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El  trabajo  que  presentamos  consti
tuye  el  primero  de  una  serie  que  tuvo
como  preámbulo  el  publicado  en  esta
revista  (Vol. 44,  2,  1988)  titulado  “Revi
Sión  histórica  de  los  grupos  sanguíneos
en  el  hombre  y en  los  équidos  domésti
cos”.  Pretendemos  presentar  la  situa
ción  actual  en  el  campo  de  la Inmuno
genética  de  équidos  en  España.
refiriéndonos  en  este  artículo  al  poli
morfismo  bioquímico,  para  continuar
en  sucesivas  publicaciones  con  grupos
sanguíneos  y  aplicaciones  de  los  mar
cadores  genéticos.

Por  otra parte  hay  un segundo  aspec
to,  que para  nosotros  tiene  un particular
interés  y  es  el  haber  sido  Veterinarios
Militares  junto  con  investigadores  del
C.S.I.C. los  primeros  y únicos  en  España
que  se  han  ocupado  de  las  investiga
ciones  en  este  campo  de  la Inmunoge
nética  equina,  para  dar  solución  a
problemas  concretos  planteados  en  la
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Cría  Caballar  nacional  y que  demanda
ban  urgente  solución.  Todo  ello  ha  sido
posible  en  virtud  de  un  Convenio  de
cooperación  entre  el  C.S.I.C.,  Universi
dad  de Córdoba  y Ministerio  de  Defensa
(Cría  Caballar),  mediante  el  cual  se
pone  en  funcionamiento  un  Servicio
de  diagnóstico  de  Hemotipos.

La  cotización  que  adquieren  en  el
mercado  los  équidos  de  razas  selectas,
hace  que  cada  vez  se  pongan  en  juego
más  garantías  acerca  de la autenticidad
del  individuo  objeto  de  la  transacción
comercial.  Es  decir,  que  sean  rigurosa
mente  ciertos  los  dos  atributos  que
determinan  el  precio  del  sujeto:  su
INDIVIDUALIDAD  (se  paga  por  ese  in
dividuo  y  no  por  otro)  y  su  GENEALO
GIA. Ambos atributos  constituyen.  pre
cisamente,  los  dos  grandes  bloques  de
información  que  nos  proporciona  la
CARTA  GENEALOGICA:  Identificación
individual-Reseña  y  Ascendencia.

Aún  cuando  la  reseña,  bien  confec
cionadas  realizada  por  el  Veterinario.
tiene  indiscutible  valor  en  la  identifica
ción,  el  nivel  de  exigencias  de  nuestro
tiempo  ha  motivado  su  refuerzo  con  la
implantación  del  tatuaje  el  cual  al
llevar  aparejado  no  pocos  problemas,
en  detrimento  de  su  eficacia,  no  ha
satisfecho  las  espectativas  anheladas.

Por  otra  parte,  los  documentos  que
sirven  de  base  para  la  elaboración  de  la

carta  genealógica,  hoy  día  ya  no  ofrecen
la  fiabilidad  deseada,  para  asegurar  la
certeza  de  la  ascendencia  expresada  en
el  documento.

Todos  estos  problemas  han  venido
afectando  a los  países  donde  se explotan
razas  equinas  selectas  y  la  solución  a
los  mismos  fue  común:  la investigación
del  grupo  sanguíneo  (GS)  y polimorfis
mo  bioquímico  (PB)  del  individuo  que
permitiría,  por  una  parte,  afinar  aún
mucho  más en  materia  de  identificación
individual,  añadiendo  un  carácter  muy
polimórfico  a  las  cartas  genealógicas,  y
por  otro  lado  establecer  un  control  de
filiación  confirmando  o excluyendo  pa
ternidad,  por  cuanto  estos  caracteres
de  GS  y  PB  están  marcados  genética
mente  y  se  heredan.

Por  todo  ello,  hoy  día,  los  “stud-book”
internacionales  a  través  de  su  comité
(ISBC),  reconocen  como  una  necesidad
y  exigencia,  la  determinación  del  GS  y
PB  para  los  individuos  de  razas  selectas
como  garantía  de  identidad  individual
y  control  de  filiación.

Actualmente  existen  en  el mundo  28
laboratorios  (generalmente  uno  por
país)  que  se  dedican  exclusivamente  a
estas  tareas  y  que  se,encuentran  agru
pados  en  la  Asociación  Internacional
para  la  Investigación  de  Grupos  San
guíneos  Animales  (ISABR), la  cual  con-
trola  la  actuación  de  los  laboratorios
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mediante  la  realización  de  test  de com
paración.

Hasta  el momento,  comisionado  por
el  Ministerio  de  Defensa  para  las  co
rrespondientes  visitas,  hemos  tenido la
oportunidad  de obtener  un  buen  cono
cimiento  de  algunos  laboratorios  euro
peos  y americanos  como  el de  Gif-Sur
Ivette  (Francia) perteneciente  al Çentro
Nacional  de la Investigación  Científica.
El  laboratorio  de Jouy-en-Josas  (Fran
cia)  del  Centro  Nacional  de  Investiga
ciones  Zootécnicas  (CNRZ) agrupado
en  el  Instituto  Nacional  de  Investiga
ciones  Agronómicas  (INRA). El labora
torio  de GS de la Asociación Central  de
Sociedades  de  Inseminación  Artificial
de  Finlandia  (Vantaa). Y por  último  en
USA hemos  podido conocer el laborato
rio  de  grupos  sanguíneos  de  la Univer
sidad  de  Davis en  California  y el Labo
ratorio  privado  del  Prof. Stormont  de
Woodland  (California).

MARCADORES  GENETICOS

Hasta  hace  poco  tiempo,  y  aún  se
continua  empleando.  bajo  la  denomi
nación  de  Grupo  Sanguíneo.  se  acogía
al  conjunto  de  caracteres  de  la  sangre
que  estaban  determinados  genética
mente  y que  se encontraban  sometidos
a  •una  variación  genética.  Dentro  de
este  término  quedan  englobados  dos
conceptos:

Diferencias  estructurales  antigénicas
en  la  superficie  del  eritrocito  (Grupo
sanguíneo  propiamente  dicho)  y  Pre
sentación  de variantes  (alelos) de  enzi
mas  y proteínas  internas  del eritrocito
y  del plasma  (Polimorfismo Bioquímico
Sanguíneo).

Esta  posibilidad  de  que  se presenten
diferencias  de  estructuras  en  la  super
ficie  del eritrocito,  de  unos  individuos
a  otros  (polimorfismo),  o  que  puedan
existir  en  un  individuo  determinada
variante  de  una  proteína  que  no  figura
en  otro  (polimorfismo bioquímico),  todo
ello  marcado  genéticamente  codificado
en  el  DNA, es  lo  que  se  denomina
Polimorfismo  Genético.  Fenómeno  di
rectamente  relacionado  con  la  indivi
dualidad  químico-biológica  del  sujeto,
que  afecta no solo a la  sangre  (polimor
fismo  genético  sanguíneo  GS + PB +
...)  sino  a  otros  líquidos  y estructuras
orgánicas,  así  como  a  moléculas  com
plejas  como  el DNA.

Desde  un  punto  de vista  más  concre
to,  siguiendo  a Cavalli-Sforza  (1971), se
puede  definir  el polimorfismo  genético
como  la  existencia,  dentro  de  una  po
blación,  de dos o más  alelos en  un locus
cada  uno  con  una  frecuencia  aprecia
ble.

A  la vista  de  lo expuesto,  y en  base  al
polimorfismo,  podemos  vislumbrar  que
estamos  frente  a  un  buen  sistema  de
identificación  individual.  Si  además
los  caracteres  de GS y PB son genéticos,

podremos  analizar  cómo se heredan  de
padres  a  hijos. ofreciéndonos  la posibi
lidad  de  establecer  un  control  de  filia
ción.

Como  quiera  que  estos  caracteres  de
GS  y  PB están  codificados  en  el  DNA.
presentan  las  características  inherentes
al  material  genético,  es decir  se trata  de
caracteres  constantes,  permanentes,  in
delebles,  ajenos  a las acciones  del medio
ambiente,  presentes  en  el  individuo  a
lo  largo de  toda  su  vida, incluso,  detec
tables  “in utero”  (Kaminski  y col. 1974).
En  definit)ya  son  caracteres  que  mar
can  de  por vida al individuo,  de aquí  su
denominación  de  Marcadores  Genéti
cos.

A  la  suma  de  marcadores  genéticos
sanguíneos  empleados en  la tipificación
de  un individuo  es a lo que se denomina
Hemotipo.  Término  acuñado  por  Ka
minski  no  hace  mucho  tiempo.

POLIMORFISMO  BIOQUIMICO (PB)

1.  RevIsión  bibliográfica

Para  Andrés  Cara  (1985).  el  PB  se
puede  definir  como  el  conjunto  de
variantes  de las proteínas  (enzimáticas
o  no) del plasma  o suero,  de los eritroci
tos  o  leucocitos,  determinadas  genéti
camente  y típicamente  puestas  de  ma
nifiesto  mediante  la electroforésis.

Como  ya  hemos  indicado  anterior
mente  las variantes  electroforéticas,  no
son  más  que  algunos  aspectos  del
polimorfismo  biológico que  permite  ca
racterizar  individuos  genéticamente  di
ferentes.  El  polimorfismo  bioquímico
abarca  todos  los  polimorfismos  que
tienen  una  significación  bioquímica.
En  la  práctica  este  término  designa
restrictivamente,  al polimorfismo puesto
en  evidencia  únicamente  por  las  técni
cas  electroforéticas.  de  aquí  su  deno
minación  también  como  polimorfismo
electroforético.  Mediante  el  empleo  de
la  electroforésis  en  gel  de  almidón  se
describió  en  1955  por  parte  de  Smit
hies,  el  primer  caso  de  polimorfismo
referido  a  la  haptoglobina  humana.

Cabannes  y  Serain  en  1955,  fueron
los  primeros  investigadores  que  de
mostraron,  mediante  electroforesis  so
bre  papel,  el polimorfismo  de  una  pro
teína  de caballo que  fue la hemoglobina.
Pero  no  es  hasta  1964  cuando  se
ponen  a punto  las  técnicas  electroforé
ticas  e  histoquímicas,  utilizadas  para
la  determinación  de  los  sistemas  de
proteínas  y  enzimas  polimórficos  del
suero  y del  hemolizao.

Sin  necesidad  de  detallar  una  se
cuencia  de  referencias,  que  describen
los  avances  conseguidos  en  la  mejora
de  la electroforesis,  desde  que  en  1955
se  empleó  por  primera  vez  para  el
estudio  del PB, la explotación  de  dicha
técnica  hasta  hoy día, ha  sido continua
en  la línea  de incrementar  su sensibili
dad  y poder  de  discriminación.

De  las técnicas  que  emplean  almidón
como  soporte,  se  está  pasando  a  la
utilización  de  la  poliacrilamida.  De la
emigración  unidimensional,  se  ha  evo

lucionado  a  la  electroforesis  bidimen
sional.  Y por  último, entre otros avances,
de  la utilización  del pH constante  se ha
pasado  al  empleo  de  las  técnicas  de
isoelectroenfoque.

A  continuación  hacemos  algunas  re
ferencias  a  las  aportaciones  del  PB
electroforético,  al campo  de  la identifi
cación  individual  con el descubrimiento
de  nuevos  sistemas  polimórficos  y nue
vas  variantes,  o al campo de la Genética
de  Poblaciones  y Genética  Evolutiva.

En  1964 Braend y Stormont  estudian
los  sistemas  de  hemoglobinas  y traris
ferrinas  en  el caballo.

Posteriormente  GAHNE (1966) amplía
el  número  de  sistemas  a  estudiar  con
las  albúminas,  prealbúminas  y estera
sas.  En  1968 Gahne  junto  con Bengts
son  y Rendel  amplían  estudios  en  esta
línea.

En  estos  últimos  años  ha  sido  ex
traordinaria  la  producción  científica
relativa  al  estudio  de  los  sistemas.  A
continuación  exponemos  sólo algunos
detalles  del acontecer  científico reciente
en  estas  investigaciones.

Baer  en  1968 investiga  el polimorfis
mo  de las  transferrinas  y sus  aplicacio
nes  zootécnicas.  Poco  a  poco  se  va
completando  el estudio  de este sistema
con  extraordinarias  aportaciones  como
las  de  Bowlíng  (1974)  acerca  de  un
nuevo  fenotipo  o  recientemente  la  de
Andrés  y Kaminski  (1985)  con  la  pro
puesta  de la variante  J  como  un  nuevo
alelo  del sistema  de  transferrinas.

El  sistema  de la proteina  inhibidora
o  prealbúmina,  por  su  complejidad.  ha
sido  un  continuo  reto para  los investi
gadores,  desde  que  en  1977 Ek  identi
ficara  las  proteínas  de  este  sistema  en
suero  de  caballo.  Un  año  después
Braend  realiza  un  estudio  genético  del
sistema  de prealbúminas  en  el caballo.

Scott  (1977-78)  realiza  interesantes
estudios  para  la interpretación  del sis
tema  de  prealbúminas  yen  1980  Beil y
Pollit  emplean  la poliacrilamida  para  la
detección  de  este  sistema.

Desde  1970  Sandberg  y  Bengtsson
investigan  en  caballos suecos  sistemas
enzimáticos  eritrocitarios  como  la  fos
foglucomutasa  (PGM) y la 6-fosfogluco-
natodeshidrogenasa  (6-PGD).

El  sistema  GC ya  fue  estudiado  por
Juneja  en  1978 y con bastante  anterio
ridad,  en  1967.  Braend  investiga  las
variaciones  genéticas  de la hemoglobina
del  caballo,  sistema  que  fue  de  los
primeros  en  estudiarse.

En  cuanto  a los estudios  de  genética
de  poblaciones  y  evolutiva,  tomando
como  referencia  el PB, han  sido  nume
rosísimos  los trabajos  publicados.  Par
ticularmente  tenemos  que  citar  las
valiosas  investigaciones  de  Kaminski
sobre  el  conocimiento  genético  de  las
raras  equinas  explotadas  en  Francia.  o
los  estudios  de  Bouquet  en  Bélgica,
Sandberg  en  Suecia.  Bowling en  USA.
etc.

Con  respecto  a  la  evolución  de  las
técnicas,  Fisher  y  Scott  desde  1978
emplean  la técnica  de isoelectroenfocue
para  la  detección  de  esterasas  y  en
1984  Juneja  aplica  la  electroforésis
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Marcadores  genéticos
________  en  el  caballo:         _______

1  Polimorfismo  bioquímico
sanguíneo  (P.B.)

bidimensional  al  estudio  del  polimor
fismo  de  la  ceruloplasmina.

En  España  la evolución de la investi
gación  del  PB, se  desarrolla  de  forma
paralela  a los GS. Hacia los años  setenta
comienzan  las primeras  investigaciones
del  PB sobre  ovinos  a  cargo  de los Drs.
Rodero  y  Garzón  en  la  Facultad  de
Veterinaria  de  Córdoba.  Pero  no  es
hasta  1978 cuando  se aborda  el estudio
del  PB equino,  concretamente  del caba
llo  español,  por  parte  del  Dr.  Andrés
Cara.  Este  trabajo.  de  tesis  doctoral
junto  con los  del Dr. Aguilar  sobre  GS
han  fundamentado  nuestro  Servicio de
Diagnóstico  de  Hemotipos.

2.  Nomenclatura  del PB

El  plasma  sanguíneo  y los eritrocitos
contienen  un  número  elevado  de  pro
teínas  con sus  funciones  diversas  en  el
organismo.  Pero  no  todas  tienen  la
cualidad  de  ser  polimórficas,  es  decir,
de  presentar  variantes  electroforéticas.

La  ISABR. como  se  puede  observar
en  la  Flg.  1,  reconoce  15  sistemas  de
proteínas  que  presentan  PB  con  un
total  de  63  variantes  electroforéticas.
Cada  proteína  está  codificada  por  un
gen  de  estructura  y cada  variante  elec
troforética  está  bajo  el  control  de  una
forma  alélica  de  su  gen  de  estructura,
constituyendo  una  serie  multialélica
de  genes  codominantes  que  controlan
las  variantes  electroforéticas.  En virtud
de  este  tipo  de  herencia  hay  una  co
rrespondencia  de identidad  entre  feno
tipo  y genotipo.

Las  diferencias  entre  las formas  aléli
cas  de  una  proteína,  estriban  en  algu
nos  tripletes  de  bases  que  codifican
unos  pocos  aminoácidos  distintos,  mo
dificándose  el  balance  eléctrico  de  la
proteína.  Esta  sutil  diferencia  de  carga
eléctrica  para  cada  variante,  es detecta
da  mediante  la aplicación  de la electro
forésis,  ocupando  dichas  variantes,  se
gún  su  carga,  una  posición  más
avanzada  o  retrasada  en  un  campo
eléctrico  al que  se  las  sometiera.

3.  Análisis  del PB: electroforesis

El  método  para  realizar  el estudio  del
PB  del  suero,  es  la electroforesis.

3.1.  Factores  que intervienen  en la
electroforesis

Fundamentalmente  son  los siguien
tes:

a)  El gel de poliacrilamida  o almidón
que  constituye  el soporte  sobre  el cual
actuará  el campo  eléctrico y se desarro
Hará  la electroforesis.

Es  importante  el  tamaño  de  poro  a
definir,  pues  ello constituye  un  elemento

selectivo,  en  función  del  tamaño  de las
proteínas  a  separar,  unas  quedarán
retenidas  y otras  emigrarán.

También  el  pH  del  gel,  en  relación
con  el punto  isoeléctrico de las proteínas
a  separar,  deciden  la  emigración  y  su
sentido.

b)  En cuanto  a  la proteína  son  facto
res  influyentes,  su  naturaleza  globular
o  fibrosa,  su  peso  molecular,  tamaño  o
volumen  y estructura.  Todos  estos  fac
tores  junto  con la carga  eléctrica, deter
minan  que  las  proteínas  más  pesadas
sean  más  lentas  en  la  emigración  que

las  más  ligeras.  Sin  embargo  para  la
discriminación  de  variante,  dentro  de
un  sistema,  prácticamente  influye  sólo
la  carga eléctrica  distinta  de las varian
tes  (Fig. 2).

La  propia  estructura  de  la  proteína
influye  en  la  imagen  de  su  fenotipo
(electromorfo)  en  el gel. habiéndo  feno
tipos  constituidos  por  una  sola  banda
o  por  varias.

c)  Parámetros  eléctricos:  intensidad,
potencia  y  voltaje. Serán  diferentes  en
función  de  las proteínas  a discriminar,
de  acuerdo  con la  técnica  a  aplicar.

SISTEMA LOUS ALELOS RECONOCIDOS

Albúmina Al A  B 1
Fostatasa ácida AP F  S
Anhidrasa carbónica CA F  1 L O S
Catalasa Cat E  S
NADH-diaforasa Dia F  S
Esterasa Es F  G H 1 0  S
Peptidasa A
Proteina  ligada vitamina D
Hemoglobina
Postalbúmina

Pep A
GC
Hb
Xk

F S
F S
A  AlI BI BlI
F  K S

6-fosfogluconato deshidrogenasa
Fosfoglucomutasa
Fosfohexosa isomerasa

PGD
PGM
PHI

D  F S
E S V
F  1 S

Proteina inhibidora de proteasas Pi F G 1 K L N P Q R S T UW  y  z
(Prealbúmina)

Transferrina Tf D  (D1 D2 D3) E, F2 (F3) (G)
H2) J M O R

H  (H

variantes próximas a ser reconocidas por la ISABR.

Figura  1.—Nomenclatura del  polimorfismo  bioquímico  publicada  por  la  IS.4BR  para  el  test  de
comparación  de  1987.
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M       
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Linea  de

DO  DF
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Figura  2. —Dlagra.ma  de los  fenotipos  de fransferrina  (T17 y albúmina  (Al)  en nueve  muestras  de suero.
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3.2.  Protocolo  para  análisis  del  PB

1.  Preparación  de  geles  de  almidón  o
poliacrilarnída  a  un  pH  concreto  en
función  de  las  proteínas  a  discernir.

2.  Elaboración  de  los  tampones  de
vasos  (cátodo-ánodo).

3.  Colocación  de  las  muestras  del
suero  en  el  gel.

4.  AplIcación  de  la  electroforesis  en
frío.

6.  Tinción  y  fijación  de  los  geles.
6.  Lectura  e  interpretación  genética

(Fig.  2):  por  razones  de  codominancia
el  fenotipo  FO  o AH etc.  le  corresponde
el  genotipo  F/O  o AJB. etc.  procediendo
cada  alelo  de  un  progenitor.

3.3.  Determinaciones  que  se  reali
zan  en  el  Servicio  de  Diagnós
tico  de  Hemofipos

A  lo  largo  de  estos  cuatro  últimos
años,  se  ha  Ido  ampliando  el  número
de  sistemas  bioquimicos  a determinar,
hasta  el  momento  presente  en  que  el
diagnósuco  abarca  nueve  sistemas.  sí
tuándose  de esta  forma  nuestro  labora
todo,  entre  los  paises  de  cabeza  en
relación  con  el  número  de  sistemas
empleados  para  la  tipificación.

Tener  montadas  todas  las  técnicas
relativas  a los  15 sistemas  reconocidos
puede  resultar  antieconómico.  cuando
con  menos  se  pueden  obtener  adecua
das  garantías  en  los  resultados,  lo que
no  debe  faltar  es  el  control  de  los
sistemas  de  transferrinas  y  prealbúmi
nas.  que  son  dos  proteínas  que  tienen
gran  valor  en  el  control  de  filiación  al
ser  muy  poilmórficas,

a)  Sobre  suero  sanguíneo  se  contro
lan  los  siguientes  sistemas:

1.  Mediante  electroforesis  en  gel  de
almidón  pH  ácido:
Sistema  de  Esterasas  ácidas  (Es)
Sistema  de  Prealbúminas  (Pl):  se
trata  de  un  sistema  muy  complejo
que  pocos  laboratorios  controlan.

2.  MedIante  electroforesis  en  gel  de
poliacrilaniida  (PAGE)  pH  alcali
no  (Fig.  3).
Sistema  de  Albúminas  (AL)
Sistema  GC
Sistema  de  Esterasas  alcalinas
(Es)
Sistema  de  Postalbúminas  (Xk)
Sistema  de  Transferrinas  (Tf)

b)  Sobre  el  hemolizado:  enzimas
eritrocitarias  determinadas  sobre  al
midón:

Sistema  6-fosfogluconato  deshi
drogenasa  (6-PGD)
Sistema  fosfoglucomutasa  (PGM)

Acometemos  en  el momento  presente
un  plan  de  ampliación  de  técnicas,
encaminado  a obtener  mayor  resolución
en  algunos  sistemas  y  obtener  mayor
sensiblidad  en  la  discriminación  de
variante.  En  cuanto  al  primer  aspecto.
tratamos  de  poner  a  punto  la  técnica
de  determinación  de  prealbúminas  en
gel  de  poliacrilamida  a pH ácido,  técnica
que  es  dominada  por  escaso  número
de  laboratorios.

Relativo  al  segundo  aspecto,  se  están
poniendo  a  punto  las  técnicas  de  isoe
lectroenfoque  como  metodologia  más
sofisticada  y  sensible  en  la  determina
ción  de  variantes,  particularmente  in
teresante  en  la  descripción  de  variantes
nuevas  o  poco  conocidas,  como  base  de
trabajos  de  investigación.
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Figw’a  3.—Gel  de poliacrüamída  pH alcalino.

Sistema  fosfo  hexosa  isomerasa
(PHI).
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