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INTRODUCCION

La recuperacion del Poni de raza Asturcon llevada a cabo por la asociacion de
criadores ACPRA (http://www.asturcones.com/) se ha basado
fundamentalmente en individuos de capa negra. Recientemente se ha
planteado la necesidad por parte de la Asociacion de Criadores “Garcia Dory”
de la toma de medidas urgentes de proteccién sobre la poblacién conocida
como “Caballos de Corro” de Asturias, Asturcon Occidental o Asturcon
Castafio. Esta poblacibn ha sido descrita repetidas veces en tratados
etnoldgicos durante todo el siglo XX (Sotillo y Serrano, 1985), existiendo
grandes evidencias historicas de que hasta mediados del siglo pasado
constituia la poblacion de poni céltico mayoritaria en Asturias (Alvarez Llana,
1995). El proyecto RZ03-011, financiado por el INIA, prevé la caracterizacion
de ambas poblaciones de Poni Asturcon, al objeto de poder recomendar, a las
asociaciones de ganaderos y administraciones publicas, estrategias
coordinadas de conservacion y gestion de ambas poblaciones.

El ADN mitocondrial proporciona la informacién molecular méas utilizada en
estudios sobre el origen, domesticacion y difusion de las especies ganaderas y,
por supuesto, también de caballos (Vila et al., 2001; Jansen et al., 2002). En un
estudio previo (Royo y col., 2004) hemos secuenciado un fragmento de la
region de control de la replicacion del ADN mitocondrial en animales
pertenecientes a dos poblaciones equinas asturianas: poni Asturcon y Caballo
de Corro de Asturias.

La region de control de la replicacion del ADN mitocondrial es un fragmento de
alta tasa de mutacién, utilizable para evaluar relaciones genéticas estrechas
entre poblaciones e individuos (Ishida y col.,, 1995). En la presente
comunicacién estudiamos informacion proveniente de la secuenciacion de otras
zonas del ADN mitocondrial: Citocromo B (CitB) y del ARN ribosomal 12s
(ARNrl12s), tratando de estimar su capacidad informativa para relacionar
poblaciones cercanas. Estas regiones muestran una tasa de evolucibn mas
lenta (Mindell y Honeycutt 1990; Oakenfull y col., 2000).

MATERIAL Y METODOS
Se seleccioné al menos un individuo representativo de cada uno de los

haplotipos de D-loop presentes en cada poblacion estudiada de poni asturiano
(8 individuos de la poblacion de poni asturcon y 5 de la poblacidén castafa; ver


http://www.asturcones.com/

Tabla 1). Se amplificé por PCR un fragmento del CitB y otro del ARNrl12s,
siguiendo protocolos estandar y utilizando los oligonucleétidos mostrados en la
Tabla 2. La secuenciacion de los fragmentos de PCR se llevo a cabo en un
equipo ALFexpressll (Amersham Biosciences), utilizando el protocolo de
secuenciacion con oligonucleétidos marcados (Thermosequenase Primer Cycle
Sequencing Kit, Amersham Biosciences). Se obtuvo la secuencia de los 13
animales elegidos entre los nucleétidos 14302-14730 del CitB; y 508-921 del
ARNrl12s, tomando como referencia para su numeracion la secuencia con
namero de acceso: X79547 (Xu y Arnason, 1994).

Los andlisis de las secuencias obtenidas se realizaron usando el programa
MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001).

Tabla 1. Haplotipos de ADN mitocondrial encontrado en los animales
muestreados no emparentados de las poblaciones equinas asturianas.

Haplotipo Asturcon  Caballo de Corro

H1 4 8
H2 2
H3 1
H4 1
H5 1
H6 1
H7 2
H8 1 3
H9 1
H10 1

N° Individuos 12 14

N° Haplotipos 8 4

- Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para amplificar y
secuenciar los fragmentos descritos del Citocromo B y ARNr 12s.

oligonucleotido Secuencia 5'-3’
Horse-citB-up CCTCAAATTTCATCATGATG
Horse-citB-dn TGATGAAGGGTAGGATGAAGTG
Horse-12s-up ACGATAGCTAAGACCCAAACTG
Horse-12s-dn  AAGGAGGGTGACGGGCGGTGTG

RESULTADOS

En el caso de la secuencia del CitB, hemos encontrado 7 polimorfismos en 401
bases secuenciadas, distribuidos en 8 haplotipos diferentes (Tabla 3). Un
mismo haplotipo (CitB-H3) resultd ser el mas frecuente en ambas poblaciones
de poni céltico asturiano. En la poblacion de poni Asturcon encontramos 7
haplotipos diferentes y s6lo 3 en el caballo de Corro. En el caballo Asturcén



encontramos 5 haplotipos exclusivos, y solo uno en la poblacién castafa
(Caballo de Corro).

En el caso de la secuencia del ARNrl12s, encontramos 3 polimorfismos en 414
bases secuenciadas, dando lugar a 3 haplotipos diferentes. EI mismo haplotipo
(12s-H1), resultd ser el mas frecuente en ambas poblaciones de ponis
asturianos, siendo la de Caballo de Corro monomorfica para este haplotipo. En
el poni Asturcon se han encontrado otros 2 haplotipos mas.

La diversidad haplotipica fue, en ambos casos (Citocromo B y ARNrl2s),
mayor en la poblacién de poni Asturcén que en la poblacién de Caballo de
Corro (0.88-0,60 respectivamente para el caso del Citrocromo B; y 0,38-0,20
respectivamente en el caso de ARNr-125s).

-Tabla 3. Haplotipos de Citocromo B. Se detallan las posiciones nucleotidicas
(desde la 14352 a la 14672) en que se encuentran los sitios variables que
definen los haplotipos, el nimero de haplotipos (N) y la diversidad haplotipica
(k) encontrada en las poblaciones analizadas.

1111111
4444444
3445566
5275527
2483682 Asturcon Caballo de Corro
CitB-H1 TTCTTAG 1
CitB-H2 c...... 1
CitB-H3 c....G. 2 3
CitB-H4 cc....A 1 1
CitB-H5 c....G. 1
CitB-H6  ..T.... 1
CitB-H7 «c..c.a. 1
CitB-H8 c...ca. 1
N 7 3
k 0,875 0,6

- Tabla 4. Haplotipos encontrados en la secuencia del ARNrl12s. Se detallan las
posiciones nucleotidicas (desde la 738 a la 859) en que se encuentran los sitios
variables que definen los haplotipos, el nimero de haplotipos (N) y la
diversidad haplotipica (k) encontrada en las poblaciones analizadas.

788
355
gg9 Asturcon Caballo de Corro
12s-H1 TTA 5 5
12s-H2 .C. 2
12s-H3 C.G 1
N 3 1
k 0,375 0,2




DISCUSION

Las poblaciones equinas asturianas de poni Asturcon y Caballo de Corro se
diferencian fundamentalmente en la capa: mayoritariamente castafia en el
Caballo de Corro y practicamente en su totalidad negra en el poni Asturcon. La
capa negra en caballos tiene caracter recesivo respecto de la capa castafa
(Rieder et al., 2001), lo que explicaria tanto su fijacion en el poni Asturcén
como su aparicion en el Caballo de Corro. Esto podria considerarse un reflejo
de la historia comun que han mantenido ambas poblaciones equinas (Alvarez
Sevilla, 1999) y de la ausencia de seleccion para el color en Caballo de Corro,
lo que permitiria la manifestacion de la capa negra en esta poblacion.

Para caracterizar genéticamente ambas poblaciones de poni, se secuencio un
fragmento de la region de control del ADN mitocondrial (Royo y col., 2004). El
estudio de la region de control de la replicacion del ADN mitocondrial permitié
encontrar una gran diversidad de haplotipos de ADNmt, sefialando la existencia
de un nimero elevado de lineas maternas diferentes en la formacién de las dos
poblaciones, lo que concuerda con estudios previos en la especie equina (Vila
et al., 2001; Jansen et al., 2002). Aunque la diversidad haplotipica es mayor en
el Asturcon, el numero de haplotipos que comparten ambas razas es muy alto.
Estos datos se pueden ver en la Tabla 1.

En regiones hipervariables como la de control de la replicacion del ADN
mitocondrial es posible que distintos sucesos de mutacion se produzcan en un
mismo sitio. Por ese motivo, la informacién obtenida a partir de esa secuencia
puede enmascarar la historia de la poblacion estudiada. En concreto,
poblaciones que han sufrido un cuello de botella reciente (caso del poni
Asturcén) pueden presentar una gran variabilidad nucleotidica y haplotipica.
Esta situaciéon, has ido previamente descrita en otras poblaciones equinas de
pocos efectivos como la Exmoor (Jansen et al., 2002),

Por esas razones, puede ser conveniente estudiar otras regiones del ADN
mitocondrial con una menor tasa de evolucién, donde los multiples sucesos de
mutacién en una misma posicion sean menos probables. El estudio de este tipo
de secuencias de menor variabilidad puede complementar la informacion
obtenida en el D-loop permitiendo llegar a conclusiones mas precisas.

La diversidad nucleotidica encontrada en las secuencias del ARNrl2s es muy
baja (3 posiciones variables en 414 nucleotidos secuenciados), y por tanto no
parece suficiente para realizar estudios de diversidad en poblaciones cercanas.
Sin embargo, los resultados obtenidos de la secuenciacion del CitB, parecen
ajustarse a lo encontrado previamente en la region de control de la replicacién
del ADN mitocondrial. La poblacién de poni Asturcon presentd, para el CitB una
mayor diversidad haplotipica que la de Caballo de Corro. Esta diversidad se
acerca mas a lo esperable a partir de la historia reciente de estas poblaciones.
Nuestros resultados sefialan que la secuenciacion del CitB puede ser Util para
estudiar poblaciones cercanas.
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