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Summary

The blood serum concentration of the metals Fe, Cu, and Zn has been
studied in a population of sixty Spanish horses, as well as the genetic
polymprphisms of albumin (Al), transferrine (Tf) and alcaline esterase
(Est-al) and acid (Est-ac). ‘

" With the data obtained, the elementary analysis of quantitative
characteristics is carried out (metal concentration: Fe, Cu, Zn). The
differences between the metal concentration and each of the polymorphisns
studied is determined through variance analysis to infer possible rela-
tionships. ‘

The,X"2 equilibrium for different polymorphisms is also obtained and
the heterozygosis is calculated for each locus as well as for the popula—
tion as a whole.

Resumen

Se ha estudiado una poblacidn de 60 caballos ‘espafioles, la concen-
tracién en suero sanguineo de metales Fe, Cu y Zn, asi como los polimor-
fismos genéticos de alblmina, esterasa 4cida y alcalina y transferrina.
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Con los datos obtenidos se realiza el an4lisis estadistico elemental

de los caracteres cuantitativos (concentracién de los metales). Se deter-

mina la diferencia entre la concentracién de metal y cada uno de los

polimorfismos, mediante andlisis de varianza, para inferir posibles rela-

ciones. Se obtiene el X2 .de equilibrio: parallos\dlferenteslpollmorflsmos

y se calcula la heter021g051s para cada locus asi como para el conjunto
de la poblacign.

’ .
Introduccién

El metabolismo de los oligoelementos est4d Intimamente relacionado
con el mantenimiento del crecimiento y desarrollo normales, asi como
de la reproduccién y sanidad animales. Un gran ndmero de desordenes cli-
nicos en animales domésticos estd asociado a deficiencias de estos oli-
goelementos. Durante las dos Gltimas décadas una gran cantidad de infor-
macién ha sido obtenida sobre el papel desempefiado por estos elementos
en el mantenimiento de las funciones metabélicas normales y sobre las
consecuencias de su deficiencia o exceso. Revisiones amplias a este res--
pecto han sido publicadas por Underwood 15,16),

Asociaciones entre concentracién de metales y fenotipos de sistemas
polimérficos han sido citados por Wiener y Fieldl7) , quienes presentaron
evidencia de variacién genética en la concentracién de un ndmero de mine-
rales en la sangre,tanto de ovinos como de vacuno.

Por lo que respecta a ovinos, se ha encontrado que las ovejas de
hemoglobina B poseen concentraciones de cobre ensangre total mayores que
las ovejas del tipo A. El t1po AB presenta concentraciones intermedias
entre ambos (Wiener &t al 18)y, El pollm?rflsmo de alblmina en caballos
fue mostrado, en primer lugar por Braend y Bengtsson y col.l).

Se detectan tres fenotipos, denominados F, FS y S, que, segdn los
datos obtenidos por estos autores, estdn controlados genéticamente por
un locus autosémico con dos alelos codomifiantes S y F.

El sistema transtrrina en caballos fue estudiado, en principio,
por Braend y Stormont , quienes propusieron la existencia de seis ale-
los codominantes, a los "que denominaron D, F,.H, M, 0 y R. Investigacio-
nﬁs posteriores (Hasselhot7) ; Bengtsson y col. 1) ; Kamisnsky y col.
9 ) confirmaron este supuesto. Ghane 6) mostré 1la variacién dentro de
una zona de esterasa, que identificé como carboxilesterasa. Encontrd
siete fenotipos, a los que denoming F, I, S, 0, FI, FS e IS. Los fenoti-
pos F, I y S poseen tres bandas. El fenotipo O se caracteriza por la
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ausencia de bandas. Los fenotipos™ FI y FS tienen cuatro bandas; y el
fenotipo FS, cinco. La herencia de este sistema es mediante tres alelos
autosémicos codominantes, F, I y S, y un cuarto recesivo (0). ’

Scott 12) , empleando un sistema de baja fuerza iénica, a pH &4'5,
consiguié una separacién mejor de las esterasas polimérficas. Mediante
este método detecté tres nuevas bandas: la banda G (situada en la zona
del alelo F,a pH alcalino); la banda H (situada en la zona del alelo
I) y la banda X (situada en posicién posterior a la banda I). _

El propésito del presente trabajo es la determinacién de las concen-
traciones de tres metales: Fe, Cu y Zn, én suero de caballos; el estudio
de cuatro sistemas polimérficos y el estudio de los valores medios de
las concentraciones de los metales citados en cada uno de los genotipos
de estos sistemas, para detectar posibles diferencias entre ellos. Los
sistemas polimérficos estudiados han sido: albdminas, esterasas &cidas
y alcalinas y transferrinas.

Material y métodos

Las muestras analizadas en el presente trabajo han sido obtenidas
de la agrupacién de caballos del 72 Depdsito de Sementales, en Cérdoba.
La deteccién de los distintos genotipos en los sistemas polimérficos
se ha realizado mediante electroforesis en gel de almidén, seglin los
métodos siguientes: alblmina y transferrina: Krist{ansson (1963), modifi-
cado por Efremov y Braend#). Esterasa 4cida: Scottl2), Esterasa alcalina:
Smithies i3 , modificada por Ghanes) y adaptada por Kaminsky8 .

La determinacién de las concentraciones de Fe, Cu‘y In presentes
en los sueros sanguineos se ha llevado a cabo por espectroscopfa de ab-
sorcién atémica, midiendo directamente en un espectrofotémetro Perkin-
Elmer 380, haciendo uso de las correspondientes lé&mparas de cétodo hueco,
a las siguientes longitudes de onda: Fe, 248,3; Zn, 213, 9; y Cu, 324,8.

Resultados y discusién

Los resultados obtenidos en las determinaciones de las concentracio—
nes de metales se representan en la figura 1. En ella se muestran los
histogramas de frecuencias absolutas correspondientes a las distribucio-
nes de cada uno de los metales, as{ como los parémetros estadisticos
mas usuales de cada una de ellas.
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En cuanto a la forma de estas distribuciones, aunque evidentemente
no es estrictamente normal, a la vista de los valores de los coeficientes
de asimetria y curtosis (g 1 ¥ 9p » respectivamente) podemos afirmar que
esta desviacién de la normalidad no puede considerarse significativa
a efectos estadisticos. El nlmero de muestras estudiadas no es grande
(inferior a 100), lo que hace no aconsejable la realizacién de una prueba
X %2 de bondad de ajuste.

El rango de distribucién de los valores es el siguiente: 3,10 -
0.57 jug/ml, con un valor medio de 1,53 y una desviacién tipica de 0.609,
para el Fe; 1,20 - 0.44 Hg/ml, con ® = .77 y s = 0.187, para el Cu;
y finalmente, 1,23 - 0.26 'Ng/ml, con x = 0.59 y s = 0.210, para el
in. ’

En la tabla I se muestran los resultados obtenidos en los andlisis
de los sistemas polimérficos estudiados: albimina, esterasas &cidas vy
alcalina y transferrina.

Esta figura ofrece, ademds del nlmero de muestras estudiadas para
cada sistema, los valores de las frecuencias genotipicas observadas (en
valores absolutos) y las frecuencias génicas. A partir de los valores
de éstas se han calculado los valores de las frecuencias genotipicas
esperadas. En- el caso del polimorfismo de albimina se ha calculado el
X 2de~ajUste, para determinar la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg

y, como puede observarse, no es significativo.

' Para los demds polimorfismos no se ha efectuado el cilculo de este
X 24de ajuste para el equilibrio Hardy-Weinberg, dada la presencia de
gran nimero de valores de las frecuencias esperadas inferiores a 5; sin
embargo, puede observarse una amplia concordancia entre los valores de
las frecuencias observadas y esperadas en todos los casos, lo que signi-
ficaria la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg, también para estos
loci. -
Hemos investigado la posible existencia de diferencias estadistica-
mente significativas entre los valores medios de las concuntraciones
de metal y suero para cada uno de los metales y para los cuatro sistemas
polimérficos. El método estadistico empleado ha sido el andlisis de va-
rianza simple, mediante el cual se forman grupos de observaciones corres-
pondientes a cada uno de los genotipos en cada uno de los sistemas (tres,
en el caso de las albdminas; seis, en el caso de las esterasas alcalinas
y 4cidas; y doce, en el caso de las transferrinas) y se contrasta la
hipétesis de igualdad de medias para cada uno de estos grupos asi forma-
dos. '

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla II. En la parte
izquierda se muestran los valores F obtenidos en el anélisis de varianza
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correspondiente a cada uno de los casos; y en la parte derecha, el valor
tedrico de la distribucién F, para un nivel de significacién del 5 p.100,
para determinar la significacién de los valores F observados, asi como
los correspondientes grados de libertad,

A la vista de los resultados obtenidos, en los que ninguno de los
valores F es significativo, podemos concluir la no existencia de diferen-
cias entre los valores medios de las concentraciones de Fe, Cu y Zn,en
el 'suero de caballos para los distintos genotipos, en los sistemas poli-
mérficos de albdminas, esterasas acidas, esterasas alcalinas y transfe-
rrinas.

Se ha calculado el valor de la heterocigosidad por locus (h), asi
como la heterocigosidad media (H) para los cuatro loci estudiados. Se
han utilizado dos métodos: el conteo directo de heterocigotos, lo cual
es posible dada la existencia de codominancia en todos ellos; y, en se-
gundo lugar, el céculo a partir de los va 8$es de las Frecuencias génicas
obtenidas, siguiendo a Nei & Roychondhury. "-

=81 llamamos xy = Erq/n a la frecuencia muestral del alelo 1 y asu-
miendo que la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy—ﬁeinberg,
la homocigosidad y heterocigosidad muestral viene dada por jx,=2jxi y h=
=1l.-= j» respectivamente. k=1
‘La heterocigosidad media de una poblacién, definida como el valor
medio de h para todos los loci, se estima mediante '

-

[\

H = “hk/r
k=1

donde r es el ndmero de loci estudiados vy hk la estimacién de la heteroCi

gosidad para el k-ésimo locus.
La varianza de muestreo de H se obtiene mediante la expresidn

~

V(H) = Vv(h)/r

en la cual V(h) es la varianza de la heterotigosidad para los diferentes
loci, que puede ser estimada por

V(h) = E (hy - H)/(r-1).
k=1

En la tabla III se presentan los valores obtenidos en la poblacién
de caballos estudiada por nosotros, para la heterocigosidad por locus
y media, asi como los valores de las respectivas varianzas. Puede obser-
varse c6émo es el sistema transferrinico el que presenta mayor proporcién
de heterocigotos (0.672), mientras que los tres restantes sistemas poseen
valores situados en torno al 50 p.l100. La heterocigosidad promedio H

ha resultado ser de 0.551, con una varianza estimada de 0.002.
_5_ ~
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Tabla II. Valores F obtenidos en el andlisis de la varianza simple,para

comparar valores

medios de la concentracién de metal en los

diferentes fenotipos de los sistemas polimérficos estudiados.

?.. &

METAL
Fe Cu Zh
SISTEMA ) F 0.95 g.l.
Albdmina - 1.489 0.289 2.323 - 3.18 2; 46
Esterasa .
-steras 0.904  1.189  1.105 2.45 544
alcalina
Esterasa 1.569  0.843  1.013 2.53 5:32
4dcida
Transferrina =~ 0.588 0.688 0.635 2.08 11;36
Tabla III. Valores de heterocigosis (h) en cada locus analizado y hetero-
cigosis media (H). Se han estudiado dos métodos: conteo direc-
to y mediante el valor de las frecuencias génicas (Nei y Roy-
choudbury, 1974).
A partir de las frecuen-
Conteo directo cias génicas
SISTEMA h h
Albdmina 0.489 0.489
Fsterasa alcalina 0.440 0.486
Fsterasa 4cida 0.368 0.545
Transferrina 0.792 0.672
’ A
H = 0.512 H = 0.551
V(h) = 0.007
A
V(H) = 0.002
" V(h) = Varianza de la heterocigosidad de los diferentes loci.
V(g) = Varianza de la heterocigosidad media.
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