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INTRODUCCION
Las razas locales son una reserva de variabilidad que merece ser investigada y tratada
adecuadamente. Con el desarrollo de la avicultura industrial en los afios 50 y 60 y la
creacion de hibridos para producir huevos y carne, el nimero de razas tradicionales cay6
drasticamente casi hasta el punto de su extincion.
En el afo 1975 el Departamento de Mejora Genética Animal del INIA inicié el Programa de
Conservacion de Razas Espariolas de Gallinas (Campo y Orozco, 1982). El objetivo que
tenia este programa era mantener la diversidad de razas que existian en Espafia. Algunas
de las gallinas espafolas que forman parte del programa son especialmente singulares: la
Castellana Negra, la raza mediterranea mas antigua introducida por los arabes en el siglo
VI, la Espafiola Cara Blanca, Unica raza existente en el mundo con la cara blanca, y la
Andaluza Azul, portadora del gen azul en heterocigosis.
Los recientes avances en la tecnologia molecular han abierto nuevos horizontes para la
estimacion de la relaciébn genética entre y dentro de las poblaciones animales,
proporcionando los marcadores moleculares una herramienta muy importante para las
estrategias de conservacién. Hasta el momento los marcadores microsatélites se han
utilizado en diferentes estudios para determinar la diversidad de las razas de gallinas.
Muchos de ellos se han hecho en las razas de gallinas asiaticas (Takahashi et al, 1998;
Zhang et al, 2002; Osman et al, 2006; Ya-Bo et al, 2006; Tadano et al., 2007). Wimmers et
al. (2000) estudiaron la diferencia genética entre gallinas de Africa, Asia y Sudamérica, y
Romanov y Weigend (2001) analizaron las relaciones genéticas entre diversas razas de
gallinas europeas y su antepasado salvaje. En el Proyecto AVIANDIV (Hillel et al., 2003) se
analizaron las relaciones genéticas entre gran nimero de razas de gallinas de Europa, Asia
y Africa, y Berthouly et al. (2008) estudiaron la diversidad genética de las razas de gallinas
francesas y asiaticas, comparandola con las del proyecto AVIANDIV. Por Gltimo, Twito et al.
(2007) compararon la biodiversidad de 20 razas de gallinas mediante SNPs y marcadores
microsatélites, observando que cuando se utilizan microsatélites las asignaciones de los
individuos a las poblaciones son mas correctas debido a la naturaleza multialelica de este
tipo de marcadores.
En este trabajo se presentan los resultados de la investigacion de la variabilidad genética de
las razas incluidas en dicho programa de conservacion, 13 razas de gallinas espafolas, una
linea triguefia recesiva y una poblacion Leghorn Blanca usando 24 marcadores
microsatélites. Las distancias genéticas entre estas razas se han incluido en el Catalogo de
Razas Espariolas de Gallinas publicado en 2010 por el INIA (http://www.inia.es/)

MATERIAL y METODOS

Se utilizaron un total de 24 gallinas de cada una de las 15 poblaciones que se mantienen en
la granja experimental de El Encin (Madrid), 6 ponedoras de huevo blanco (Castellana
Negra, Espafola Cara Blanca, Menorca Negra, Andaluza Azul, Andaluza Perdiz y Andaluza
Franciscana), 2 de huevo crema (Prat Leonada y Prat Blanca), y 2 ponedoras de huevo
marrén (Vasca Barrada y Villafranquina Roja). La raza Leonesa (Parda e India) se usa para
producir mosca artificial a partir de las plumas para su uso en los anzuelos de pesca. En
este trabajo también se incluian una raza sintética, la Castellana Codorniz (Campo vy
Orozco, 1986), una linea triguefia recesiva (Smyth, 1976), y una poblacion Leghorn Blanca
(Campo y Jurado, 1982).
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Se tomaron muestras de sangre mediante puncién en la vena braquial con tubos estériles
con EDTA como anticoagulante. Para la extraccion de ADN, se siguié un protocolo clasico a
partir de 40 ul de sangre entera, obteniéndose una disolucion final de DNA de 15 ng/ul. Se
escogieron 24 marcadores microsatélites, elegidos por su localizacion gendémica y su grado
de polimorfismo. La amplificacion de los marcadores se realizd6 mediante PCR. El
genotipado de los productos de PCR se realizé con un secuenciador ABI 370 DNA Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) por electroforesis capilar con marcaje
fluorescente. Se utilizaron los programas POPGENE (Yeh et al., 1999), FSTAT (Goudet.,
2001), DISPAN (Ota, 1993), y CERVUS (Kalinowski et al., 2007) para el andlisis de los
resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se detectaron 150 alelos con los 24 microsatélites utilizados en todas las razas, de los
cuales 72 no estaban presentes en la poblaciéon Leghorn Blanca. El nimero medio de alelos
por locus fue 6.25 y el numero efectivo de alelos tenia un valor medio de 3.34. El contenido
de informacion polimérfica media fue de 0.59. La heterocigosis observada fue menor que la
esperada en todos los loci, el valor medio fue de 0.46 y 0.64, respectivamente. El déficit
medio de heterocigotos dentro de poblaciones (Fis), el indice de fijacion medio de cada
poblacion (Fst), y el déficit medio total de heterocigotos en la poblacion (Fr) fueron 0.06,
0.24, y 0.29, respectivamente.
La mayoria de los marcadores microsatélites utilizados en este estudio mostré un alto grado
de polimorfismo. Los resultados de nuestro estudio fueron similares a los encontrados por
Takahashi et al. (1998), Wimmers et al. (2000), Ya-Bo et al. (2006), Tadano et al. (2007), y
Berthouly et al. (2008). El grado de hetocigosis esperada fue en general superior a 0.5, lo
que sugiere la utilidad de estos marcadores para este tipo de estudio. Los valores obtenidos
del indice medio de fijacion (Fst) indican un alto grado de diferenciacion de la poblacién.
Normalmente, un indice de fijacién de 0.15 se considera una indicacion de la diferenciacion
significativa entre las poblaciones (Frankham et al., 2002.), este valor se dio en la gran
mayoria de los loci. El indice de fijacion media fue similar a los indicados anteriormente por
Tadano et al. (2007), y Berthouly et al. (2008).
En la mayoria de las poblaciones la heterocigosis media esperada fue mayor que la
observada. La heterocigosis media observada fue de 0.46, mientras que la heterocigosis
media esperada fue de 0.49. Todas las razas espanolas, excepto la Castellana Codorniz
tenian un mayor grado de heterocigosis observada que la poblacion Leghorn Blanca. El
numero de alelos por locus y raza oscilé entre 3 y 4, con valor medio de 3.41. Cuatro de las
razas estudiadas mostraron déficit de heterocigotos, mientras que las 11 restantes
mostraron exceso, el valor promedio fue de 0.05. El numero de loci que se desvid
significativamente del equilibrio de Hardy-Weinberg variaba entre 1y 6.
Los marcadores utilizados en este estudio pueden ser de gran interés para la identificacion
genética de los animales, se observaron 15 alelos especificos de raza en 10 de los loci
microsatélites estudiados (en 6 de las poblaciones de gallinas espariolas y en la poblacion
de Blanca Leghorn) y 15 alelos fijados en 7 de los loci para 9 de las poblaciones estudiadas.
Los valores de la heterocigosis media observada en las 13 razas espafolas estan de
acuerdo con los indicados por Hillel et al. (2003), Wimmers et al. (2000), Tadano et al.
(2007), y Berthouly et al. (2008). Todas las poblaciones mostraron desviaciones
significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que sugiere que las razas espanolas de
gallinas han sido seleccionadas durante afios para caracteristicas morfolégicas, aunque no
se puede descartar que esto también pueda deberse a la presencia de alelos nulos o un
error de genotipado.
Las distancias genéticas de Nei variaban entre 0.11 (entre la Espafola Cara Blanca y la
Menorca Negra) hasta 0.44 (entre la Prat Leonada y Leghorn Blanca). La distancia genética
entre las razas espafolas ponedoras de huevo blanco y la Leghorn Blanca oscilaba desde
0.25 (Menorca Negra) y 0.35 (Andaluza Franciscana), mientras que la distancia genética
entre las razas espanolas y la Leghorn Blanca iba desde 0.25 hasta 0.45. En nuestro
estudio, los dos razas espafolas (Castellana Negra y Villafranquina Roja) que también
formaban parte del proyecto AVIANDIV, tenian una distancia genética entre ellas y la
poblacion Leghorn Blanca menor que la que indicaban Hillel et al. (2003), que eran 0.43,
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0.64 y 0.45 respectivamente. Esto puede deberse a que la poblacion de Leghorn utilizada en
nuestro estudio tiene un origen diferente a la utilizada en proyecto AVIANDIV que habia sido
seleccionada durante mas generaciones para puesta, ademas los valores de distancias
genéticas pueden depender del grupo en el que se incluyan las poblaciones estudiadas (52
en el proyecto AVIANDIV).

En conclusion, el panel de marcadores microsatélites que hemos usado en nuestro estudio
puede ser de gran utilidad en el estudio de la diversidad genética en razas de gallinas,
mostrando un alto grado de polimorfismo, y un alto grado de diferenciacién de la poblacion.
Las razas espafolas presentan un elevado numero de alelos especificos y son mas
polimoérficas que la poblacion Leghorn Blanca, lo que sugiere gran potencial para su uso en
sistemas de produccion alternativa. A pesar de que las gallinas espariolas tradicionalmente
han sido seleccionadas para caracteres morfolégicos, se encuentra una separacion clara
entre la Leghorn Blanca y las razas espanolas, lo que indica la importancia de incluir a esas
poblaciones en los programas de conservacion.
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GENETIC DIVERSITY AMONG CHICKEN BREEDS OF THE CONSERVATION PROGRAM
OF THE INIA

ABSTRACT: The present study was conducted to evaluate the genetic variability and the
genetic divergence of 13 Spanish chicken breeds, a tester line, and White Leghorn
populations, using 24 microsatellite markers, 150 alleles were detected across all population.
The number of alleles by locus ranged from 2 to 13, with the mean value being 6.25. The
mean polymorphic information content was 0.59, ranging from 0.85 to 0.17. The observed
heterozygosity was lower than the expected heterozygosity for all loci, the mean values
being 0.46 and 0.64. The observed and expected heterozygosity ranged from 0.003 to 0.73
and 0.18 to 0.86, respectively. Mean deficit of heterozygotes within populations (Fis) was
0.06 and mean fixation index of each population (Fst) was 0.24. The mean global deficit of
heterozygotes across populations (Fr) was 0.29. A total of 15 private alleles in 10
microsatellites were observed, and in some populations, fixed alleles were found for 7
microsatellites. The average observed heterozygosity for each population was 0.46, ranging
from 0.33 (Quail Castellana) to 0.54 (Red Villafranquina), and the average expected
heterozygosity was 0.49, ranging from 0.32 (Quail Castellana) to 0.55 (White-Faced
Spanish). All of the Spanish breeds except the Quail Castellana were more polymorphic than
the White Leghorn population. The mean value of the deviation of heterozygote number was
0.05 breeds. Nei’s genetic distance showed a range from 0.11 (between White-Faced
Spanish and Black Menorca) to 0.44 (between Buff Prat and White Leghorn).The results
indicate that the panel of microsatellite markers was useful in studying the genetic diversity of
chicken breeds.

Keywords: Spanish breeds, chicken, microsatellite marker, genetic diversity.
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