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Summary.

Four colinesterasic phenotypes in the blood plasma of chickens were
identified. The technique of horizontal electrophoresis on polyacrylamide
gel was used. These phenotypes also found by Csuka and Petrovsky (1968)
and Alvarez del Valle (1981), are designated as A, B, AB and 0.

The quantification of the colinesterasic activity was done by spec-
trophotometric techniques. While quantifying the colinesterasic activity,
significant differences between the mean values of each phenotype were re-
corded. The main activity corresponded to the most anodic band A, while
the phenotype 0 characterized by a lack of bands showed the minimum coli-
nesterasic activity. We found heterosis«for this trait.

Resumen.

Se han identificado cuatro fenotipos colinesterdsicos en plasma san-
guineo de pollos. Para ello se han utilizado técnicas de electroforesis
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horizontal sobre gel de poliacrilamida. Dichos fenotipos, que coinciden
con los descritos por Csuka y Petrovsky (1968) y Alvarez del Valle (1981),
son designados por A, B, AB y 0.

Mediante técnicas espectrofotométricas se ha cuantificado la activi-
dad colinesterisica plasmitica de estos animales, y se han encontrado di-
Ferencias significativas entre los cuatro fenotipos. La mayor actividad
corresponde a la banda de migracién mis anédica (A), mientras que el feno-~
tipo carente de banda electroforética (0) presenta 1a minima actividad co-
linesterédsica. Se ha observado el fenémeno de heterosis para este ca-
racter.

Introduccign.

El estudio de la relacién entre el polimorfismo bioquimico en aves y
la intoxicacién por compuestos organofosforados (0Ps) ha constituido 1a
tesis doctoral de uno de los autores (1988), 1o que nos llevd a estudiar
previamente el polimorfismo esterésico en pollos y la relacién de tal po-
limorfismo con 1a actividad enzimitica correspondiente, concretandonos al
grupo de las colinesterasas, enzimas muy sensibles a los QPs.

en pollos fueron descritos por primera vez por Tanaka y Nakaso (1959);
trabajo continuado por Kaminsk; y Jeanne-Rose (1964) y Borel (1964),

El conjunto de investigaciones posteriores no clarifican, de una na-
nera definitiva, el sistema genético de control de las esterasas plasmiti-
cas en pollo. Asi, mientras Csuka y Petrovsky (1968) y Alvarez del Valle
(1981) proponen la existencia de un locus autosdmico con tres alelos: Esh,
EsB y EsO; los dos primeros codominantes entre si y dominantes ambos sobre
el alelo EsO; Kimura (1969) se inclina por la presencia de dos alelos co-
dominantes (Es-F y Es-S) y, por Gitimo, Grunder (1971 propone un sistema
genético en el que el control esterdsico estaria regulado por un locus ay-
tosémico con tres alelos codominantes: EsA, EsB y EsC.

Material y métodos.

Se han utilizado 97 pollos de raza Rhode Island, recogidos con 7 d{as
de edad y mantenidos en condiciones de laboratorio hasta los 4 meses, a
fin de controlar aquellos factores ambientales (alimentacién, temperatura,
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estrés, etc.) que pudieran influir en la cuantificacidén de su actividad
colinesterdsica. Los animales eran todos del mismo sexo (machos) y edad (&
meses).

+ De cada animal se ha obtenido una muestra de sangre, que se ha some-
tido a centrifugacion a 2000 g durante 15 minutos en centrifuga refrigera-
da. El sobrenadante se ha conservado en tres alicuotas a -30 2C.

Una de ellas fue utilizada para identificar, mediante técnicas de
electroforesis horizontal, las distintas variantes colinesterisicas. Otra
permitié cuantificar la actividad colinesterdsica del animal, mediante
técnicas espectrofotométricas. La dltima quedé como material de reserva,
para posibles repeticiones de pruebas. ,

El método electroforético utilizado (pH 8,5) ha sido el descrito por
Gahne y col. (1977).

Para la identificacidén de las zonas de actividad colinesterédsica se
han establecido dos criterios complementarios: Jwv’lidad electroforética
(Augustinsson, 1961) e inhibicién por eserina 10 (Krish, 1971).

El método elegido para cuantificar la actividad colinesterdsica ha
sido el de Ellman y col. (1961), si bien se ha introducido una pequefia mo-
dificacién recomendada por Szasz (1968) en cuanto al substrato utilizado.
Este autor indica que la afinidad de la colinesterasa por la butiriltioco-
lina (substrato utilizado por nosotros) es dos veces superior a la que
muestra por la acetiltiocolona (substrato utilizado por Ellman y col.
1961). Ademds, la butiriltiocolina presenta una mayor estabilidad que la
acetiltiocolina al pH y a al calor.

Resultados y discusién.

Se han identificado cuatro fenotipos colinesterdsicos en el plasnma
sanguineo de las muestras de pollos utilizados. Siguiendo el método pro-
puesto por Csuka y Petrovsky (1968), se han designado a estos cuatro feno-
tipos por las letras A, B, AB y 0. Los fenotipos A y B estédn representados
por bandas de igual grosor y tefiidas con igual intensidad, si bien la ban-
da designada como A tiene mayor movilidad electroforética que la B. Los -
heterocigotos AB presentan ambas bandas y los A0 y BO aparecen en el zi-
mograma de idéntica forma que los homocigotos AA y BB, respectivamente
(fig. 1).

En algunos animales incluidos en los fenotipos A y B es posible ob-
servar variaciones en la intensidad de tincién de las bandas y, a veces,
en el grosor de las mismas. Como otros autores (0ki y col., 1966), pensa-
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mos que estas diferencias en intensidad de tincién podrian corresponder a
las existentes entre los animales homocigotos (AA y BB) y los heteroci-
gotos (A0 y BO).

Los animales incluidos en el fenotipo O no ostentan ninguna banda que
los identifique, por lo que "aparentemente" no presentan actividad coli-
nesterdsica en plasma.

Suponiendo la poblacidon en equilibrio de Hardy-Weinberg se han obte-
nido las frecuencias génicas y genotipicas que, junto a las fenotipicas
encontradas, se exponen en la tala I.

La prueba ji-cuadrado, que valora el ajuste entre el nimero de indi-
viduos observado para cada clase fenotipica en la muestra y el esperado,
asumiendo una situacién de equilibrio Hardy-Weinberg, revela un valor de
9,26, el cual es significative (p < 0,05). Ello viene a indicar que, en lo
referente a los fenotipos, existe un desequilibrio en la poblacién, que
podria deberse primordialmente a un exceso de heterocigotos AB. Recordemos
que, para este caracter, estos heterocigotos presentan mayor actividad co-
linesterisica que los homocigotos, lo cual va acompafiado de una alta re-
sistencia a los compuestos organofosforados, como se demuestra en nuestros
trabajos previos (Martinez et al., 1968a y 1988b).

Posteriormente se determind la actividad colinesterdsica media de ca-
da fenotipo, y se obtuvieron los resultados expuestos en la tabla II.

La prueba F de Snedecor (1964) muestra diferencias significativas (F=
317,7; p< 0,01) en el total de fenotipos, respecto de sus actividades en-
zimdticas. Estas diferencias apuntan a una clara correspondencia entre el
caracter cuantitativo de una mayor o menor actividad enzimdtica. Dentro de
esta correspondencia debemos resaltar varios puntos: a) el fenotipo A pre-
senta una actividad mucho mayor (mis de un 230 p.c.) que el fenotipo B. b)
El fenotipo O presenta la menor actividad colinesteradsica de los cuatro
fenotipos existentes. ¢) El fenotipo AB confiere una actividad aln mayor
de la que cabria esperar de la suma de las actividades de los fenotipos A
y B.

Estas consideraciones nos llevan a apuntar la posibilidad de que las
distintas enzimas o subunidades enzimaticas, manifestadas por distintas
bandas en el zimograma, sean las responsables de una mayor o menor activi-
dad enzimatica. Los animales de fenotipo AB parecen verse favorecidos por
heterosis, lo cual les confiere una alta actividad colinesterésica y una
mayor resistencia frente al grupo de los pesticidas organofosforados
(1988). |

La imposibilidad de detectar electroforéticamente (con los substratos
y técnicas empleados) una colinesterasa plasmatica en los animales homoci-
gotos recesivos para este locus colinesterasico, parecia, en principio,
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reflejar la no expresion del alelo EsO o que la enzima o fraccién enzi-
matica resultante fuera inactiva.

Casos similares de alelos silenciosos han sido publicados por varios
autores, entre otros, Okada y Sasaki (1970); Tanabe e Ise (1972) y Hashi-
quchi y col. (1981). Asimismg, Liddell y col. (1962) postulan la existen-
cia de un gen silencioso (Es”) causante de la ausencia total de actividad
colinesterédsica en el hombre. En un principio, sosteniamos la existencia
de una gran similitud entre dicho alelo y EsO, en pollos.

Sin embargo, al cuantificar la actividad colinesterésica de estos ho-
mocigotos, obtenemos unos valores medios que, si bien son minimos, descar-
tan al mismo tiempo la inexpresidn del alelo EsO y la inactividad del pro-
ducto enzimatico sintetizado.

Este hecho nos lleva a plantear la posibilidad de que la no detecciédn
electroforética de estos homocigotos recesivos esté originada por la mini-
ma actividad colinesterdsica que presentan (alrededor de 35-40 mU/ml/
min.); nivel por debajo del cual dicha actividad no seria detectable elec-
troforéticamente. Esta hipbtesis ha sido, sin embargo, descartada por no-
sotros anteriormente (1988).

Nuestros resultados estdn, por tanto, en contradiccién con las opi-
niones de Csuka y Petrovsky (1968) y Alvarez del Valle (1981), quienes de-
signan a los animales pertenecientes al fenotipo 0 como de "actividad es-
terdsica negativa'.

Descartada la presencia de un nivel critico de actividad colinestera-
sica por debajo del cual dicha actividad no seria detectable, nos inclina-
mos a aceptar la existencia de diferencias cualitativas entre los produc-
tos enzimaticos codificados por los distintos alelos. Asi, la enzima o
subunidad enzimatica codificada por el alelo EsO puede presentar unas ca-
racteristicas bioquimicas que provocan, bajo las técnicas y substratos
utilizados, su no manifestacidén en el zimograma. Asi mismo, las acusadas
diferencias de termoestabilidad que presentan algunas isozimas podrian ex-
plicar igualmente la no deteccién electroforética de la actividad colines-
terbdsica plasmatica de los animales pertenecientes al fenotipo 0.
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Fig.l. Zimograma de la colinesterasa plasmatica en pollos.
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Tabla I. Distribucidn de los fenotipos en la poblacién analizada, distri-
buciones genotipicas y frecuencias génicas en la situacién de

equlibrio.
Frecuencias
Feno- Ne de indi- Geno- fenotipicas genotipicas génicas
tipos viduos ob- tipos observadas en en
servados equilibrio equilibrio
AA 0.087
A 19 0.196 A(p)= 0.295
AO 0.183
BB 0.156
B 32 0.330 B(q)= 0.395
B0 0.245
AB 32 AB - 0.330 0.233
0 14 00 0.144 0.096 0(r)= 0.310

Nota: Frecuencias calculadas segdn el método de Bernstein (1930).

Tabla II. Actividad colinesterisica media de los cuatro fenotipos.

Fenotipo N2 de animales Activ.ChE media Error de la media
(mU/ml/min.)
A 19 127.012 8.279
B 32 54.553 3.211
AB 32 228.713 14.206
0 14 31.832 4,588




