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Resumen

Por medio del analisis molecular (PCR), utilizando oligonucledtidos iniciadores para
el gen Aguti, fueron identificados los genotipos para este gen en caballos Pura Raza
Espafola, (P.R.E.), los cuales fueron animales procedentes de Espana. El analisis de PCR
fue desarrollado y verificado usando DNA gendmico de animales de genotipo conocido
(controles) y aplicado a nueve caballos P.R.E. color castano. El producto de PCR-RFLP fue
analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tehido con bromuro de etidio
permitiendo identificar los genotipos para este gen, homocigdtico dominante (A/A),
heterocigotico (A/a), asi como homocigodtico recesivo (a/a). El presente trabajo demuestra
la utilidad del analisis molecular para identificar el genotipo del gen Aguti, haciendo
énfasis en su aplicacion practica en la seleccion asistida con marcadores genéticos
moleculares (DNA) para poder definir un adecuado sistema de cruzamiento en los criaderos
especializados en la coloracion del pelaje de los caballos.

Introduccion

Si bien los diferentes tipos de herencia del “rasgo coloracion de la capa de los
caballos”, son conocidos desde hace mucho tiempo, el conocimiento de los genes
responsables y su mecanismo de accion corresponden a la época moderna, en particular a la
genética molecular (Trommershausen-Smith et al. 1976; Chowdhary y Bailey 2003). Los
avances cientificos en esta area no solamente han permitido la identificacion de diferentes
enfermedades hereditarias de los caballos, anteriormente desconocidas (HYPP, Paralisis
Periddica Hipercalémica Equina; OLWS, Sindrome Overo Letal Blanco; SCID,
Inmunodeficiencia Severa Combinada; etc.), si no que han permitido también trazar los
origenes evolutivos del caballo y a su vez se ha logrado la caracterizacion molecular de las
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variantes alélicas de algunos genes responsables de la coloracion de la capa de los caballos,
lo cual hace posible identificar el genotipo que presenta cada animal para estos genes y esto
a su vez nos permite una prediccion de el (los) pelaje(s) esperado(s) que se presentarian en
los potros descendientes de determinada cruza, e incluso poder dirigir la cria en una cuadra
hacia la obtencion de animales con un color de la capa predeterminado, es asi como han
surgido los ranchos equinos especializados en un particular color del pelaje, en esto
consiste la seleccion asistida con marcadores genéticos moleculares aplicada al color de la
capa de los caballos.

En general los genes que intervienen en la coloracion del pelaje participan a través
del desarrollo, diferenciacion, proliferacion o migracion de las células pigmentarias
(melanocitos) o bien participan a través de la sintesis del pigmento (melanina). La melanina
es el pigmento mas importante del color de la capa en los mamiferos. Este se sintetiza como
granulos de pigmento en los melanocitos, células que se originan en etapas tempranas del
embrion en la crestas neural y migran para localizarse finalmente en los foliculos del pelo,
piel, iris y algunos tejidos internos (Robbins, 1993; Barsh, 1996; Sponenberg, 1996).

Los loci Extension (E) y Aguti (A) son las principales regiones génicas que regulan el
proceso de biosintesis de melanina, estos loci, codifican para el receptor de melanocortina
(MCI1R; del inglés melanocortin-1-receptor) y para su antagonista, la proteina Agouti
(ASIP; del inglés agouti-signaling-protein), respectivamente (Lu et al., 1994; Scholzen et
al., 1994). La ASIP actia como un antagonista del receptor MC1R anulando la accion del
la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) resultando en la sintesis del pigmento
rojo-amarillo (phaemelanina). Si hay pérdida de la funcion de la ASIP, la union de la MSH
al MCIR favorece la sintesis del pigmento negro (eumelanina) (Klungland et al., 1995).

Asi pues forma de afectar la activacion del receptor de superficie MCIR consiste en
bloquear a dicho receptor, lo cual conduce a una incapacidad del receptor para ser activado
aunque éste sea normal y la MSH esté presente. Tal es el mecanismo de accion del locus
Aguti, resultando en sintesis de phacomelanina en aquellas areas del cuerpo que se expresa
la proteina aguti y en sintesis de eumelanina en otras areas donde se carece de esta proteina.

En resumen, la presencia y funcion de las células pigmentarias determina la cantidad,
tipo y naturaleza del pigmento (Sponenberg, 1996) y una vez que el pigmento es
sintetizado, este se localiza dentro de pequenos paquetes llamados melanosomas, los cuales
luego son removidos desde los melanocitos hasta circundar 1as células del pelo y la piel. El
empaquetamiento y distribucion de los melanosomas estan sujetos a cambios, los cuales
pueden resultar en diferentes aspectos del color final. Estos cambios estan bajo control
genético de otros loci diferentes al locus Extension y Aguti (Rouzaud et al., 2000).

El gen Extension tiene dos formas alternativas (alelos), el alelo dominante E produce
el pigmento negro en el pelaje, mientras que su alelo recesivo e produce el pigmento rojo
(alazan). Asi pues, un caballo que posee un pelaje negro puede presentar una de las
siguientes combinaciones de alelos, llamadas genotipos: E/E (homocigotico dominante),
E/e (heterocigotico). Sin embargo hay que considerar que en el pelaje castafo, tiene
expresion el gen Aguti cuando esta presente el alelo dominante A para restringir la
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pigmentacion negra a la crin, cola, parte baja de las patas y bordes de la oreja. Por tanto un
caballo castafo posee uno de los siguientes cuatro genotipos posibles: AA/EE, AA/Ee,
Aa/EE o Aa/Ee.

La asignacion de muchos colores del pelaje de los caballos puede realizarse
correctamente con base al aspecto fisico de éste (fenotipo), sin embargo, una prueba
genética con base en el DNA, es necesaria no solamente para definir los fenotipos que son
visualmente ambiguos, si no que esta prueba resulta imprescindible para conocer cual o
cuales colores de la capa pueden ser producidos por determinada cruza. Investigadores del
area de la genética trabajan para identificar los genes especificos y las mutaciones
responsables del color del pelaje del caballo. Actualmente estan disponibles pruebas para
los locus de Extension (factor rojo), Aguti, Dilucion Crema, Overo Letal Blanco y Tobiano.

Material y Métodos

El presente trabajo se realizO en el Instituto de Biotecnologia Animal del
Departamento de Produccion Animal de la Division de Ciencias Veterinarias del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara. Se
analizaron 9 caballos Pura Raza Espanol (P.R.E.) color castano, procedentes de cuadras del
estado de Jalisco, los cuales en su totalidad (100%) fueron animales importados de Espana.
Se obtuvo DNA gendmico a partir de muestras de sangre completa siguiendo protocolos
estandares (Ayala-Valdovinos et al., 2003).

De acuerdo a los datos de secuencia del DNA para el gen ASIP del caballo (Equus
caballus), se seleccionaron dos oligonucleodtidos iniciadores para seguir un protocolo
estandar donde 100ng de DNA fueron amplificados en una reaccion de 100 1, conteniendo
100 pmol de cada iniciador, 200 M de dNTPs, y 2.5 U de taq polimerasa. Los ciclos de
amplificacion se realizaron en un termociclador, con 32 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
por 60 segundos, alineacion a 62°C por 60 segundos y polimerizacion a 72°C por 60
segundos.

Resultados y Discusion

El analisis molecular (PCR-RFLP) permitio la amplificacion de fragmentos de DNA
gendmico correspondiente al gen del ASIP de los equinos control y estudio. Del producto
de PCR se obtuvieron los Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimorfica (RFLP, del
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) donde se observaron patrones de
bandeo especifico para los genotipos del gen ASIP del caballo (A/A, homocigdtico
dominante; A/a, heterocig6tico; y a/a, homocigotico recesivo).

El gen del ASIP se encontrd en el 100% de los animales P.R.E. genotipificados
(Cuadro 1 y Figura 1). De los nueve caballos analizados, cinco (55.55%) fueron
homocigodticos dominantes (A/A) y cuatro (44.44%) fueron heterocigodticos (A/a). De
manera consecuente fueron gentotipificados estos mismos animales para el gen Extension,
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del cual se conoce la asociacion de la condicion dominante (E/_) de este gen con el gen
Aguti en condicidon dominante (A/A o A/a) para que se exprese el fenotipo de pelaje
castano. El genotipo identificado tras el analisis del gen de Aguti y Extension fue doble
homocigdtico dominante (A/A E/E) en el 33.33%, A/A E/e en el 22.22% y A/a E/E en el
44.44%. Como se observa no fue identificado el genotipo doble heterocigotico (A/a E/e) en
ninguno de los animales analizados, lo cual muy probablemente se deba al reducido tamafno
de la muestra (Cuadro 1).

Cuadro 1. Genotipos Encontrados para los Genes Aguti y Extension en Caballos Pura Raza
Espafiola Color Castano Importados a México Procedentes de Espana (n =9).

Gen Agut(lj, eno(t;lz);) Extension No. de animales Porcentaje
AA EE 3 33.33
AA Ee 2 22.22
Aa EE 4 44.44
Aa Ee 0 0.0

Total 9 99.99%

Figura 1. Sementales Pura Raza Espanola color castafio con genotipo A/A para el gen
Aguti. Genotipo obtenido mediante prueba de DNA en el Instituto de Biotecnologia
Animal de la Universidad de Guadalajara.

Dado que un caballo con pelaje castaiio puede poseer un genotipo de los siguientes
cuatro posibles AA/EE, AA/Ee, Aa/EE o Aa/Ee, en las razas donde los pelajes negros y
castafios son apreciado por algunos criadores, como en los caballos Pura Raza Espanola, a
través de la seleccion asistida con marcadores genéticos moleculares para los genes Aguti y
Extension, se puede establecer un sistema de seleccion y cruzamiento a favor de estos
pelajes, es asi como realmente se puede establecer un autentico rancho especializado en la
coloracion del pelaje de los caballos.
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Conclusiones

1.

La técnica molecular PCR-RFLP permitio identificar el genotipo para el gen Aguti en
nueve caballos Pura Raza Espanola, importados a México y procedentes de yeguadas de
Espana.

El presente trabajo establece la utilidad del analisis molecular para el diagnostico
preciso y oportuno del gen Aguti en caballos castahos P.R.E., haciendo énfasis en la
importancia del diagnostico molecular (PCR) como una medida imprescindible para
establecer un rancho especializado en la coloracion del pelaje de los caballos.
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