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Sunmnmary

We have studied, by starch gel electrophoresis, in a Spanish Merino
population subdivided in 6 subpopulations, the.erythrocytaric polymor-
phism of carbonic anhidrase (CA), X-protein and hemoglobin (Hb). The
following frequencies have been found:Carbonic anhydrase: cAS - 0.952,
CAFm 0.058;; X-protein: "s" = 0.656, "-" = 0. 34k, Hemoglobin: Hg‘= 0.327,
Hb B. 0.673. By the assumption of H-W equilibrium we have estimated for
the x allele a frequency of 0.586.

We have applied to the data obtained the Lewontin E Krakauer test,
that indicated us that the differences between gene frequencies of the
6 subpopulations are dued to aleatory factors, and the Hill test, that
indicated us there is no linkage desequzllbrlum in the .gametic frequen-
cies between the CA and Hb loci.

Resumen

Se estudia en una poblacién de Merino espafiol, subdividida en 6
subpoblaciones, mediante electroforesis en gel de almidén, el polimorfis-

Recibido para publicacién el 23-9-1982.

-1




Archivos de zootecnia, vol. 32, nGm. 123, 1983, p.132.
. MORERA ET AL.: POLTHMORFISMO DE AC; PROTEINA Y HEMOGLOBINA ER BERINO.

mo eritrocitario de anhidrasa, proteina X y hemoglobina. . ,

Encontramos las siquientes frecuencias: anhidrisa carbénica:
CAS- 0.952; cAf - 0.058; proteina-X: M+ = 0.656; " - 0.34%4; hemoglobi-
na: HbA= 0.327; HbB= 0.673. Admitiendo la existencia de equilibrio H-
W para proteina-X, estimamos una frecuencia del alelo x de 0.586.

A los datos obtenidos hemos aplicado la décima de Lewontin £ Kra-
kauer, que nos indica que. las diferencias en las frecuencias génicas
de las 6 subpoblaciones son debidas a factores aleatorios, asi como la .
de Hill, que apunta a la inexistencia de desequilibrio de ligamento en
lo que respecta a las frecuencias gaméticas entre los loci CA y Hb.

Las técnicas para la produccién de reactivos especificos para anti-
genos de glébulos rojos (Fergusson (2) ) abrieron el campo de las inves-
tigaciones sobre marcadores genéticos en especies domésticas. Los méto—
dos bioquimicos de electroforesis en gel de almidén (Smithies (11) )
vendrian a ampliarlo mediante los polimorfismos bioquimicos y enzimiti-
cos. Dentro de la amplia gama de posibilidades que para la investigacién
bioldgica y zootécnica se abrieron con estos trabajos, no son las menos
importantes aquellas que tienen por finalidad el anilisis de la estructu-
ra genética de las poblaciones y, mas concretamente, la caracterizacién

de razas en base a la naturaleza y frecuencia de sus alelos. Esta carac-
terizacién hace posible seguir la variacién que experimenta una raza
debido a procesos tales como diversificacién geografica, lo que puede
traer consigo respuestas a procesos selectivos, mejorantes y de adapta-
cién, a los distintos medios ambientales, o la prictica en gran escala
de la inseminacién artificial, que modifica profundamente las frecuencias
génicas. Asi mismo es posible realizar estudios sobre el proceso de for-
macién de las razas; cuanto mds parecidas genéticamente sean dos razas,
mds emparentadas. estdn; es decir, mas préximas se hallan en el arbol
genealdgico de la especie. Dentro de este campo se lleva-a cabo en nues—
- tro Departamento una linea de investigacién que abarca a la especie ovi-
na y, dentro de ella, a la raza merina. La importancia de estos trabajos
viene dada por la raza sobre la .que se realizan, una raza que ha dado
origen al mayor nimero de variedades y que se ha extendido por todo el
mundo. Continuando en esta linea, se presentan en -este trabajo dates

referentes a los polimorfismos eritrocitariios de anhidrasa carbénica,
proteina-X y hemoglobina. Hasta ahora no se hdbIa abordado el estudio
de los polimorfismos sanguineos en lo que se refiere a la raza pura,
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en su tronco espafiol, origen de todaas las variantes que se puedan encon-
trar en merino.

Revisién bibliografica

Anhidrasa carbénica.
t

Tucker y col. (13) pusieron de manifiesto la existencia de dos ban-
das (S y F) que determinaban tres fenotipos: §, SFf y F, controlades por
un par de alelos autosémicos codominantes: CA” y CA". Estas bandas se
tifien con colorantes especificos de proteinas asi como con alfa-naftila-
cetato, dada la actividad esterdsica de esta enzima. En todas las razas
estudiadas el alelo CA es el mds frecuente, con valores superiores en
general a 0,9 (Tucker y col. (13), Fesus (3); Makaveev y Tjankov (8)
y Prebska y Rembiesa (3) ).

Proteina-X.

Este polimorfismo, descrito por Tucker y col. {13), consiste eb
la existencia de seis bandas, que se tifien con colorantes especificos
de proteinas: dos de ellas, 12 y 52 en orden decreciente de migracién
a pH = 7,4, aparecen en todas las muestras: tres bandas, 28, 42 y 62,
estén las tres presentes (fenotipo X positivo) o las tres ausentes (feno-
tipo X negativo). Una banda mis, la 32, estd presente en algunas muestras
negativas. Mostraron que el fenotipo positivo tiene herencia dominante
frente al negativo. Cuando el pH del medio se ajusta a 7,6, las bandas
variables cambian de posicién respecto a las constantes y ocupan las
posiciones 28, 52 y 62. Existe gran variabilidad en cuanto a la frecuen-
cia del alelo x, que determina el fenotipo negativo, en las razas estu-
diadas {Tucker y col. (13) y Fesus (3) ).

Hemoglobina.

De las variantes encontradas, las mis frecuentes en las formas do-
mésticas de ovinos son la HbA y-HbB(Harris y Warren (4)), controladas
por un par de alelo$ autosémicos codominantes: HbA y Hb . Otras formas
encotradas son: Hb: (Blunt y Evans (1); Hb (Vaskov. y Efremov (14) ¥
HbE (Jhon y Jhon, (6} ). ° :
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Material y métodos

Los animales usados en este trabajo pertenecen a la poblacidn de
merino espafiol localizada en Hinojosa del Duque {Cérdoba). Esta pobla-
cién, creada en 1971 y subdividida en 6 lotes o subpoblaciones que se
mantienen reproductivamente aislades, est4 compuesta de animales proce-
dentes de diversas regiones consideradas como cuna de la raza, y mantie-
nen en la actualidad su pureza de origen.

La técnica utilizada en la deteccién de los polimorfismos &s la
de electroforesis. en gel de almidén. El tratamiento de las muestras,
asi como el método de elaboracién de los geles y desarrollo de la elec-
troforesis es la descrita por Rodero y col.. (10). Para la deteccifn de
anhidrasa carbénica y proteina-X hemos seguido el método decrito por
Tucker y col. (13). Para la de hemoglobinas, el decrito por Rodero y
col. (10). :

Resultados y discusién

Anhidrasa carbénica.

Hemos detectado las dos bandas S y F, coincidiendo con las descritas
por Tucker y col. (13). Las frecuencias genotipicas y génicas, asi como
el ji-cuadrade de equilibrio para los lotes, aparecen en la tabla I.
Como puede apreciarse, existe gran homogeneidad entre los lotes, por
lo cual la variabilidad, calculada por $° = 1/N { Elnipi)u 52, donde N
es el total de muestras analizadas, ni,pel ndmero de muestras de cada
lote; py, la frecuencia del alelo CA” en cada lote; y p, la frecuencia
media de este mismo alelo, es muy pequefia: 0,00027. Por otra parte, el
coeficiente de consanguinidad, como consecuericia de la subdivisidn en
lotes, considerando que los apareamientos se realizan al azar, lo hemos
estimado, segln Cavalli-Sforza y Bodmer, por F = Sp,éﬁ(l - p), obteniendo
un valor de 0,0058. L

La alta frecuencia del alelo CA#L 0,952 concuerda con lo encontrado
en las demds razas estudiadas. Fsta alta frecuencia hace poco fiables
las décimas estadisticas de comparacién de frecuencias que pudieran em-
plearse y, por tanto, sus resultados serian myd dudosos.

Proteina-X.

Los resultados coinciden en lo fundamental con lo descrito por Tuc-
ker y col. (13), en cuanto a los fenotipos encontrados; sin embargo,
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se han hallado algunas nmuestras en las que faltaba alguna de las tres
bandas que, segln estos autores, deberlan aparecer siempre juntas en
las muestras positivas. Esto lo consideramos debido a la escasa tincidn
que presentan estas bandas, lo que hace diffcil visualizarlas a veces;
por consiquiente, estas muestras se han considerado también como positi-
vas.

ta tabla II. muestra las frecuencias fenotipicas observadas, asi
como las frecuencias génicas estimadas bajo la hipétesis de equilibrio
genético. La variabilidad, calculada mediante la férmula anteriormente
citada, es de 0,0032. El coeficiente de consanquinidad debido a la subdi-
- visién de la poblacidn en lotes es F = 0.0132.

ta diferencia entre las frecuencias del fenotipo negative en machos
y hembras (0,465 y 0,331, respectivamente) no es’'estadisticamente signi-
ficativa (z = 1,76; P =0,05). Este resultado coincide con los de Tucker
y col. (13), lo que llevaba a estos autores a descartar que este-polimor-
fismo pudiera estar controlado por un gen ligado al sexo.

Hemos comparado la frecuencia del alelo x (qg= 0,586) con las encon-
tradas en otras razas por diversos autores. L&s resultados se recogen
en la figura 1, en la que las razas han sido agrupadas segln su origen
étnico y se ha comparado, mediante pruebas z, la frecuencia promedio
en cada grupo. Estos datos muestran que las diferencias parecen responder
a diferencias reales entre razas mas que a efectos del azar: muestreo,
deriva genética, etc.

Hemoglobina.

Se han detectado los dos tipos mds frecuentes en ovejas dométicas:
HbA y HbB, llamando HBA a:la dé mayor movilidad-electroforética. La tabla
111 muestra las frecuencias encontradas as{ como el ji-cuadrado de equi-
librio. La variabilidad para la frecuencia promedio del alelo o' es de
0,0015. E1 coeficiente de consanguinidad, como consecuencia dela subdivi-
s14n en lotes, es F = 0,0072. '

‘ Vamos a discutir sequidamente la evolucién en la frecuencia del

alelo Hb~ comparando estos datos con los aportados por Rodero y col.
(10), péra esta misma poblacidn. Veremos con ello la influencia de la
seleccién de animales realizada en una determinada explotacién, sobre
la representatividad'de las frecuencias génicas calculadas para un deter-
minado polimorfismo. La tabla IV recoge estos resultados.

Vemos que la diferencia entre la frecuencia global en los dos afies
(0,348 y 0,327} no es significativa (z = 0,754); para los lotes, los
valores z son igualmente no significatives, variando desde el lote 5%
(z = 0,364) hasta el lote 12 (z = 1,86)len el que el valor es préxino
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al significativo (1,96). En este lote 12 la diferencia entre las hembras
(0,&71 y 0,304), en los dos afios, si es significativa (z = 2,774; P
£0,01). La magnitud de la fluctuacién en las frecuencias tiende a dismi-

nuir cuando aumenta el nlmero de muestras analizadas, lo cual pone de

manifiesto la importancia de que los datos sobre frecuencias de polimor-
fismos estén apoyados en un nilmero de muestras no pequefio.

Hemos realizade el anélisis de méximo desequilibrio -de 1lgam1entbh
para los loci CA y HB, propuesto por Hill (5) y modificado por Weir y
" Cockerham {17), en el que se estima 0, (dentro de individuos) sobreen-
tendiendo que Dp (entre individuos) es igual a 0. Este andlisis $e com-
pleta con el propuesto por Burrows, recogido en Weir y Cockerham (16),
en el que se calcula la D global, teniendo en cuenta Oy y Dp. El resulta-
do se muestra en la tabla V.

El valor negativo de D (que también hemos expresado en términos
-de coeficiente de correlacién, R} nos indica que los gametos se encuen-
tran en fase de repulsidén, pero el ji-cuadrado asi como R nos da los
valores no significatives. Hemos realizado la prueba z para comparar
ambos R en los términos que propone Weir {15). Si la diferencia entre
ambos R hubiese sido significativa seria como consecuencia de que Db'
que no es considerada en el método de Hill, es diferente de cero y por
lo tanto existirfa una componente de D motivada por un apareamiento no
al azar. El resultado de la tabla V nos muestra que O, = 0 vy por lo tanto
los gametos se aparean al azar en las seis subpoblaciones, no detecténdo-
se diferencias entre la distribucién de frecuencias gaméticas de los
seis lotes.

Lewontin y Krakauer {7) proponen una décima de significacién de
ji-cuadrade basada en la estimacién de la varianza del coeficiente F
en razén de la varianza esperada de este mismo coeficiente, con grados
de libertad igual al ndmero de loci menos uno. El objeto de esta prueba
es detectar el comportamiento neutral o selectivo de diversos loci mues-
treados en diferentes poblaciones. Con respecte a los loci CAy y Hb hemos
obtenido los resultados que muestra la tabla VI. £]1 valor no significati-
vo del Jji-cuadrado indica que no ha habido seleccién diferencial sobre
ninguno de los dos lggi, ya que los valores observados de F son m&s homo-
géneos de lo que cabria esperar si hubiese habido una presién de selec-
cién significativa. Los resultados de esta tabla nos confirma que las
diferencias en las frecuencias génicas de las seis subpoblaciones son
debidas a factores aleatorios que producen deriva genética,o a una fuerte
migracién entre las subpoblaciones, lo que queda descartado por tratarse
de lotes completamente cerrados bajo control humano..
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Tabla II. Polimorfismo de la proteina-X. Frecuencias fenotipicas observa-
das y frecuencias génicas suponiendo equilibrio genético.

F. fenotipicas F. génicas
Ne de observadas estimadas

' muestras + - X
Lote 1 143 C,664 0,336 0,421 0,579
Lote 2 35 0,514 0,486 0,303 0,697
Lote 3 83 0,602 0,398 0,369 0,631
Lote 4 43 0,605 0,395 0,371 0,629
Lote 5 117 0,744 0,256 0,494 0,506
Lote 6 ' 21 0,667 0,333 0,423 0,577
tPoblacién )
total ’ L472 0,656 0,344 ) 0,414 0,586
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Tabla IV. Frecuencia del alelo HbA en Rodero y col. (10) y en el presen-

te trabajo.

Rodero vy Presente

col. (10) trabajo 2
Lote 1 0,429 0,375 1,866 (P=0,05 .
Lote 2 0,320 0,400 0,786 (P>0,05
Lote 3 0,308 0,349 0,692 (P»0,05
Lote & 0,416 0,383 0,369 (P =>0,05)
[Lote 5 _ 0,296 0,277 0,364 (P =0,05)
Poblacién
total 0,348 0,327 0,754 (P »0,05)
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