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Introduccion
La recuperacién del Poni de raza

Asturcén llevada a cabo por la asociacién
de criadores ACPRA (http://www.asturco-
nes.com/) se ha basado fundamentalmente
en individuos de capa negra. Recientemente
se ha planteado la necesidad por parte de la
Asociacién de Criadores “Garcia Dory” de
la toma de urgentes medidas de proteccion
sobre la poblacién conocida como “Ca-
ballos de Corro” de Asturias, Asturcon
Occidental o Asturcén Castano. Esta pobla-
cioén de animales ha sido descrita repetidas
veces en tratados etnoldgicos durante todo
el siglo XX (SoTiLLO y SERRANO, 1985),
existiendo grandes evidencias histéricas de
que hasta mediados del siglo pasado era la
poblacién de poni céltico mayoritaria en
Asturias (ALVAREZ LLANA, 1995). Ei pro-
yecto RZ03-011, financiado por el INIA,
prevé la caracterizacion de ambas poblacio-
nes de Poni Asturcén, al objeto de poder
recomendar, a las asociaciones de ganade-
ros y administraciones publicas, estrategias
coordinadas de conservacion y gestion de
ambas poblaciones.

El ADNmt proporciona la informacién
molecular mas utilizada en estudios sobre el
origen, domesticacién y difusion de las espe-
cies de ganado doméstico y, por supuesto,
también en caballos (VILA et al., 2001;
JANSEN et al., 2002). En un estudio previo
(Royo y col., 2004) hemos secuenciado un
fragmento de la regién de control de la repli-
cacion de]l ADNmt en animales pertenecien-
tes a dos poblaciones equinas asturianas:
Asturcén y Caballo de Corro de Asturias.

La region de control de la replicacion del
ADN mitocondrial es un fragmento de alta
tasa de mutacion, utilizable para evaluar
relaciones genéticas estrechas entre pobla-
ciones e individuos (ISHIDA y col., 1995).
En la presente comunicacién nos propone-
mos estudiar la informacién proveniente de
la secuenciacién de otras zonas del ADN
mitocondrial: Citocromo B (CitB) y del
ARN ribosomal 12s (ARNr!2s); caracteri-
zadas por tener una tasa de evolucion mds
lenta (MINDELL y HoONEYCUTT, 1990;
OAKENFULL y col., 2000).

El objetivo de la presente comunicacion
es, por lo tanto, evaluar la capacidad infor-
mativa de las secuencias del CitB y ARNrl12s



L.J. ROYO ET AL.

equino para establecer relaciones entre
poblaciones cercanas.

Material y métodos

Se seleccioné al menos un individuo
representativo de cada uno de los haplotipos
de D-loop, presentes en cada poblacién de
poni asturiano estudiada (8 individuos de la
poblacién de poni asturcén y 5 de la pobla-
cién castafia; ver cuadro 1). Se amplificé
por PCR un fragmento de} Citocromo B y
otro del ARNrl2s siguiendo protocolos
estandar, utilizando los oligonucledtidos
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mostrados en el cuadro 2. La secuenciacion
de los fragmentos de PCR se llevé a cabo en
un equipo ALFexpressll (Amersham
Biosciences), utilizando el protocolo de
secuenciacién con oligonucledtidos marca-
dos (Thermosequenase Primer Cycle Se-
quencing Kit, Amersham Biosciences). Se
obtuvo la secuencia de los 13 animales ele-
gidos entre los nucleétidos 14302-14730
del CitocromoB; y 508-921 del ARNr12s,
tomando como referencia para su numera-
cién la secuencia con nimero de acceso:
X79547 (XU y ARNASON, 1994).

Los andlisis de las secuencias obtenidas
se realizaron mediante el uso del programa
MEGA 2.1 (KuMaR et al., 2001).

Cuadro . Haplotipos de ADN mitocondrial encontrado en los animales muestreados no
emparentados de las poblaciones equinas asturianas

Haplotipo Asturcon Caballo de Corro
HI 4 8
H2 2
H3 1

H4 1

H5 1

H6 l
H7 2

H8 [ 3
H9 1

HI10 1

N° Individuos 12 14
N° Haplotipos 8 4

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para amplificar y secuenciar los
fragmentos descritos del Citocromo B y ARNr [2s

oligonucledtido

Secuencia 5°-3’

Horse-citB-up
Horse-citB-dn
Horse-12s-up
Horse-12s-dn

CCTCAAATTTCATCATGATG
TGATGAAGGGTAGGATGAAGTG
ACGATAGCTAAGACCCAAACTG
AAGGAGGGTGACGGGCGGTGTG
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Resultados

En el caso de la secuencia del CitB,
hemos encontrado 7 polimorfismos en 401
bases secuenciadas, distribuidos en 7 haplo-
tipos diferentes (cuadro 3). Un mismo
haplotipo (CitB-H3) resulté ser el mas fre-
cuente en las dos poblaciones de poni célti-
co asturiano. En la poblacidon de poni
Asturcén encontramos 6 haplotipos diferen-
tes y s6lo 3 en el caballo de Corro. En el
caballo Asturcén encontramos 4 haplotipos
exclusivos, y solo uno en la poblacion cas-
tafia (Caballo de Corro).

En el caso de la secuencia del ARNrl2s,
encontramos 3 polimorfismos en 414 bases
secuenciadas, dando lugar a 3 haplotipos
diferentes. El mismo haplotipo (12s-H!),
resultd ser el mds frecuente en ambas po-
blaciones de ponis asturianos, siendo la de
Caballo de Corro monomérfica para este
haplotipo. En el poni Asturcén se han
encontrado otros 2 haplotipos mas.

La diversidad haplotipica, es en ambos
casos (Citocromo B y ARNr 12s) es mayor
en la poblacién de poni Asturcén que en la
poblacién de Caballo de Corro: 0,75-0,60
respectivamente para el caso del Citrocromo
B; y 0,38-0,20 respectivamente en el caso de
ARNI-12s.

Discusion

Las poblaciones equinas asturianas de
poni Asturcén y Caballo de Corro se dife-
rencian fundamentalmente en la capa:
mayoritariamente castana en el Caballo de
Corro y practicamente en su totalidad negra
para el poni Asturcén. La capa negra en
caballos tiene caracter recesivo respecto de
la capa castafa (RIEDER er al., 2001), lo que
explicaria que estuviera fijada en Asturcén y
que, con cierta frecuencia, aparezca en
Caballo de Corro. Esto podria considerarse
un reflejo de la historia comun que han man-

Cuadro 3. Haplotipos de Citocromo B. Se detallan las posiciones nucleotidicas (desde la
14352 ala 14672) en que se encuentran los sitios variables que definen los haplotipos y el
nimero de haplotipos (N) y la diversidad haplotipica (k) encontrados por poblacién
analizada

INRRREY!

4444444
3445566
5275527
2483682 Asturcon Caballo de Corro
CitB-H1 TTCTTAG 1
CitB-H2 C... 1
CitB-H3 C.tG: 3 3
CitB-H4 CC...A | |
CitB-H5 ] - |
CitB-H6 C..C.G. 1
CitB-H7 C..CG. 1
N 6 3
k 0,75 0,60
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Cuadro 4. Haplotipos encontrados en la secuencia del ARNr12s. Se detallan las
posiciones nucleotidicas (desde la 738 a la 859) en que se encuentran los sitios variables
que definen los haplotipos y el nimero de haplotipos (N) y la diversidad haplotipica (k)

encontrados por poblacién analizada

788
355
889 Asturcon Caballo de Corro
12s-Hl TTA 5 5
12s-H2 .C. 2
12s-H3 C.G |
N 3 |
k 0,38 0,20

tenido ambas poblaciones equinas (ALVAREZ
SEVILLA, 1999) y que la ausencia de selec-
cién para el color en Caballo de Corro per-
mite que se manifieste ese caricter.

Para caracterizar desde el punto de vista
genético ambas poblaciones de poni, se uti-
liz6 la secuenciacién de un fragmento de la
regién de control del ADN mitocondrial
(Rovo y col., 2004). Sin embargo hay que
ser consciente de que en este tipo de regio-
nes hipervariables, puede darse el caso, con
cierta frecuencia, que multiples sucesos de
mutacién afecten a una misma posicién. Por
ese motivo se decidié estudiar otras regio-
nes con una tasa menor de evolucién, donde
este tipo de casos de muitiples sucesos de
mutacién en una misma posicién sea menos
probable, y de alguna manera poder corre-
gir las conclusiones que se desprenden del
estudio de unas regiones u otras.

El estudio de la regioén de control de la
replicacion ha encontrado una gran diversi-
dad de haplotipos de ADNmt, sefialando la
existencia de un gran numero de lineas
maternas diferentes en la formacién de las
dos poblaciones, lo que concuerda con estu-
dios previos de diversos autores en la espe-

cie equina (VILA ef al., 2001; JANSEN et al.,
2002). Aunque se encuentra una mayor
diversidad haplotipica en Asturcén, el
nimero de haplotipos que comparten ambas
razas es muy grande. Estos datos se pueden
ver en el cuadro 1.

Sin embargo hay que tener en cuenta que
la regién de control de la replicacion del
ADN mitocondrial tiene tanta variabilidad
que hace posible que en poblaciones que
han sufrido un cuello de botella reciente
(como es el caso del poni Asturcén) se
encuentre una gran cantidad de haplotipos.
Esta situacion, que ha sido descrita en otras
poblaciones equinas de pocos efectivos
como la Exmoor (JANSEN et al., 2002) puede
enmascarar la historia de la poblacién.

Los resultados obtenidos de la secuencia-
cién del CitB, parecen seguir a grandes ras-
gos los comentados para la regidn de control
de la replicacidn. La poblacién de Asturcon
tiene una mayor diversidad haplotipica que
el Caballo de Corro y se ha encontrado una
menor diversidad haplotipica en general.
Esta diversidad se acerca mas a lo esperado
desde el punto de vista del conocimiento de
la historia reciente de las poblaciones bajo
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estudio. Estos resultados sefialan que en este
caso puede ser (til el uso de la secuencia-
cién del CitB en poblaciones cercanas.

En el caso de las secuencias del
ARNTrl2s la diversidad nucleotidica que se
ha encontrado es muy baja (3 posiciones
variables en 414 nucledtidos secuenciados),
y por lo tanto no suficiente como para pen-
sar en utilizar esta regién en estudios de
diversidad en poblaciones cercanas.
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