencias en cuanto a los niveles
de actividad de la LPL de la leche entre las razas Noruega (70 pmol FA/h/ml),
Alpina (35 pmol FA/h/ml) y Saanen (21 umol FA/h/ml) (Chilliard et al. 2003).

En humano, el genLPL tiene 10 exones y la secuencia codificante posee un
tamano de 1.4 kb. Las regiones 5’UTR y 3'UTR tienen un tamafo aproximado de
0.17 y 1.9 kb respectivamente. La secuencia del cDNA LPL se ha descrito en
ovino (Edward et al. 1993) y bovino (Senda et al. 1987). En el presente trabajo se
ha abordado la caracterizacion molecular del gen LPL caprino con la finalidad de
identificar SNP que puedan ser empleados como marcadores en estudios de
asociacion con caracteres de composicion de la leche.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron extracciones de RNA a partir de muestras de higado y
glandula mamaria utilizando el reactivo Trizol (Gibco BRL). La sintesis de cDNA se
llevd a cabo mediante el kit ThermoScript RT-PCR System Kit (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes:

Fragmento 1 (F1): Los oligonucleétidos empleados fueron LPLEXO3-6FW; 5°-CTC
AGG ACT CCC GAA GAC AC-3, LPLEXO3-6RV; 5-AAG GGA TGT TCT CGC
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TCT CA-3’. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron: 5 pl de tampén de
PCR, 1.5 mM MgCl,, 100 uM de dNTPs, 0.5 uM de cada primer, y 1.25 U de Taq
DNA polimerasa (Ecogen) en un volumen final de 50 pl. El perfil térmico fue de 94
°C-45 sec, 61 °C-30 sec, 72 °C-45 sec durante 35 ciclos.

Fragmento 2: Los oligonucleétidos empleados fueron LPL EXO7-8FW, 5-GTT
GCA ACA ACA TGG GCT AC-3, LPL EXO7-8RV; 5-TGT TCA CTC ACT CTT
GACTAG TTG T. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron idénticas a las de
F1, a excepcion de la temperatura de annealing (66 °C).

Fragmento 3: Los oligonucledtidos empleados fueron LPLEXO9-10FW, 5-GAA
TGA AGT AAC TTT TAC AAA AGA CG-3’; LPL9-10RW,5’-CAT GCT CGA AGT
CTG ACT GAA-3. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron idénticas a las
de F1, a excepcion de la temperatura de annealing (57.8 °C)

Fragmento 4: Los oligonucleétidos empleados fueron LPLEXO1-2FW, 5’-AAA CCT
GCC GCT TCT AGC TC-3, LPL-12RW, 5-TGG AGT CTG GTT CCC TCT TG-3.
Las condiciones de la reacciéon de PCR fueron idénticas a las de F1, a excepcién
de la concentracion de magnesio (2 mM) y la temperatura de annealing (62.2 °C).

El producto amplificado se secuencié mediante el kit de secuenciacién
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). Las
reacciones de secuenciacion fueron analizadas en un aparato de electroforesis
capilar ABI Prism 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han amplificado 4 fragmentos de un tamafo de 0,9, 0,84, 0,80 y 0,42 kb
kb que abarcan la totalidad de la secuencia codificante y parte de las regiones
5UTR y 3'UTR del gen LPL caprino. La secuencia consenso LPL caprina fue
comparada mediante el programa Blastn con las secuencias almacenadas en la
base de datos Genbank, observandose una similitud nucleotidica del 99%, 97%,
91% y 90% con sus ortélogos ovino, bovino, porcino y humano, respectivamente.
La similitud aminoacidica con las secuencias ovina y bovina fue del 9%, lo cual
indica el elevado grado de conservacion de esta proteina. El analisis de la
secuencia aminoacidica mediante el programa Scan Prosite ha permitido
identificar dos motivos estructurales muy conservados (Figura 1):

1-Un dominio PLAT, que podria estar implicado en interacciones proteina-proteina
o proteina-lipido. El dominio PLAT posee una estructura en hoja B-plegada
constituida por dos laminas de 4 cadenas cada una.

2-Un dominio lipasa de 10 aminoacidos en el cual se halla un residuo serima que,

junto con otros dos residuos histidina y aspartato, forman parte de un sistema de
transferencia de protones (charge relay system).
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MESKALLLLALSVWLQSLTVSHGGLVAADRITGGKDFRDIESKFALRTPEDTAEDT

CHLIPGVTESVANCHFNHSSKTFVVIHGWTVTGMYESWVPKLVAALYKREPDSN
VIVVDWLSRAQQHYPVSAGYTKLVGQDVAKFMNWMADEFNYPLGNVHLLGYSL

GAHAAGIAGSLTSKKVNRITGLDPAGPNFEYAEAPSRLSPDDADFVDVLHTFTRG
SPGRSIGIQKPVGHVDIYPNGGTFQPGCNIGEALRVIAERGLGDVDQLVKCSHER
SVHLFIDSLLNEENPSKAYRCNSKEAFEKGLCLSCRKNRCNNMGYEINKVRAKRS
SKMYLKTRSQMPYKVEHYQVKIHFSGTESNTYTNQAFEISLYGTVAESENIPFTLP
EVSTNKTYSFLLYTEVDIGELLMLKLKWISDSYFSWSNWWSSPGFDIGKIRVKAG
ETQKKVIFCSREKMSYLQKGKSPVIFVKCHDKSLNRKSG

Figura 1. Secuencia aminoacidica de la LPL caprina: Se han indicado los dominios
lipasa (en negrilla y doble subrayado) y PLAT (subrayado).

El préximo objetivo consistird en secuenciar el cDNA LPL de distintos individuos
de raza Murciana, Malagueha y Payoya con la finalidad de identificar
polimorfismos y realizar estudios de asociacién en una poblacién de cabras
Murcianas para las que se dispone de datos de control lechero. La caracterizacion
molecular del gen LPL caprino y otros genes relacionados con el metabolismo
lipidico resultara fundamental para comprender mejor los factores genéticos que
gobiernan el contenido en grasa de la leche.
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