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RESUMEN

En los Gltimos meses, el Laboratorio de Cito-
genética y Genética Molecular de la Facultad de
Veterinaria de Zaragoza, junto con el Servicio de
Ganaderia de la Diputacion Foral de Bizkaia, han
emprendido la tarea de la caracterizacion gené-
tica del Poni Vasco o Pottoka. Para ello se ha
realizado la puesta a punto de las técnicas cito-
genéticas que permiten el estudio del cariotipo
individual, con el fin de detectar posibles anoma-
lias cromosomicas en esta raza autoctona, ca-
paces de reducir considerablemente la fertilidad.
Asimismo, se ha comenzado el analisis de poli-
morfismos genéticos en proteinas plasmaticas
(Albumina, Proteina de transporte de la vitamina
D, Proteina Xk, Transferrina y Post-transferrina).
Por otro lado, en el momento actual se ha inicia-
do el andlisis de la variabilidad genética de esta
raza mediante marcadores microsatélites. El
estudio de marcadores genéticos, tanto protei-
cos como microsatélites, permite la identifica-
cion individual, la realizacién de pruebas de
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exclusién de la paternidad y la caracterizacion y
comparacion de poblaciones, a fin de reconstruir
las relaciones entre ellas, que se reflejan en los
llamados arboles y distancias filogenéticas.

SUMMARY

During the last months, the Laboratory of
Citogenetics and Molecular Genetics of the
Veterinary Faculty of Zaragoza and the Service
of Livestock Farming of the Provincial Government
of Biscay, have begun the studies for the genetic
characterisation of the Basque Pony or Pottoka.
In this way we have tuned the genetic techniques
up that allow the study of the individual karyotype,
in order to detect possible chromosomal
alterations able to reduce the fertility considerably
in this local equine breed. Therefore, the analysis
of genetic polimorfisms in plasmatic proteins
(Albumin, D Blinding Protein, Xk Protein,
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Transferrin and Post-Transferrin) has been Al existir varias razas que pueden
started. On the other hand, an effective resultar dificiles de diferenciar morfo-
methodology is developing now, to detect genetic I6gicamente (todos los ponis de la ver-
polimorfisms through DNA microsatellites. The tiente cantabrica), es facil comprender
study of genetic markers, either classic or gque es necesario establecer criterios
microsatellites, allows the individual identification, seguros para identificar inequivoca-
the realisation of paternity exclusion tests and the mente la raza autoéctona.
characterisation and comparison among Solo de esta forma se podré esta-
populations, in order to rebuild their relationships blecer una defensa y conservacion de
that are translated in pedigree-trees and las poblaciones autéctonas.

phylogenetic distances. El estudio de la variabilidad a nivel

genético, comprende el nivel morfol6-
gico, el cromosdmico, el bioquimicoy
el molecular o ADN. Estos estudios de
caracteres inalterables a lo largo de la
vida del individuo, son, ademas, inde-

gi aeg_r(lea esep.?]fgeusg”:’ i’]ggz'f[reorrﬂeng"pendientes de cualquier manipulacién
pecie quel ,yaunal Na-axterna ya que ofrecen la ventaja de
da raza pura, no puede realizarse mas

; . , que su expresion no se haya sometida
que de una forma primaria a través de al efecto del ambiente
los caracteres externos, dada la falta '
de estudios y conocimientos sobre ca-
racteres geneticos. Asi normalmente A ESTUDIOS CROMOSOMICOS
suele realizarse por el peso, el color de
la capa, la plastica del animal, etc. Cada especie de ser vivo tiene un

Sin embargo, en estos momentos espngmero y una morfologia de los cro-

urgente la identificacion genética de mosomas propia. Es por ello que resul-
cada una de las especies, asi como, etan de interés de cara a estudios de
estudio de la variabilidad genética que alteraciones cromosémicas que pro-
puedan presentar entre ellas y entreducen un descenso en la fertilidad, e

poblaciones distintas, con vistas a pre- incluso, una incompatibilidad con la
servar su patrimonio genético. vida.

Un paso previo a cualquier progra-

ma que pretenda preservar un patrimo- MATERIAL Y METODOS

nio geneético, consiste en la caracteri-  Los cultivos celulares se han culti-
zacion de la variabilidad genética en vado mediante la técnica descrita por
las distintas poblaciones. Esta carac- Burrells y Wells (1977) siguiendo las
terizacion permite establecer las dife- condiciones para el cultivo de linfoci-
rencias o similitudes genéticas entre tos a 72 horas. La obtencién de meta-
las mismas y, por tanto, basandose enfases se ha conseguido afiadiendo col-
dicho conocimiento, evitar aquellas chicina 50 minutos antes del sacrificio
medidas que contribuyan a la erosién (Eldridge, 1985) y utilizando un cho-
genética de la raza, como el cruza- que hipotoénico. La tincion se realizo
miento con animales de otras razas. con Giemsa después de una fijaciénen

INTRODUCCION

Determinar si un ejemplar pertene-
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alcohol-acético durante 48 horas. Las metacéntricos X en la hembra, que
imagenes se tomaron con un micros- son, un cromosoma acrocéntrico muy
copio confocal Zeiss, para su posterior pequefio, Y, y otro X, en el macho
edicion. El cariotipo se realizé de (figura 1). Han sido numerosas las
acuerdo al estandar del ISCNDA de alteraciones descritas en el caballo,

1989. especialmente las trisomias de los cro-
mosomas 23, 26, 28 y 30, asi como
REsuLTADOS anomalias en el par sexual: sindrome

El Poni Vasco tiene 64 cromoso- de Turner y diversos quimerismos,
mas (Power, 1990), como corresponde intersexualidad y seudohermafroditis-
a su especiegqquus caballug en esto mo (Hareet al, 1979). Sin embargo,
no se diferencia de otros caballos do- tras analizar un total de 22 animales,
meésticos y si del caballo de Prezwalski no se han observado alteraciones cro-
que tiene 66. El caballo doméstico mosdmicas de ningun tipo.
tiene 13 pares de cromosomas autosé-
micos metacéntricos y submetaceéntri-
cos, 18 pares de autosomas acrocéntri- B. POLIMORFISMOS PROTEICOS

cos y dos cromosomas sexuales sub- ) ) _
Se estan analizando de forma siste-

matica y simultanea cinco tipos de

. proteinas séricas, que también pueden
ﬁ} i‘ IIF l;‘ ‘H‘ ponerse de manifiesto en el plasma
] sanguineo. Se trata de las proteinas

"F i' I I_‘ l"?r E;l siguientes, controladas plurci géni-

cos distintos: Proteina de transporte
r de la vitamina D (GC), Proteina XK
ﬁ- i (XK), Transferrina (TF) y Post-trans-

of AA U8 a0 pp an  ferina (PTF)y Albdmina (AL).
ﬁl ll_ﬂ Al LT ;:: ..

pw R gans g

= Ee El 1
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MATERIAL Y METODOS

En estos estudios preliminares se
han analizado 22 animales distintos,
algunos de ellos supuestamente empa-
rentados en dos familias.

La sangre es recogida utilizando
Figura 1. Cariotipo de una yegua. Los cro- tubos Venoject heparinizados, y se
mosomas aparecen ordenados de mayor acentrifuga para separar plasma y gl6-
menor, observandose tres grupos de cromo- bulos rojos. El plasma se congela has-
somas, metacéntricos, submetacéntricos yta el momento de analizar sus protei-

-

Equvey cabaila 1L In=ed, XX

acrocéntricos. (Karyotype of a mare. The
chromosomes appear orderly from bigger to
smaller, being observed three groups of
chromosomes, metacentrics, submeta-centrics
and acrocentrics).

nas. Solo en dos de los animales con-
siderados se dispuso de suero.

Se utiliza gel de poliacrilamida dis-
continuo como soporte de la electrofo-
resis (Gahneet al, 1977; Gahne y
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Juneja, 1978; Junegt al, 1978). La La TF merece una atencion espe-
tincion con azul de Coomassie R-250 cial. Se ha observado la existencia de
pone de manifiesto las diversas ban- un individuo que carece de bandas en

das proteicas. la region correspondiente a esta pro-
teina, por lo cual se ha considerado
REsuLTADOS como homocigoto para un cierto alelo

La técnica aplicada permite la vi- inactivo de TF, lo que genéricamente
sualizacion de las variantes de las pro- se conoce como alelo silente (Yoko-
teinas siguientes en orden decrecientehamaet al,, 1980; Schmidet al., 1990;
de movilidad anddica: AL, GC, XK, Bowling, 1991 y Bellet al., 1995).

TF y PTF(figura 2). Es de destacar de este estudio, que

En el caso de GC, ademas de loses el primero en que se incluye un
alelos codominantes habitualmente analisis de variabilidad de PTF en équi-
observables (GC*F y GC*S), se ha dos. Lavariabilidad descritaen el Poni
detectado en el grupo de individuos Vasco-Pottoka, se aprecia Gnicamente
analizados un alelo mas rapido que en plasmay no en suero. Por otra parte
GC*F, que por analogia con el descri- tres de los animales no manifestaron
to por Ouragh y Juneja (1994) en caba- ninguna banda de PTF, sin que se co-
llos marroquies, se ha denominado nozca una razén a esta cuestion.
GC*D. La mayoria de los animales presen-

En XK se aprecian dos variantes, tan una sola banda rapida muy visible,
denominadas respectivamente F y S. mientras que algunos de ellos presen-
tan tres bandas, la primera de las cua-
les presenta la misma movilidad que la
banda Unica de los primeros. Se trata
de la tipica imagen de una proteina
dimérica por lo que los individuos de
banda Unica son los homocigotos
PTF*F/PTF*F, ylos de tres bandas los
heterocigotos (Tejedat al, 1997).

Latabla | muestra las frecuencias
genéticas para Idsci analizados con
su correspondiente error estandar, asi
como su valor dg? de equilibrio y el

- N & bill coeficiente F de consanguinidad.
- et B § WL

l'l"l. ' lllln‘ C. ESTUDIOS DE ADN
Figura 2. Gel de poliacrilamida con una Finalmente, es posible en el mo-
imagen tipica de las diferentes proteinas mento actual, la caracterizacion de un
plasmaticas y sus alelo@olyacrilamide gel grupo aislado o raza a partir del anali-
with a typical image of the different plasmatic sis directo del ADN.
proteins and their aleles). El ADN presenta una serie de se-
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Tabla I. Frecuencias génicas para cada alelo estudiado. Se muestra, ademas, el error
estandar el valor de chi en equilibrio y el coeficiente F de consanguin{dasktic
Frequencies for each studied allele. It is shown, also, the standard error, the chi value in genetic
equilibrium and the coefficient F of consanguinity).

Locus Alelo Frecuencia Error CHI F
GC GC*D 0,0909 0,043 4,5 (n.s) 0,3033
GC*F 0,5455 0,0751 - -
GC*S 0,3636 0,0725 - -
XK XK*F 0,9091 0,0433 0,22 (n.s.) 0,1
XK*S 0,0909 0,0433
TF TF*Silente 0,2343 0,0639 5,52 (n.s.) -
TF*D 0,2938 0,0687 - -
TF*F1 0,4265 0,0746 - -
TF*F2 - 0,0314 - -
PTF PTF*F 0,8056 0,0660 1,05 (n.s.) 0,2414
PTF*S 0,1944 0,0660 - -
n.s.= p >0,05

cuencias repetitivas, constituidas a su trar en muchos lugares diferentes del
vez, por diferente nimero de repeti- genoma, y son detectados por la mis-
ciones de una secuencia corta y muy ma sonda o primer para ser posterior-
simple de nucleétidos llamadz=ore mente amplificados por PCR.
Un caso concreto de estas secuencias Eneste sentido, cada individuo ana-
repetitivas son los ADN-satélites. Es- lizado, queda caracterizado por una
tos, son secuencias repetidas en tan-serie de fragmentos de ADN que con-
dem, y constituyen la mayor parte del tienen minisatélites y que constituyen
ADN repetitivo de las células anima- una especie de codigo de barras, tan
les. Estas secuencias pueden medirintrinsecamente individual como una
desde unas pocas pares de bases (minihuella dactilar, de ahi que se le conoz-
satélites y microsatélites), a varios ca como huella dactilar del ADN o
millones. La variabilidad individual ~ADN fingerprint
de estas secuencias, viene dada por la
variacion en el nimero de repeticiones MATERIAL Y METODOS
de la secuencieore. La extraccion de DNA se realiz6 a
Los fragmentos de ADN individua- partir de 10 ml de sangre periférica
les que contienen minisatélites se de- completa, en los que se aplico una
tectan, por complementariedad de ba- variante de la técnica de Sambratk
ses, con segmentos de ADN de se-al. (1989). En ambas situaciones, la
cuencia conocida llamados sondas. extraccion se completd siguiendo la
Los minisatélites se pueden encon- técnica de Montgomery y Sise (1990),
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caracterizada por prescindir del uso de sa en una cubeta de electroforesis.
productos contaminantes, del tipo del La imagen se obtuvo mediante una
fenoly el cloroformo, y por proporcio- pantalla de ultravioletas BIORAD, con
nar DNA de elevado peso molecular un programa que permitié capturar la
en cantidades adecuadas para realizaimagen para su posterior analisis.
varios fingerprint por individuo.

El ADN una vez cuantificado se RESULTADOS
sometio a la reaccion en cadena de la  Los resultados se pueden observar
polimerasa, PCR por el método nor- en lafigura 3.
mal (Heriz, 1995; Saava, 1997) utili- Se analizaron dos animales de la
zando un gel de agarosa al 3 p.100 y muestra, un macho y una hembra, con
bromuro de etidio con el fin de evitar el fin de poner en marcha esta nueva
sustancias radiactivas. Se emplearonmetodologia.
9 cebadores no especie especificosque Respecto al cebador 2p, no dio re-
se afiadieron a la reaccion (2p, 3p, 4p, sultados en el caballo 13 aunque si en

5p, 6p, 7p, 8p, 9p y 10p). _
El ADN amplificado en la reaccién

el 15. Por lo tanto, no se pudo extraer
ninguna conclusion al respecto. El

de PCR se dispuso en un gel de agaro-cebador 3p mostré grandes diferen-

138 sl 13198 13490 mp 4adg 1O R E pe
]

Figura 3. Gel de agarosa que muestra el
marcador de pares de bases (M) y los dife-
rentes alelos encontrados para cada ceba-
dor (p2-p10) en dos animales, 13 y 15.
(Agarose gel that shows the DNA molecular
weight marker (M) and the different found alleles

for each primer (p2-p10) in two animals, 13 and

15).

cias entre ambos animales se encon-
traron en el individuo 15 2 bandas
entre 300 y 400 pb, una banda en
300pb, una entre 200y 300, unade 200
pb y una ultima entre las 100 y las 200
pb. El individuo 13 s6lo comparte una
bandaentrelas 100y 200 pb. El cebador
4p, no tiene claridad en cuanto a la
calle del animal 13. En cuanto a la 5p
y 7p, no se ha encontrado variabilidad
entre los animales. El cebador 6p pre-
senta en el individuo 13, una banda
entre 300 y 400 pb, que le diferencia
del 15. El cebador 8p presenta dos
bandas por encima de las 200 pb en el
animal 15 que no aparecen en el 13,
aunque sigue comparten las 3 situadas
entre las 200 y las 50 pb. El cebador
que ha resultado ser mas variable en
cuanto a nimero de bandas es el 9p
con 7 bandas que aparecen en 15y no
en 13. Este ultimo s6lo comparte en
esta reaccion una banda con 15. Por
tltimo el cebador 10p no ha tenido una
reaccién clara en ninguno de los dos
animales.
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En conclusion, y a falta de mas
andlisis, esta técnica de PCR, parece
dar mas informacién que la PCR cla- Al Doctor Demetris Saava del de-
sica de deteccién de microsatélites, partamento de Bioquimicay Fisiologia
pues la interpretacion de las bandas de la Universidad de Reading (Reino
esta muy cerca de lo que es el Unido) por su inestimable ayuda en la
fingerprint. puesta en marcha de la técnica de PCR.
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