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RESUMEN

Existen pocos trabajos sobre la varabilidad genética en las poblaciones de conejos
Oryctolagus cuniculus. Aqui reportamos un estudio sobre dicha vanabilidad en dos colonias de
conejos Nueva Zelanda: una abierta, establecida con fines comerciales, y otra de nuestro laboratorio
(Biologia Molecular), emparentada entre si durante mas de 10 afios. La finalidad fue determinar el
grado de consanguinidad en esta poblacion para saber si se trataba de organismos endogamicos.

La colonia cerrada es el resultado de la seleccion de los conejos mas resistentes a un proceso
de anemia expernimental. Se determinaron y compararon en ambas colonias los parametros
hematologicos, asi como los valores séricos de la transfernna, ceruloplasmina, niveles de hierro,
proteina total y albumina.

Se determinaron los patrones de actividad para 20 isoenzimas presentes en hemolizados de 10
individuos diferentes para cada una de las colomias, por electroforesis en geles horizontales de
almidon. Los zimogramas fueron interpretados y sus correspondientes genotipos fueron analizados
por medio del programa Biosys para variacion genetica.

Los resultados de este estudio muestran que en la colonia cerrada hay una disminucion
significativa en el namero de loci polimorficos en relacion con la abierta. La heterocigosis observada
con respecto a la esperada y el analisis del arbol genealogico nos llevan a concluir que la colonia
cerrada presenta un coeficiente de endogamia cercano al 50.00%.

La colona abierta presenta un grado mayor de vanacion genica con respecto a la cerrada.
aun cuando debido a las restricciones de apareamiento entre ellcs por tratarse de una linea comercial,
tiene un cierto grado de consanguirudad 20.00%.



I. INTRODUCCION

1.0. ORGANISMOS ISOGENICOS

Los mejores animales para la mayoria de las investigaciones biomédicas son las cepas
endogamicas o consanguineas, es decir, los animales producto de mas de veinte generaciones de
cruzas entre hermanos. La uniformidad de caracteristicas que se logra, debido a la homogeneidad
genética (isogenia), permite el uso de menor numero de animales para cada expenmento, pues
presentan poca variabilidad entre ellos y brindan una alta reproducibilidad (Festing 1972; Lyon 1978;
Castillo 1985).

El efecto teorico primario de la endogamia es la tendencia hacia la fijacion al azar en cada
linea de una combinacion de genes que son heteroalélicos en la poblacion onginal; la diferenciacion
entre lineas es una consecuencia inmediata (Wright 1977).

Actualmente, se sabe que en las diversas cepas isogénicas para alcanzar la consanguinidad
deben aparearse hermanos con hermanas o hijos con sus progenitores (retrocruzas), el cruce de
hermanos verdaderos da lugar en la misma generacion a un coeficiente de consangunidad del 25 %,
esta velocidad aumenta en las generaciones subsiguientes, debido a que la heterocigosis va siendo
menor a traves de las generaciones. Esto significa que al cabo de 20 generaciones se obtiene el 98 4
% de consanguinidad y es tedricamente cuando se considera a los organismos homocigoticos (Festing
1979, Castillo 1982, Falconer [986). Sin embargo, una vez alcanzado este grado de consangumnidad
(homocigosis) con las caracteristicas propias de una linea isogénica de animales, éstas deben
mantenerse estables y umformes pues puede ocurnir variacion fenotipica de origen genetico.

Las principales caracteristicas de las cepas endogamicas que las convierten en instrumentos
valiosos para la investigacion son:
1. Estabilidad genética a largo plazo: las cepas 1sogénicas permanecen constantes genéticamente
durante largos periodos de tiempo. A pesar de que pueden ocurnr cambios genéticos como resultado
de las mutaciones, la probabilidad es mucho menor que en la cepa abrerta.
2. Isogenicidad. todos los individuos de una cepa son genéticamente identicos. Asi, injertos de piel y
tumores pueden ser transplantados dentro de una cepa sin rechazo inmunologico, simularmente los
polimorfismos bioquimicos e inmunologicos determinados pueden ser estudiados en un solo ammal
para caracterizar a toda la cepa.
3. Homocigosidad: los animales endogamicos son homocigoticos en practicamente todos los loci.
4. Distribucién internacional: muchas de las cepas endogamicas de ratas y ratones tienen una
distribucion intemnacional, de tal manera que pueden hacerse comparaciones de los resultados de las
investigaciones al utilizar animales genéticamente 1denticos.
5. Identificabilidad: Muchas cepas endogamicas pueden ser identificadas por sus caracteristicas
inmunologicas vy bioquimicas reduciendo asi la posibilidad de contaminacion genética no controlada.
6. Uniformidad; La eliminacion de variacion geneética que ocurre durante la endogamia significa que
para muchos caracteres poligénicos heredados, las cepas endogamicas son mas uniformes que las
poblaciones abiertas. Esto significa que se necesitan menos animales endogamicos en un experimento
para lograr la precision estadistica deseada.
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7. Individualidad:Cada cepa endogamica representa un genotipo unico que a menudo lleva a un
fenotipo de interés biomeédico. Cada cepa tiene patrones de desarrollo, conducta, repuesta a
infecciones, antigenos y toxinas asi como algunas enfermedades espontaneas.

Desde principios del siglo se iniciaron estudios sobre la endogamia en diferentes grupos de
animales, los experimentos mas antiguos se iniciaron en 1906 con cobayos por G.M. Rommel. Se
iniciaron con 35 lineas, pero exclusivamente se mantuvieron 23 con apareamiento entre hermanos.
Fue en 1915 cuando Wright se hizo cargo del analisis de los resultados y la continuacién de los
experimentos. Después de 1917 nuevos apareamientos se hicieron en las 5 lineas mas vigorosas para
llevar a cabo un intenso estudio, los caracteres vitales estudiados consistieron en dos componentes de
fecundidad (crias por camada y camadas por afio) y dos componentes de wiabilidad perinatal
(porcentaje nacido vivo y porcentaje que alcanzo 33 dias). Algunas de estas lineas se utilizaron para
el estudio de resistencia a la tuberculosis y se han seguido utilizando estos amimales para hacer
diferentes comparaciones tales como el color, algunas caracteristicas morfologicas y el temperamento
de los animales (Wnght 1977).

Helen D King (1918-1919), poco tiempo después, inicio los experimentos con ratas trabajos
que se desarrollaron mucho mas rapidoe que con los cobayos debido al intervalo mas corto entre
generaciones. Se iniciaron 2 lineas que se mantuvieron cuando menos 92 y 106 generaciones entre
hermanos No se encontro evidencias (generacion 25) de deterioro de los animales en fertilidad,
longevidad o cualquier otro aspecto de vigor constitutivo. Con estas primeras lineas se llevaron a
cabo expenimentos sobre transplante y hoy en dia se conservan lineas de ratas usadas en la
investigacion (Wright 1977).

Castle en 1901, desarrollo cruzas de ratones obteniéndo caracteristicas que iban de acuerdo a
la coloracion del pelaje y no es, sino hasta 1909, cuando Little obtuvo la primera cepa consanguinea.
Afos mas tarde Snell (1941) contribuyo a la obtencion de sublineas de la cepa obtenida por Little y
Tyzzer (1916 en Morse, 1981).

El mas extenso uso de animales endogamicos ha sido con ratones. En el Laboratorio
Memonal de Jackson se desarrollé un considerable numero de cepas, mantenidas exclusivamente por
apareamiento de hermanos, las cuales son suficientemente vigorosas en todos aspectos para ser
indefindamente multiplicadas. Cada una de estas cepas tiene una combinacion unica, de
caracteristicas con respecto al color, morfologia y fisiologia (Wright 1977).

Con el curso de los afios, la utilizacion de ratones isogénicos en las investigaciones
biomeédicas ha tdo en aumento, ya que la constitucion genética es uno de los elementos mas
importantes a ser considerados en la eleccion de amimales para este estudio. En la actuahdad,
probablemente, se usan mas ratones isogenicos en las investigaciones relacionadas con el cancer que
en cualquier otro tipo de investigaciones (Staats 1976; Foster, Small y Fox 198]).

Los intentos de generar lineas endogamicas en conejos ha sido menos exitosa que en cobayos,
ratas o ratones. Chai (1969) reporto 2 lineas en la generacion 20, 2 en la 12 y una que desaparecio en
la catorceava generacion. Estas fueron mantenidas principalmente por apareamientos de hermanos,
pero tuvieron que hacerse apareamientos ocasionales entre padres con las crias y entre medios
hermanos u otros parentes cercanos. Hubo disminucion en la conducta de apareamuento, una
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disminucién en el tamario promedio de crias por camada en todas las lineas de alrededor de 8 a
menos de 4, un incremento en la mortalidad en el nacimiento y disminucion en el peso al destete
(Wnight 1977). No se encuentran descntas lineas endogamicas de conejos, m estudios a nivel de
variacion genética. Existe un reporte que presenta la vanacion de 4 isoenzimas en diferentes
poblaciones de conejos relacionados con su organizacion social (Mykytowycz v Fullager 1973). No
solamente se ha tratado de tener lineas endogamicas de los animales utilizados frecuentemente en la
experimentacion, sino también en ganado, en Drosophila e inclusive se ha estudiado en humanos

(Wright 1977).

Con la ayuda de estas lineas de animales se ha obtenido y se obtiene, actualmente, mucha
informacion en investigaciones inmunologicas y en estudios sobre la herencia del cancer y sobre
crecimiento y trasplante de tumores. Los ratones isogénicos son usados en las investigaciones de los
procesos malignos, asi como en el campo de la toxicologia, quimioterapia, inmunoterapia y
estomatologia, en aquellos casos donde se estudia la influencia de suplementos alimenticios sobre una
posible accion cancerigena, en la farmacologia y en el estudio de algunas enfermedades hereditanas
que padece el hombre (Billingham y Silvers 1959; Festing 1972, 1979; Festing y Staats 1973)

Muchas de estas investigaciones han dependido primero de la disponibilidad de la cepa
1sogénica y muy recientemente del uso generalizado de lineas congénicas y coisogénicas. El término
congenico se usa hoy en dia para designar cepas producidas por la introduccion de un gen en una
linea endogamica. Las lineas coisogénicas han sido desarrolladas por retrocruzas de una mutante o
variante, tales como el haplotipo del complejo mayor de histocompatibilidad, en una linea
endogamica, Los avances recientes en el entendimiento de los mecanismos del complejo mayor de
histocompatibilidad de ratas y ratones habria sido imposible sin el uso de cepas endogamicas v
congenicas. Estas cepas endogamicas también han sido usadas en otras disciplinas, aunque en
muchos casos su uso no se ha extendido. Esto se debe, principalmente, a que los investigadores no
conocen los beneficios del uso de tales animales

1.1. ANEMIA EXPERIMENTAL

La eritropoyesis en los vertebrados es un proceso bien regulado acoplado a las necesidades
fisiologicas del organismo. La eritropoyesis puede incrementar su produccion habitual varias veces
para compensar la pérdida o destruccion de eritrocitos, o bien puede mnhibirse por un exceso de
celulas rojas en la sangre.

La mayoria de estudios que se han hecho para el conocimiento de la dinamica de la
eritropoyesis utilizan ratas o ratones y pocos se han hecho en el conejo. En el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias, UNAM donde se llevo a cabo esta tesis, se ha desarrollado un
modelo de anemia crénica inducido por la remocién diaria de un volumen constante de sangre
(Martinez ef al 1991). Este modelo presenta las siguientes ventajas:

1) Es reproducible y permite el seguimiento diario de diferentes parametros tales como la produccion
de células rojas.
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2) Involucra la expansion del sistema productor de sangre y por lo tanto los niveles de los factores
reguladores tales como la eritropoyetina vy la prostaglandina E1, también deben estar elevadas en la
sangre.

3) Pueden tomarse muestras sanguineas sin alteraciones en las caracteristicas generales del sistema
ya que la remocion de sangre es necesaria para el equilibrio.

En condiciones normales, la produccion de células sanguineas se encuentra balanceada con
su destruccion por mecanismos reguladores complejos; sin embargo, cuando la pérdida de células se
incrementa por sangrado cronico, deben ser vanos los procesos que se activan, ya que el sistema
hematopoyético es capaz de incrementar el aporte de células fisiologicamente activas.

Al inducir un estado de anemia por sangrado diario, los mecanismos productores de células
sanguineas se ven amplificados lo cual nos permite estudiar la cinética de aparicion de las células, v
nos ayuda a entender los mecamsmos generales reguladores de la hematopoyesis.

Este sistema de anemia expenmental alcanza el equilibrio después de 11 dias de sangrado
cuando el numero de entrocitos remowvidos iguala al de entrocitos formados cada 24 horas. En la
poblacion de células rojas en la etapa de equilibmo durante la anemia cronica, el contenido
corpuscular medio de hemoglobina es mayor (MCH), la concentracion corpuscular de hemoglobina
(MCHC) es menor vy el volumen corpuscular es mayor (MCV) que en la poblacion de celulas rojas en
condiciones de control o no normales. La anemia es caracterizada como macrocitica y ligeramente
hipocromica, aunque los ertrocitos contienen mas hemoglobina por celula. Sin embargo, los tamarios
de las células de cada etapa de maduracion de los precursores eritroides en la medula osea aumentan
significativamente a partir del 4° dia de sangrado (Mayani 1984). Asi, el caracter macrocitico de la
anemia es debido no solamente al incremento en el numero de reticulocitos, los cuales son mayores
que los entrocitos, sino también a la aparicion de reticulocitos y entrocitos macrociticos en la
circulacion. Estas células son mas grandes como resultado de la presencia de las células precursoras
de entrocitos macrociticos en la médula osea durante 1a anemia (Martinez et al. 1991).

En los trabajos realizados anteriormente se utilizaron conejos obtenidos de un bioterio los
cuales se sangraban durante 21 dias, para inducir una anemia cronica expenmental. A partir de 1981
se escogio de los conejos sobrevivientes a la anemia cronica a un macho y a dos hembras que se
utilizaron como pie de cria; los descendientes de estas primeras cruzas fueron utilizados para
experimentos de anemia cronica y entre ellos se selecciond a los que mejor respondian al sangrado
considerando el numero de celulas rojas alcanzadas en el equilibno, para cruzarios entre si

Actualmente, después de 13 generaciones los conejos muestran una disminucion notable en el
numero de gazapos por camada (2-5), asi como, ocasionalmente, deformaciones en la cintura pelvica
y en las extrermdades. Con esta colonia de conejos se trato de dilucidar si se tenia una colonia
endogamica o no

Por lo anterior, se estudio 1a variacion genética de esta colonia y se comparo con una coloma
comercial, mas abierta. Dado que la colonia establecida en el laboratorio habia sido seleccionada,
parcialmente, por su capacidad de respuesta a la anemia cronica y porque los caracteres
hematoldgicos son hereditarios se compararon ciertos parametros de la sangre de las dos colonias
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para ver s alguno de ellos habia vanado, lo que indicaria un posible efecto de esta seleccion en la
colonia cerrada.

1.2. EVOLUCION

El cambio evolutivo se produce en las poblaciones, no en los individuos. El individuo nace,
crece y, finalmente, muere. Desde el punto de vista evolutivo, el individuo es efimero; solo la
poblacion es continua; la continuidad deriva del mecanismo de la herencia biologica. Los organismos
individuales pueden cambiar a lo largo de su vida, pero la constitucion genética permanece por lo
general constante. Por el contrario la constitucion genética de una poblacion puede cambiar de una
generacion a otra, y asi sucede por lo general. La evolucion consiste en cambios en la constitucion
genética de las poblaciones (Ayala 1980).

Los niveles y patrones de vanacion genética juegan un papel muy importante para determinar
el potencial evolutivo de una especie o poblacion. Estos patrones de variacion genética estan
determinados por el efecto de cinco procesos evolutivos fundamentales: 1. deriva génica, 2. migracion
(flujo genica), 3. sistemas de apareamiento, 4. mutacion y 5. seleccion natural.

Los estudios de vanacion genetica involucran dos aspectos principalmente: el primero se
refiere a la descripcion de los miveles de vaniacion mantenida dentro de las poblaciones; el segundo,
concieme a la manera como esta repartida la vanacion entre las poblaciones y tiene particular
importancia para la conservacion de recursos geneticos.

La mutacion es la fuente ultima de toda la variacion genética. La migracion o flujo génico de
una poblacion a otra de la misma especie puede aumentar la vanacion genética en las poblaciones
locales. Por otro lado, las poblaciones se diferencian dependiendo de la magnitud vy direccionalidad
del movimiento de genes. Los niveles altos de flujo génico aumentan el tamario efectivo de las
poblaciones y reducen la diferenciacion local por denva genica o seleccion natural, Si por el contrario
el flujo de genes es limitado, se reduce el tamafio efectivo de las poblaciones y aumenta la
diferenciacion entre subpoblaciones.

La seleccion natural puede simplemente definirse como la reproduccion diferencial de
vanantes genéticas alternativas. Los organismos que poseen caracteristicas geneticas Utiles para sus
portadores, como son las adaptaciones al ambiente, es probable que dejen mas progenie que los
organismos con caracteristicas geneticas alternativas, menos adaptativas. Las caracteristicas con
mayor adaptacion aumentaran la frecuencia a traveés de las generaciones, mientras que las de menor
adaptacion disminuiran de frecuencia.

La mutacion, migracion y deriva genética son procesos al azar respecto a la seleccion, y las
frecuencias génicas cambian independientemente de si son utiles a sus portadores como adaptaciones.
La seleccion natural es el Gnico proceso evolutivo que es direccional respecto a la adaptacion. La
naturaleza adaptativa de los organismos y de sus estructuras, fisiologia y comportamiento es debida a
la seleccion natural.
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El potencial evolutivo de una poblacion esta determinado por el grado de vanacion genética
que existe en la poblacion. Asi la seleccion natural al igual que la deriva genética, solamente, pueden
tener lugar en poblaciones que posean variabilidad genética. A mayor variacion genética en una
poblacion, mayor sera la oportunidad para que opere la seleccion natural. Por consiguiente, un
requisito para entender la biologia evolutiva de una especie es el conocimiento de su variacion
genética (Lewontin 1967, Endler 1973, Slatkin 1980).

1.3. MEDICION DE LOS NIVELES DE VARIACION GENETICA

Actualmente, son muy numerosos los estudios que se han hecho en plantas y animales sobre
los niveles de variacion genetica. Los niveles de variacion génica juegan un papel muy importante al
determinar el potencial evolutivo de una especie o poblacién y en la mayoria de las poblaciones
naturales se manifiesta a través de alelos multiples en un cierto numero de loci. Los estudios de
variacion genética involucran la aplicacion de téenicas bioquimicas, principalmente electroforesis,
para obtener indices de vanacion genética. Estos indices son generalmente cuantificados en términos
de porcentaje de loci polimorficos por poblacion, nimero efectivo de alelos por locus, proporcion
promedio de loci heterocigos por individuo y la heterocigosidad o frecuencia promedio de individuos
heterocigotos en un nimero representativo de loci, por lo general 10 como minimo (Crow y Kimura
1970; Hartl 1980, Ayala 1980; Hedrick 1983, Futuyma 1986, Hamrick y Loveless 1986; Nei 1987).

Utilizando marcadores enzimaticos se ha encontrado que los vertebrados presentan menor
varacion que los invertebrados (Nevo 1978), y que las poblaciones de plantas tienen altos niveles de
variacion similares a las de los invertebrados (Hamrick, Linhart y Mitton 1979).

La combinacion de la electroforesis en geles de almidon (Murphy R. W et al 1990) con
métodos de tincién histoquimicos (Hunter y Markert 1957) proporciond una poderosa técnica para la
investigacion de la distribucion gencética en poblaciones naturales. Su aplicacién pronto condujo al
importante descubrimiento de las 1soenzimas o formas moleculares multiples de una enzima (Markert
y Mollert 1959). La técnica del zimograma fue introducida en la biologia de poblaciones cuando
Lewontin y Hubby (1966) y Harnis (1966) intentaron medir sistematicamente [a variacion genetica en
poblaciones naturales seleccionando muestras de proteinas elegidas al azar para encontrar las
aloenzimas, que son variantes genéticas para un mismo locus de algunas de las isoenzimas.

Dicha técnuca ha servido para estudiar las frecuencias alélicas para numerosos loci
controlados enzimaticamente, y otras proteinas en poblaciones silvestres del raton casero Mus
musculus, una especie que en su forma domesticada, ha sido prominente en las investigaciones de las
bases genéticas del polimorfismo de proteinas (Lush 1967; Selander er al. 1969).

Los principales objetivos en la investigacién de proteinas por medios electroforéticos para la
especie de raton casero han sido: 1. cuantificar la proporcion de loci polimorficos en la reserva de
genes de poblaciones silvestres. 2. comparar las subespecies y grupos de subespecies del raton casero
con respecto al caracter genético total. 3. determinar los efectos de la estructura de poblacion sobre
los patrones de vanacion genética. 4. medir la varacion interpoblacional de las frecuencias alélicas
en diferentes loci, y al describir los patrones geograficos de variacion dotar de una base para
investigaciones futuras sobre posibles factores de seleccion, responsables del mantenimiento de los
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polimorfismos de proteinas. Asi los métodos electroforéticos pérmiten estudiar la variacion entre
organismos y establecer relaciones evolutivas (King y Wilson 1975; O'Brien ef a/ 1983).

Las investigaciones en raton casero van en forma paralela con aquellas relacionadas con el
polimorfismo de proteinas en humano (Harris 1966, 1967, Harris er al. 1968; Lush 1967) y en
poblaciones de Drosophila (Lewontin y Hubby 1966, Johnson er al. 1966; Hubby y Throckmorton
1968; Selander, Yang y Hunt 1969; Selander y Yang 1969).

Se han hecho estudios comparativos entre el hombre y varios géneros de mono utilizando
medios electroforéticos basados en los procedimientos de Ayala et al. (1972) y Bruce y Ayala (1979)
Estas técnicas electroforéticas proporcionan menos informacion para cada proteina que la
secuenciacion de proteinas o aun la inmunologia, pero esta desventaja queda mas que compensada
por el estudio de un gran nimero de proteinas.

Selander, er al (1971) estudiaron el polimorfismo de las proteinas en el raton de campo
Peromyscus polionotus, para analizar los patrones geograficos de vanacion en las frecuencias de
alelos; determinar los niveles de heterocigosidad genica y las relaciones geneticas de poblaciones
definidas como subespecies por criterios sistematicos convencionales.

También se ha estudiado la variacion geneética en proteinas de dos subespecies europeas de
ratones silvestres Mus musculus, como un medio para valorar la proporcion de loci polimorficos en el
genoma total. De los 40 loci que controlan las 35 enzimas y proteinas no enzimaticas estudiadas el 30
% fueron polimérficos, una proporcion muy similar a la obtenida para Drosophila y humano (Petras
y Biddle 1967, Selander et al. 1969)

En estudios de vaniacion de aloenzimas en dos poblaciones de rata canguro Dipodonys
spectabilis para analizar la heterogeneidad génica intra e interpoblacionalmente, pues se han
encontrado niveles desusualmente bajos de variabilidad en estas poblaciones (Hamilton er al. 1987
Selander 1970, Johnson y Selander 1971; Elliott er al i989). Todos los individuos fueron examinados
para 27 loci y dieron resultados registrables, ya que estas ratas exhiben niveles de variacion genética
comparables a los de otras especies de roedores (Nevo 1978; Maruyama y Kimura 1980)

El conejo silvestre Oryctolagus cuniculus tambien ha sido una especie ideal para el estudio
de las influencias de la organizacion social en la estructura genética de la poblacion por cuatro
razones. 1. es relativamente facil observar la orgamzacion social de sus poblaciones. 2. presentan
marcadores genéticos convenientes. 3. se conoce con detalle la ecologia del conejo. 4. su organizacion
social en poblaciones pequefias esta bien descrita (Myers y Poole 1962, Mykytowycz y Fullager
1973; Richardson ef al. 1980). En el trabajo de Daly (1981) se examinaron 4 enzimas polimorficas
en el conejo: adenosina deaminasa (ADA), anhidrasa carbonica (CA), 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6-PGD) y esterasa (EST) en 1300 muestras de sangre de conejos. Tanto para los
gazapos comoo para los jovenes y adultos no se encontraron desviaciones a las proporciones de
Hardy-Weinberg ni en los valores de H excepto para la esterasa que presentd una deficiencia de
heterocigos.

También se reporta en este estudio que la estructura social de los conejos en las poblaciones
afecta la frecuencia geénica. El principal factor es el comportamiento sedentario de los adultos, que los
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aisla en un habitat favorable en donde pueden tener una mayor reproduccion y pueden contribuir mas
a la reserva de genes de las siguientes generaciones. Como resultado de esto, la heterogeneidad en el
medio ambiente puede conducir a diferentes tasas reproductivas entre grupos sociales. Asi la
heterogeneidad del medio en una area pequeria del habitat de los conejos parece ser importante porque
amortigua a la poblacion contra las irregularidades climaticas.

Los resultados se compararon con los obtenidos para otros mamiferos pequefios y aves donde
la organizacion social no tiene las consecuencias esperadas. Esto cuestiona el postulado de que la
organizacion social es importante para dirigir los cambios evolutivos en algunas poblaciones de
mamiferos.

1.4. ISOENZIMAS

Las isoenzimas son formas moleculares multiples de una enzima dada, estan presentes en uno
o varios individuos de la misma especie, comparten cuando menos un sustrato en comun y han
resultado ser excelentes indicadores de la variacion genética en un grupo de organismos (Markert
1968). :

Entre las ventajas de estas moléculas como marcadores geneéticos se encuentran: a) El
analisis puede efectuarse con un gran nimero de individuos pues se requieren pequefios volumenes de
muestra de tejido, b) las isoenzimas alélicas (aloenzimas), se expresan de manera codominante, es
decir, ambos alelos se manifiestan fenotipicamente en los heterocigotos, c) ademas pueden vanar en
fos diferentes tejidos (tejido-especifico) y en diferentes etapas del ciclo de vida de los organismos
(Brewer 1970; Harns y Hopkinson 1976, Rider y Taylor 1980).

La electroforesis de proteinas hoy en dia se encuentra entre los métodos mas eficientes para
la investigacion de fenomenos genéticos a nivel molecular. Usando metodos electroforéticos puede
obtenerse simultaneamente datos acerca de las enzimas: las isoenzimas y las aloenzimas. Ambas son
importantes en la sistematica molecular, e involucran proteinas que pueden ser separadas en funcion
de su carga neta y tamafio. A pesar de que existen otros métodos para la electroforesis de proteinas,
el uso de los geles horizontales de almidén se ha ido extendiendo para la obtencion de datos que
permitan entender la vanacion genética en las poblaciones naturales asi como las relaciones
filogenéticas.

La utilizacion correcta de los datos de isoenzimas requieren que los patrones de bandeo
observados en los geles sean interpretados correctamente. La suposicion basica que los biologos
evolutivos hacen al utilizar los datos de isoenzimas es que los cambios en la movilidad de las enzimas
en un campo eléctrico refleja cambios en la secuencia de DNA que los codifica. Para interpretar el
patron de bandas también debe tenerse informacion de la estructura de la enzima (nimero de
subunidades) ast como de la compartamentalizacion de las enzimas.

La distribucion de las isoenzimas puede predecirse, pueden identificarse individuos
homocigoticos y heterocigoticos, y sacarse conclusiones acerca del polimorfismo genetico, el sistema
de apareamiento de los individuos y la estructura de la poblacion.
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El estudio de las isoenzimas nos permite determinar el grado de relacion que existe en
diferentes poblaciones asi como determinar el grado de homocigosis que hay en una poblacion (Ayaia
et al: 1972). Teniendo una colonia de conejos seleccionados por su resistencia a la induccion de una
anemia cronica experimental, se decidio utilizar la electroforesis en geles de almidon de isoenzimas
para determinar la variacion genética en esta colonia cerrada.
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ILOBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar si la colonia de conejos Nueva Zelanda Oryctolagus
cuniculus del laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias, UNAM es una coloma
endogamica.

Los objetivos particulares son:
a) Comparar los parametros hematologicos de dos colomias de conejos: una comercial y la otra de
nuestro laboratorio, para determinar si la seleccion de los animales mas resistentes al

sangrado que se utilizaron para generar la colonia cerrada produjo alguna modificacion
hereditana.

b) Determinar los niveles de variacion geneética en las mismas colonias de conejos, utilizando la
técnica de electroforesis de almidon, usando diferentes isoenzimas de la sangre.



1. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en dos partes basicamente. La primera parte corresponde al analisis de
parametros hematologicos, datos que proporcionan una informacion directa acerca de las
caracteristicas de las células rojas circulantes y de su entorno. La segunda parte se refiere al estudio
de la vaniabilidad genética a través del analisis electroforético de las isoenzimas de las células rojas.
Para este trabajo se utilizaron 20 conejos Nueva Zelanda Oryetolagus cuniculus.

En el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias, UNAM, se tiene un
modelo experimental en conejos de induccion de anemia cronica por sangrado. Tratando de lograr
animales mas resistentes al sangrado, se inicio la cruza de los mejores organismos sobrevivientes en
los experimentos eligiéndose inicialmente un macho y dos hembras en 1981, obteniéndose hasta la
fecha trece generaciones. 64 camadas (2-5 crias por camada provenientes de cruzas entre los mismos
individuos). De esta colonia se trabajo con 10 conejos alimentados ad libitum con una dieta de
congjina (Punna de Meéxico) suplementada con lechuga y zanahorias, los cuales se denornaron
coloma cerrada por estar cercanamente emparentados y ademas relacionados por su capacidad para
resistir la anemia experimental. Sus edades fluctian entre siete meses y tres y medio afios. y tiene
aproximadamente 3-4 Kg de peso cada uno. Otros 10 conejos denominados colonia abierta son
individuos ajenos a la colonia de conejos, procedentes de un criadero (TEPOSPIXCA, Granja de
Cunicultura) independiente ai laboratono, con una edad de ocho meses mas o menos y un peso
similar al de los conejos de la coloma cerrada

1.0. ANALISIS DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Se sangro a los 20 conejos, removiéndoseles por puncion cardiaca un volumen de 10 mlkg
peso. La sangre se recolecto con jeringas de vidrio enjuagadas con una solucion de NaCl 0.9% p/v, y
se tomo un alicuota de 2 ml que se transfind a un tubo enjuagado con acido etilendinitrilo tetracético
sal disodica (Titriplex ITI, Merck de México) al 20% en NaCl 0.15 M pH 7.4 como anticoagulante
La sangre restante se transfirio a matraces de vidrio que contenian acido £ amino caprdico 2 M como
inhibidor de la plasmina, para dar una concentracion final en la sangre de 0.02 M y perlas de widrio.
Se agito hasta la formacion del coagulo y se centrifugo en una centrifuga clinica (Clay Adams) a
2,000 rpm durante 15 minutos. Se separo el suero y se guardd por separado para cada uno de los
conejos manteniendose dicha muestra en congelacion a -20°C hasta su utilizacion. Las células rojas
se lavaron tres veces con una solucion isotonica de NaCl 0.15 M y luego se hemolizaron anadiendo |
ml gota a gota de agua destilada helada y agitando en el vortex después de cada adicion. Estas células
fueron separadas en cuatro alicuotas para cada muestra de sangre de conejo y congeladas en un
ultracongelador (Revco de -70 °C) para el analisis de isoenzimas.

Con la alicuota de sangre se determiné: nimero de células rojas (RBC), volumen corpuscular
medio de células rojas (MCV), numero de células blancas (WBC), hematocrito (Ht) y la
concentracion de hemoglobina (Hb). Con estos datos se calculd la concentracion media de
hemoglobina (MCH) y la concentracion corpuscular media de la hemoglobina (MCHC). Estas
determinaciones se hicieron en el Coulter Counter modelo ZF y en un Hemoglobinometro (Coulter
Electronics, Inc. Hialeah, Fla).
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1.1. DETERMINACION DE HIERRO

La concentracion de hierro sérico se determind espectrofotométricamente haciendo uso del
acido batofenantrolin sulfonico el cual reacciona con el hierro libre dando un compuesto de color
rosa. La técnica empleada es una variante del método de Shade elaborada por los laboratorios Merck
de Meéxico, (Merckotest para hierro, Shade et al,. 1954); por lo cual se usé el juego de reactivos
correspondiente

Esta técnica se basa en remover el hierro unido a proteinas siderofilas, principalmente el
ligado por la transferrina, a través de un cambio en el pH del suero. Para este proposito se utilizo
HCI | N. Una vez liberado el hierro. las proteinas se precipitan con acido tricloroacético al 20% p/v,
se centrifuga y se toma el sobrenadante en el cual se encuentra el hierro libre y se le agrega ascorbato
de sodio para reducir el hierro y una solucion de acetato de sodio al 30% para obtener un pH 5.5, v
en estas condiciones el hierro puede reaccionar con la batofenantrolina. El producto de esta reaccion
es un compuesto color rosa cuya concentracion puede determinarse espectrofotomeétricamente,
leyendo la absorbancia a 535 nm y comparando la variacion de color de la muestra problema con el
de una solucion patron de hierro cuya concentracion es de 1 pg/ml de Fe.

Para la determinacion de hierro se lavo el material de vidrio calentandolo en una solucion de
Extran al 5% a 95°C durante una hora. Después se enjuagd con agua destilada y con agua
desionizada, para evitar residuos de hierro. Para esta determinacion se pipeted 0.5 ml del suero y 0.5
ml de agua desionizada y 0.5 ml de HCI 1 N v se agito en un vortex.

Las muestras se dejaron por 45 minutos a temperatura ambiente y se agregd 0.5 ml de acido
tricloroacético al 20% y se centrifugd durante 30 minutos a 2,500 rpm a 4°C. Se tomo | ml del
sobrenadante al que se agrego 0.5 ml de acetato de sodio al 30% y 5 mg de ascorbato de sodio.

Esta mezcla se agito para disolver completamente las sustancias, luego se anadio 0.5 ml del
reactivo de coloracion y se leyo la extincion de la mezcla a 535 nm en un espectrofotometro Zeiss
PMQ II contra el blanco y un patron que contenia 1 pg de Fe/ml; la determinacion se hizo en todas
las muestras por duplicado.

La concentracion de hierro se expresa como pg de hierro/ml y se calculo utilizando la
siguiente ecuacion:
Hierro en suero = Absorbancia del suero / Absorbancia patron

1.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE TRANSFERRINA
Este parametro fue calculado utilizando la técnica de inmunodifusion radial de Mancini,
Carbonara y Heremans (1965) que permite obtener datos cuantitativos acerca de la concentracion de

esta proteina en diferentes muestras de plasma o suero de conejo.

Para esta determinacion, se utilizo anticuerpos de borrego contra la transferrina de conejo.
Estos anticuerpos se obtuvieron inmunizando a un borrego con la transferrina de conejo purificada a
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través de columnas de intercambio idnico. Del suero mmune se obtuvo la fraccion de
inmunoglobulinas y se liofilizo. Se preparo una soluaion de agar al 3% p/v en un amortiguador de
Tns-barbituratos pH 8 5 y se dejo fundir el agar a 70°C hasta obtener una solucion translucida, la
cual se paso a una probeta y se coloco a bafio Maria a 57°C durante 10 minutos, luego se le agrego
una solucion concentrada de anticuerpo antitransferrina para obtener una concentracion final de 3
mg/ml. Se mezcla bien y se deja por 10 minutos. En una superficie nivelada, se colocaron 6 placas de
plastico 2 de las cuales se utilizaron como curvas patron y 4 para las muestras de suero de conejo. A
cada placa se le vacio 4 ml de la solucion y se dejo solidificar la mezcla agar-anticuerpo.

Cuando solidifico el gel, se perforaron en cada placa 10 pozos, donde se colocaron 5 pl de
muestra ya sea de suero o de las diluciones de transferrina de la curva patron. Las placas se
colocaron en una camara himeda por 24 horas, tiempo requerido para que se estabilice la reaccion,
después se lavan con NaCl 0.85% tres veces. Se tifieron con amido negro 10B 0.5% en metancl acido
acético glacial 9:1 durante 10 minutos. Luego se destifien con acido acético al 7%. Se leyeron los
halos de las placas con el disco de inmumodifusion radial.

1.3. ACTIVIDAD DE LA CERULOPLASMINA

La técnica se basa en la capacidad de la ceruloplasmina para oxidar compuestos aminados
tales como la N N-dimetil-parafenilendiamina (DPD), dando un compuesto colondo. La
ceruloplasmina a traves de una reaccion oxidativa convierte al DPD en una base de Brandowski,
ultimo producto de oxidacion que puede detectarse en el espectrofotometro.

Curzon (1961) y Curzon y O'Reilly (1960) utilizaron esta caracteristica como base para
establecer un método de cuantificacion de la actividad de la ceruloplasmina en el cual puede utilizarse
muestras de suero

Para esta prueba el material debe estar libre de hierro, por lo tanto se hirvio a 95°C durante
una hora en Extran al 5% (Merck de México), enjuagando después con agua desiomizada.

Para determinar la actividad de la ceruloplasmina se utilizo el suero de cada conejo. Se
incuba 15 minutos a 37°C, tomando como tiempo cero cuando se agrega el sustrato (DPD) a la
mezcla de incubacion. La reaccion se para agregando 2 ml de azida de sodio 0.3 mM en NaCl 10% en
frio. Se leyo la absorbancia a 550 nm lo mas rapido posible en el espectrofotometro ZEIS PMQ I
restandole a cada lectura la absorbancia del tubo blanco el cual no contiene el suero.

La mezcla de incubacion consiste de:
2 ml de amortiguador de acetatos 0.2 M pH 5.5 ortofenantroiina 1 mM
1 ml de agua desionizada
I ml de la dilucion de suero 1:10 en cloruro de sodio 0.1 M
1 ml de cloruro de N,N-dimetil parafenilendiamina(DPD) 1.7 mM

b —



1.4. ALBUMINA

La deterrinacion de la albamina se realizo utilizando el método de union de colorantes
basados en la capacidad de la albumina para formar complejos coloridos. (Louderback, Mealey y
Taylor 1968; Hill y Wells 1983). Uno de los colorantes que ha demostrado una buena especificidad
por la albumina es el purpura de bromo cresol (BCP). El BCP se une rapidamente a la albumina
sérica humana para producir un color que se detecta espectrofotométricamente a 600 nm y es estable
cuando menos 30 minutos

La determinacion se hizo por duplicado, todos los tubos contenian 2 ml del reactivo BCP, el
blanco contenia 20 pul de NaCl 0.85% vy el patron con 20 pl de estandar de albimina que contiene 50
mg/ml, y los tubos problema de conejo contenian 20 ul de suero. Se agitan en un vortex. La lectura
de los tubos se hizo en el espectrofotometro Zeis PMQ IT a 600 nm contra el blanco de reactivos. La
concentracion de albumina (g/100 ml) se calcula con la siguiente expresion
Albumina = Albumina problema/Albumina estandar X concentracion del estandar

1.5. PROTEINA TOTAL

La concentracion de la proteina total en el suero se determino utilizando el reactivo de
Microbiuret de Goa. Se preparo una solucion de citrato de sodio (Merck) 86.5 g y 50 g de carbonato
de sodio en 250 ml de agua destilada. Se disolvieron 8.65 g de sulfato de cobre pentahidratado en 100
ml de agua destilada. Se unieron tanto el sulfato de cobre como el carbonato de sodio y se aforaron a
500 ml con agua destilada.

Se realizaron diluciones del suero de 1:40, las muestras contenian 2 ml de la dilucion de
suero y 2 ml de NaOH 6% a las cuales se les agrega 0.2 ml de Biuret y toda la mezcla se agita en un
vortex. Se dejo transcurnir la reaccion por 15 nunutos; despues de este tiempo se leyeron a 330 nm
contra un blanco de 4 ml de NaoH 3% (p/v) y se resto este valor a todas las lecturas.

Para la determinacion de la concentracion de proteina se realizo una curva patron con
albamina de suero de bovino (BSA). haciendo diluciones a partir de una soluciéon con una
concentracion de 10 mg/ml (Tabla 1, Figura 1).



Tabla 1. CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA

BSA (mg/ml)

TUBO BSA NaOH 3% CONCENTRACION
{ml) {ml) (mg/ml)
1 0.01 3.99 0.1
2 0.05 3.95 0.5
3 0.10 3.90 1.0
4 0.15 3.85 1.5
5 0.20 3.80 2.0
6 0.30 3.70 3.0
Figura 1. CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA
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2.0. VARIACION GENETICA
2.1. ELECTROFORESIS

Las isoenzimas son las formas moleculares multiples de una enzima dada, estan presentes en
uno o varios individuos de la misma especie, han resultado ser excelentes indicadores de la variacion
genética en un grupo de organismos. Asi para esta parte del estudio se utilizaron los 20 ejemplares de
conejos tanto la colonia abierta como la cerrada. El analisis de las 1soenzimas de las dos colonias se
llevo a cabo mediante los procedimientos descritos por Murphy R. W. et al. (1990), Sites et al.
(1986); para la electroforesis en geles de almidon horizontal y los de Selander et al. (1971); y Harris y
Hopkinson (1976) para las tinciones enzimaticas.

Se realizaron electroforesis en geles de almidon horizontal. La electroforesis permite la
separacion de proteinas extraidas del tejido de los organismos, bajo la influencia de un carga
eléctnca.

La separacion de las enzimas resulta de la interaccion de la corriente eléctrica, pH del gel y el
pH del amortiguador del electrodo del recipiente Gottlieb (1977), Richardson et al. (1986).

A continuacion, se detalla [a metodologia de la electroforesis en geles de almidon honzontal
tomada y modificada ligeramente de las técnicas empleadas por: Pifiero (1982), Soltis er al (1983),
Richardson et al. (1986), y Pifiero y Egwarte (1988).

2.2. PREPARACION DEL GEL

Los geles fueron preparados con almidon hidrolizado especial para electroforesis (Sigma N°
S-4501). Para cada gel se usaron 60 g de almidon disuelto en 500 ml de amortiguador del gel (12
%). Se mezclan vigorosamente e inmediatamente despues se pone a hervir sin dejar de agitar. Se deja
hervir durante 3-5 minutos, despueés se aplico el vacio por un minuto para quitar las burbujas de aire,
luego se vierte esta mezcla a un molde de acrilico de 20 x 20 cm y de una altura de 5 cm, se deja por
30 minutos a temperatura ambiente, 30 minutos en el refrigerador y, posteriormente, a temperatura
ambiente tapado con plastico delgado "Egapack” para evitar la desecacion.

2.3. SISTEMA DE AMORTIGUADOR

Se usaron cuatro sistemas de amortiguadores para los geles y las charolas (electrodos). El
sistema I (Histidina), Hakim-Elahi (1982), es un sistema continuo donde el pH del amortiguador del
gel es igual al pH del amortiguador de la charola (pH = 7.0). Para este amortiguador se usa una
corriente constante de 45 miliamperios por un tiempo de 4 horas. El sistema II (Litio), Soltis et al.
(1983), es un sistema discontinuo donde el pH del amortiguador del gel es diferente del pH del
amortiguador de charola, el pH del gel es de 7.6 y el pH de la charola 8.0. Para este amortiguador se
usa una corriente constante de 225 voltios por un tiempo de 7 horas. Ei sistema IIl (Tns-citrato),
Selander et al. (1971), es un sistema donde se prepara una solucion madre y se hace una dilucion 1:29
tanto para el amortiguador del gel como el de la charola, (pH = 8.0). Para este amortiguador se usa
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una corriente constante de 100 miliampenios por un tiempo de 17 horas. El sistema IV TEMM (Anh.
Maleico, EDTA, Tris, MgCl), Brewer (1970) y Selander et al. (1971), es un sistema donde se prepara
una solucion madre y se hace una dilucion 1:10 para el amortiguador del gel y la charola (pH = 7.4).
Para este amortiguador se usa una cornente constante de 35 miliamperios por un tiempo de 12 horas.
En el apéndice 1. se detalla la composicion de los amortiguadores usados.

2.4. APLICACION DE LAS MUESTRAS Y CORRIMIENTO DEL GEL

Al dia siguiente de la preparacion del gel éstos se refrigeraron por media hora y,
posteriormente, se sacaron los geles del refrigerador y se removio la cubierta de plastico. Se hizo un
corte aproximadamente a 4 cm del origen del borde catodico. Las dos porciones del gel se separaron
y se colocaron las 20 muestras empezando con las muestras de la colonia cerrada, seguidas por las
muestras de la colonia abierta; éstas se colocaron con unas pinzas de tal manera que no quedaran
muy pegadas entre ellas. Cada muestra fue embebida en un papel (wick) para cromatografia
Whatman N° 3 de 12 mm por 3 mm. Después, se unieron las dos porciones del gel. Para seguir la
migracion de las muestras en el gel se agregaron en los extremos de éste, dos wicks con una solucion
de amaranto o negro de amido (colorante) que sirven como indicadores.

Los geles se colocaron en las charolas que contenian el amortiguador de charola. El gel se
coloco de tal manera que el origen quedd hacia el lado de la conexion catédica. Se pusieron las
esponjas en contacto en la superficie del gel v con el electrodo, una a cada lado. Estas charolas se
colocaron dentro del refrigerador que esta a 4°C y se conectaron a las fuentes de poder para dejar
pasar la corriente durante 15-20 minutos. La cantidad de corriente depende del sistema que se esté
trabajando. Posteriormente, se apagaron las fuentes de poder y se remowvieron las muestras. Se
unieron bien las dos porciones del gel, sin dejar pasar burbujas de aire entre ellas, se colocaron las
esponjas, el plastico delgado vy, por ultimo, una bolsa con hielo para evitar que se sobrecalentaran y
resecaran los geles. Se dejo correr hasta que la muestra de amaranto o negro de amido (colorante)
migro 9 cm a partir del origen, los tiempos variaron dependiendo del sistema de amortiguador.

La nomenclatura y la numeracion utilizadas, siguen las normas estableciadas por la LUB.
(Intemational Union Of Biochemists, 1981) y el nimero de la Comisiéon de Enzimas (E.C.). La
designacion de las isoenzimas ensayadas, asi como las abreviaturas se detalla en la Tabla 2.
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Tabla 2. Nomenclatura de las enzimas utilizadas. Para cada enzima se da el nombre coloquial, el
nombre sistematico (I.U.B.) (International Union of Biochemists, 1981), y el nimero de la comision de

enzimas (E.C)
Nombre

Aconitasa

Adenilato cinasa

Creatina cinasa

Diaforasa

Enzima malica

Esterasa

Fosfatasa acida

Fosfatasa alcalina
Fosfoglucomutasa
6-Fosfogluconato deshidrogenasa
Fosfoglucosa isomerasa
Fumarasa

Glutamato deshidrogenasa
Glutamato oxaloacetato transaminasa
Hexocinasa

Isocitrato deshidrogenasa
Lactato destudrogenasa
Leucina amino peptidasa
Malato deshidrogenasa
Peroxidasa anodica
Peroxidasa catodica
Piruvato cinasa

Shikimato deshidrogenasa
Superoxido dismutasa

Numero E.C.

4213
2743
2132
1.6.99
1.1.1.40
31.1-
3132
3,131
2751
1.1.1.44
2319
4212
1.4.13
2611
27.1.1
1.1.1.42
L11.27
34111
1.1.1.37
1.11.1.7
1.11.1.7
27140
1.1.1.25
0 P

L.U.B.

ACO
ADK
CK
DIA
ME
EST
ACPH
ALP
PGM
6-PGD
PGI
FUM
GDH
GOT
HEX
IDH
LDH
LAP
MDH
(PRX)APX
(PRX)CPX
PK
SDH
SOD
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2.5. TINCIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las tinciones son usadas para localizar la posicion relativa de las formas multiples de las
enzimas con una actividad catalitica comun después de que ellas han sido resueltas por medio de
electroforesis en una matriz solida como el gel de almidon honizontal.

El éxito de la tincion depende, principalmente, de las propiedades de la mezcla de reaccion y
de las condiciones de incubacion.

Una vez transcurrido el tiempo de electroforesis, se procedio a cortar el gel en rebanadas de |
mm de grosor, con un rebanador (segueta) presionando hacia bajo y paralelamente en forma suave.
Cada una de las rebanadas fueron colocadas en una charola de plastico, ahi se afiadieron los sustratos
y reactivos adecuados para obtener la reaccion enzima-sustrato.

Esta consistio en una reaccion de oxido reduccion y otra de acoplamiento que did como
resultado la formacion de un compuesto con color, el tiempo que deben permanecer los geles con las
soluciones y condiciones de luz, oscundad y temperatura, dependen de los requerimientos de cada
enzima,

Cuando aparecen las bandas coloridas en el gel, se desechan los reactivos afiadidos y se
incuban los geles en una solucion fijadora preparada con alcohol etilico al 50% en agua destilada por
12 horas en el refrigerador.

2.6. INTERPRETACION DE GELES

Se realizaron las lecturas de las bandas (fenotipos) de cada uno de los individuos para cada
uno de los loci resultantes y se infirio su genotipo de la siguiente manera: Se observaba si habia
muestras con diferentes desplazamientos (Electromorfos). Se asigno el nimero 1 al loci que tuvo una
migracion mas cercana al origen, numero 2 al siguiente por arriba del primero y asi sucesivamente.
Para identificar los alelos el criterio fue el mismo, esto es, alelo 1 a la banda que esta mas cerca del
origen y asi sucesivamente.

Cada banda producida por un individuo en un gel tefiido para una enzima dada, representa
una isoenzima. Los fenotipos de las isoenzimas pueden ser consideradas como altemnativos para un
loci (aloenzima). El nimero de bandas varia entre individuos homadcigos y heterdcigos y también
varia dependiendo de la estructura cuatemaria de la enzima, es decir si es monomeérica los individuos
homdcigos presentan una banda (esto porque consiste de una sola subunidad polipeptidica) y los
heterocigos dos bandas; si es dimerica los heterocigos presentan tres bandas (dos polipéptidos
diferentes); s1 es tetramerica entonces los heterocigos tienen cinco bandas.



2.7. ANALISIS DE DATOS

La vanacion genética se evalud con las medidas generalmente usadas para tal proposito: 1.
proporcion de loci polimarficos (P), 2. heterocigosis promedio esperada por locus individual (He), 3
heterocigosis promedio total por loci (Ho), 4. niamero de alelos por locus, 5. indice de fijacion (F), 6.
estadisiticos F de Wright y 7. coeficiente de endogamia (F), Hednck (1983); Futuyma (1986), Nei
(1987).

Los genotipos registrados para cada individuo, en los zimogramas para cada uno de los loci
detectados, fueron procesados con el programa Biosys-1 de Swofford y Selander(198l).

1) Proporcién de loci polimérficos (P). Generalmente, un locus se considera polimorfico cuando el
alelo mas comun presenta una frecuencia menor a 0.95 Nevo (1978); Brown y Moran, (1981);
Hamrick et al. (1981); Hedrick (1983), Futuyma (1986); Ne1 (1987). Si toma valores de 0, mingun loc
es polimorfico v s1 toma los valores de 1 todos los loci son polimorficos. Se obtiene de la siguiente
manera;

P=x/m
donde, x es el numero de loci polimorficos y m es el numero total de loci muestreados.

2) Heterocigosis o diversidad genética. Es la heteroaigosis promedio esperada en equilibno Hardy-
Weinberg, se calcula de la sigwente manera:

2
H=1-Zp j

Donde pj es el promedio de las frecuencias alélicas para ese locus (Hednck, 1983). Toma valores de
0 (cuando se tiene un numero infinto de alelos por loci). Es el mas utilizado ya que se conoce mejor
su estadistica. La heterocigosis promedio multilocus (H) para n locus, es el promedio de heterocigosts
por locus sencillo y se calcula:

n
(Zhy)
j:
H=
n

donde. hj es la heterocigosis para el J - enésimo locus (Nei, 1987). Cuando el tamarno de la
poblacion es pequefio, se usa una ecuacion corregida (Nei, 1987):
n
IN(1- Z p%)
i

2N-1
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En el caso de multilocus seria:

— r

H=Z hj).i’r
=1

donde hj es la diversidad genética para el J-enésimo locus y r es el nimero de loci.

3) Numero promedio de alelos por locus. Es el promedio simple de alelos por locus.

4) Frecuencias Alélicas Se calcularon las frecuencias alélicas para cada locus, para cada coloma
(Hednick [983).

(a11 +12a12)

p-
N
(1/2 a12 +a22)
q -
N

Donde a| son los genotipos AjA1, a]2 son los genotipos A]A2, a2 son los genotipos ApA2 y N es
el total de la muestra.

5) Indice de fijacion (F). El indice de fijacion, propuesto por Wnght, exanuna si las frecuencias
alelicas de un locus se desvian de las esperadas. Esto se hace calculando la deswviacion de la
frecuencia observada de los heterocigos esperados en Hardy-Weinberg, Hedrick (1983):

F=(2pq-H)/2pq=1-H/2pgq

Donde H es la proporcion de heterocigos observados y 2pq es la proporcion de heterocigos
esperados, Si el valor es de 0 entonces la poblacion se encuentra en equilibno Hardy-Weinberg. Los
valores positivos indican una deficiencia de heterocigos, mientras que los valores negativos indican
un exceso

6) Estadisticos F de Wright Wnght desarrollo un meétodo para describir el arreglo de la vanacion
genética en poblaciones subdivididas. Este método consta de tres diferentes coeficientes F de
correlacion.

Fis es la medida de la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg en una subpoblacion. Toma
valores de -1 a + | y se expressa como:
(He-Ho)
Fis=
He
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donde Ho es la proporcion de heterdcigos observados promedio dentro de una subpoblacion y He es
la proporcion de heterdcigos esperada promedio a nivel de subpoblaciones (Hartl y Clark, 1989).

7) Coeficiente de endogamia F. Tiene una interpretacion en térmunos de probabilidad y es util para
calcular la F en el arbol genealogico. El coeficiente de endogamia F es la probabilidad que los dos
alelos de un gen en un individuo sean idénticos por descendencia (autocigos). Se expresa como:

F=X(1/2)' (1+F,)

donde i es el numero de individuos en cualquier camino de parentesco contando los progenitores, el
ancestro comun y todos los individuos en el camino que los conectan y Fy=0 corresponde al ancestro
comun.

Si F=1 representa una completa endogamia y la poblacién consiste tnicamente de homocigos.
Cuando F=0 no hay endogamia y las frecuencias génicas se presentan en las proporciones Hardy-
Weinberg (Hartl y Clark, 1989).
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IVVRESULTADOS

1.0. COLONIAS DE CONEJOS

El primer paso fue hacer el arbol genealdgico de los conejos partiendo de dos hembras (1A y
2A) y un macho (R) y siguiendo los cruzamientos realizados hasta llegar a los individuos que se
muestrearon. El arbol genealogico obtenido se muestra en la Figura 2 que nos indica que existen 13
generaciones entre los organismos originales y los de trabajo. En esta misma figura se marca con un
asterisco a los conejos analizados en este estudio que corresponden a individuos de las camadas 60-
64.

Con el arbol genealogico se dibujo para cada uno de los individuos estudiados, los diferentes
"senderos" que los relacionan con los ancestros comunes de la colonia. Con estos datos se utilizo la
formula para el coeficiente de endogamia F de cada uno de los individuos. El valor de dicho
coeficiente para la colonia estudiada, resulto de 0.4935.



Figura 2. Arbol genealogico de la colonia cerrada de conejos Nueva Zelanda Oryctolagus cuniculus
iniciada en 1981 en el laboratorio de Biologia Molecular.
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1.1. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Las muestras de sangre de los 20 conejos se trabajaron como se describe en Materiales y
Meétodos. En la Tabla 3 se muestra el valor de cada uno de los parametros estudiados. Como puede
observarse no existen diferencias significativas entre las dos colonias en los parametros
hematologicos estudiados, a excepcion de la proteina total que es significativamente mas alta en la
colonia abierta. Podemos observar que existen diferencias muy pequefias entre las dos colonias y
pensamos que si se aumentara considerablemente el tamario de la muestra nos ayudaria a definir st
realmente estos parametros no presentan variacion genética, 0, si existen diferencias que no se
detectaron debido al rango de variacion de estos valores en una muestra de solo 10 conejos.

Tabla 3. Parametros hematologicos analizados en las colorias abierta y cerrada en sangre de conejo
Orycrolagus cuniculus.

PARAMETRO CERRADA ABIERTA
Células rojas (RBC X 10%/mm3) 6.408 +0.046 599+052
Hematocrito (%) 42910+ 3790 4130+£233
Volumen celular Promedio (MCV, y*) 67.290 + 1.480 69.40 + 3 80
Células blancas (WBC x 10*/mm’ ) 8254 + 1.740 892+ 288
Hemoglobina (g/100 mi) 15.250 + 1.240 1447+ 123
Hemoglobina corpuscular media (MCH 23.790 £ 0 520 24.17+1.17
pg/celula)

Concentracion media corpuscular de 3531 +1.140 3503 +2.89
hemoglobina (MCHC, %)

Transfernna (mg/ml) 20613 £0370 1.9886 + 0.32
Ceruloplasmina:

Actividad (OD/ml) 1.0045 +0.300 1.0615 0 410
Concentracion (mg/ml) 0.1594 +0.046 0.168 +0.066
Hierro (pg/ml) 11564 +0.250 1.1036 £ 0.190
Albumina (g/100ml) 55700 +0.560 5.8000 + 0.500
Proteina total (mg/ml) 61 780 +4.450 71.420 + 5 300*

* P< 0.001 comparado con el valor de Ia colonia cerrada usando la prueba de t de Student para
muestras no pareadas. Se muestra el promedio con su desviacion estandar. El tamafo de la muestra,
(N) = 10 para cada coloma.
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2.0. SISTEMAS ENZIMATICOS

Los analisis genéticos se llevaron a cabo con los datos de las electroforesis de las muestras
de sangre de las dos colonias de conejos abierta y cerrada. Se ensayaron un total de 24 enzimas, de
las cuales 4 no presentaron actividad (ALP, ACO, HEX, y SDH). De las 20 enzimas con actividad
(ver apéndice) se eligieron 17 por su mejor resolucion. De las 17 enzimas elegidas se registraron un
total de 31 loci, de los cuales 15 fueron polimorficas para uno o dos locus, usando el criterio de que
Ia frecuencia del alelo mas comun no exceda el 95%. Esto se observd para las dos colonias. En la
Tabla 4 se presentan los datos del nimero total de loci monomorficos y polimorficos para cada
enzima, asi como la estructura cuaternaria y el amortiguador donde se observo mejor resolucion de
las enzimas.

El amortiguador de Histidina (sistema continuo pH 7.0) fue el mas adecuado para 8 de las
enzimas: AK, CK, ACPH, PGM, 6-PGD, GOT, MDH y PK. Con el amortiguador de TEMM, Litio
y Tris-citrato presentaron mejor resolucion las demas enzimas (DIA, PGI, FUM, GDH, IDH, LDH,
LAP, APX y CPX).

A continuacion presento los resultados con los diferentes patrones de bandas para cada una
de las 17 enzimas;
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Tabla 4. Sistemas enzimaticos ensayados en sangre de conejos Oryetolagus cuniculus. Se presenta el
numero de loci total por enzima y el numero de loci polimérficos y los amortiguadores de Histidina,
TEMM, Litio, y Tris -citrato respectivamente.

ENZIMA ESTRUCTURA SISTEMA DE NO. DE LOCI NO. DE LOCI
CUATERNARIA AMORTIGUADOR  TOTAL POLIMORFICOS
AK MONOMERO HISTIDINA 3 2
CK DIMERO HISTIDINA 3 1
DIA MON-DIMERO TEMM 1 0
ACPH MON-DIMERO HISTIDINA 1 1
PGM MONOMERO HISTIDINA 2 1
6PGD DIMERO HISTIDINA 1 1
PGI DIMERO TEMM 3 2
FUM TETRAMERO TRIS-CITRATO 1 1
GDH DIMERO LITIO 1 0
GOT DIMERO HISTIDINA 1 1
IDH DIMERO TEMM 1 0
LDH TETRAMERO TEMM 3 1
LAP MONOMERO LITIO 2 0
MDH DIMERO HISTIDINA 2 0
APX MONOMERO TRIS-CITRATO 1 1
CPX MONOMERO TRIS-CITRATO 2 2
PK TETRAMERO HISTIDINA 3 1

Aderulato cinasa (AK) EC. 2743

Creatina cinasa (CK) EC. 2732

Diaforasa (DIA). E.C. 1.6.99-

Fosfatasa acida (ACPH). EC.3.132
Fosfoglucomutasa (PGM). E.C. 2.7.5.1
6-Fosfogluconato deshudrogenasa (6PGD). E.C. 1.1.1.44
Fosfoglucosa isomerasa (PGI). E.C. 53.1.9
Fumarasa (FUM). EC.42.1.2

Glutamato deshidrogenasa (GDH). EC. 1.4.1.3
Glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT). E.C. 2.6.1.1
Isocitrato deshudrogenasa (IDH) EC. 1.1.1.42
Lactato deshidrogenasa (LDH). E.C. 1.1.27
Leucina amino peptidasa (LAP). E.C. 3.4.11.]
Malato deshidrogenasa (MDH). E.C. 1.1.1.37
Peroxidasa anddica (APX). E.C. 1.11.1.7
Peroxidasa catodica (CPX). E.C .1.11.1.7
Piruvato cinasa (PK) E.C. 2.7.1.40

Total de loci: 31

Loci polimorficos: 15

Proporcion de loci polimérficos (P): 0.48387
Heterocigosis total de la colonia cerrada: 0.028
Heterocigosis total de la coloma abierta: 0.145
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Adenilato Cinasa (AK)

En el zimograma de la enzima adenilato cinasa es ilustrado en la Figura 3. Se observaron 3
loci (AK-1, AK-2, AK-3). El locus AK-1 presento una sola banda con 1déntica migracion para todos
los individuos, es decir, fue monomorfico, mientras que los loci AK-2 y AK-3 mostraron variacion,
en cada locus se expresaron 2 alelos considerandose polimorfico. En estos loci se encontraron 3
genotipos: A1A], A1A2 y A2A7.

Creatina Cinasa (CK)

En el zimograma de esta enzima se observaron tres loci (CK-1, CK-2 y CK-3). El locus CK-
1 fue polimorfico con dos alelos. En este locus se encontraron 2 genotipos A]A] y A1A2. Los loci
CK-2 y CK-3 presentaron una sola banda, fueron raonomorficas (Figura 3.).

Diaforasa (DIA)

Esta enzima presento un solo locus DIA-1 con una sola banda, por lo tanto, fue
monomorfico.

Fosfatasa Acida (ACPH)

Se presento un solo locus ACPH-1 con un alelo, monomoérfico.

Fosfoglucomutasa (PGM)

Se observo dos loci PGM-1 y PGM-2. El locus PGM-1 polimorfico con dos alelos y con 2
genotipos: AJA] y A1A2.

6-Fosfogluconato Deshidrogenasa (6-PGD)

Presento un solo locus 6-PGD-1 polimorfico con dos alelos y con los genotipos A1A] y
A1A7 (Figura 3.).

Fosfoglucosa Isomerasa (PGI)

Se observaron tres loci (PGI-1, PGI-2 y PGI-3). Los loci PGl-1 y PGI-3 son polimorficos,
con dos alelos y con dos genotipos A1A1 y A1A2. El locus PGI-2 fue monomorfico (Figura 3.).

Fumarasa (FUM)
Se observo el locus FUM-1 polimorfico, con dos alelos y con dos genotipos AJA] y A1A2
Glutamato Deshidrogenasa (GDH)

Presento un locus monomaorfico (GDH-1) por io tanto con un alelo.
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Glutamato-Oxaloacetato Transaminasa (GOT)
El zimograma de esta enzima presenté un locus GOT-1. El locus GOT-1 es polimorfico con
dos alelos y los genotipos AJA] y A1A2.
Isocitrato Deshidrogenasa (IDH)

Presento un locus monomorfico IDH-1 con un alelo.

Lactato Deshidrogenasa (LDH)
Se observaron tres loci (LDH-1, LDH-2 y LDH-3) siendo el locus LDH-1 polimérfico con
dos alelos y genotipos A1A1 v A1A2 (figura 3.).
Leucina Amino-pepetidasa(LAP)
En el zimograma de esta enzima se observaron 2 loct (LAP-2, y LAP-3). Presentaron una
sola banda con idéntica migracion considerandose monomorficos.
Malato Deshidrogenasa (MDH)

Se observaron 2 loci monomorficos (MDH-1 y MDH-2).

Peroxidasa Anéddica (APX)
Se observo un solo locus APX-1 que presenté variacion, considerandose polimorfico con dos
alelos y los genotipos A1A1, A1A2 y A2A2 (figura 3.).
Peroxidasa Catodica (CPX)
Se observaron dos loci (CPX-1 y CPX-2) polimorficos cada uno con dos alelos y los
genotipos: A1A1, A1A2 y A2A2.
Piruvato Cinasa (PK)
Se observaron tres loci (PK-1, PK-2 y PK-3). Los loci PK-2 y PK-3 presentaron un sola

banda, es decir, son monomorficos. El locus PK-1 mostro variacion, por lo tanto es polimorfico con 3
alelos vy los genotipos A1A], A1A2, A2A2 y A1A3 (figura 3.).



Figura 3. Zimogramas de los patrones de variacion de las enzimas ensavadas en sangre de concjo
Oryctolagus cuniculus. Adenilato cinasa (AK), Creatina cinasa (CK), Lactato deshidrogenasa (LDI1),
Piruvato cinasa (PK). Fosfoglucosa isomerasa (P61). 6 - Fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGDH).
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2.1. VARIACION GENETICA ENZIMATICA

Se detectaron un total de 31 loci (ver Tabla 4), de los cuales, 15 fueron polimorficos. E!
indice de polimorfismo (P) fue de 26.84% para la coloria cerrada y 45.62% para la colonia abierta.
El numero promedio de alelos (A) fue de 1.2 para la colonia cerrada y 1.5 para la colonia abierta. La
heterocigosis total (H) para la coloma cerrada fue de 0.028 y para la colonia abierta fue de 0.145; v
la heterocigosis promedio esperada (He) fue para la colonia cerrada de 0.038 y para la colonia
abierta de 0.152 (Tabla 5).

Tabla 5. Variacion genética del total de los loci analizados en la colonia cerrada y abierta de conejos
Oryetolagus cuniculus. El numero entre parentesis indica el error estandar.

COLONIA Tamano No. de Proporcion de | Heterocigosis Heterocigosis

dela alelos loci promedio promedio
muestra promedio polimérficos observada esperada

(N) (A) (P) (Ho) (He)

CERRADA 10 1.26 26.84 0.028 0.038
©.1) (0.011) (0.0145)

ABIERTA 10 1.51 4562 0.145 0.152
(0.1) (0.054) (0.04453)

Con los datos de la Tabla 5 se calculo la Fis para cada una de las colonias. Para la colonia

cerrada Fis=0.26 y para la colonia abierta Fis=0.04. Al comparar las Fis con los indices de fijacion F
locus por locus observamos que aunque sus valores no resultan identicos son muy parecidos en signo
y magnitud. St comparamos ahora la media del indice de fijacion F de la colonia cerrada con la Fis
para esta misma colonia nuevamente observamos una tendencia hacia la homocigosis mientras que
para la colonia abierta la tendencia es hacia las proporciones de Hardy-Weinberg,
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2.2. FRECUENCIAS ALELICAS Y HETEROCIGOSIS

En la Tabla 6 se muestran las frecuencias alélicas con los valores de chi-cuadrada, la
heterocigosis observada (Ho) y la heterocigosis esperada (He) para cada enzima y para cada colonia
de conejos Orycrolagus cuniculus estudiada, en muestras de sangre. Estos parametros fueron
calculados de 15 loci polimorficos. Se observa que el numero de alelos en los loci polimorficos fue de
2 en la mayoria, con excepcion del locus PK-1 que presentod 3 alelos. Los loci ACPH-1, PGM-1,
GOT-1 y PGI-3 presentaron solo 1 alelo en la colonia cerrada. De los 31 loci registrados, 16
presentaron un solo alelo tanto en la colonia cerrada como en la abierta.

Al analizar con la prueba de chi-cuadrada las frecuencias genotipicas de cada locus para
cada colonia, para ver lo esperado en el equilibrio Hardy-Weinberg, se encontraron 5 chi-cuadradas
significativas. En la colonia cerrada 2 enzimas, APX-1 (x*= 12 800, P<0.001) y CPX-2 (x2 = 6.720,
p<0.01) mostraron diferencias. En la colonia abierta 3 enzimas mostraron diferencias significativas y
son: PGM-1 (x*= 5.891, P<0.01); PK-1 (x>= 19.231, P<0.001) y PGI-3 (x*= 11.631, P<0.001).
Estas diferencias indican que los genotipos posibles de estos locus tienen una frecuencia diferente a lo
esperado en Hardy -Weinberg,

En la colonia abierta de conejos la heterocigosis observada fue mayor para casi todas las
enzimas; el rango de variacion fue de 0.0 - 0.9. En la colonia cerrada, el rango de vanacion de
heterocigosis observada fue de 0.0 - 0.4. La heterocigosis promedio esperada para la colonia cerrada
fue de 0.038 y para la colonia abierta fue de 0.152.



35

Tabla 6 Frecuencias alélicas(alelos 1, 2 y 3), heterocigosis observada (Ho) y heterocigosis esperada
(He) para cada una de las enzimas examinadas en células rojas de conejo Oryctolagus cuniculus
tanto para la colonia abierta como para la coloma cerrada. El numero entre paréntesis es el intervalo
de confianza al 95%.

ENZIMA/LOCUS ALELO COLONIA CERRADA | COLONIA ABIERTA
AK-1 1 1.000 1.000
2 000 000
Ho 000 .000
He .000 000
AK-2 1 .950 (0.096) .500 (0.222)
2 050 (0.096) .500 (0.222)
Ho .100 .600
He .100 526
AK-3 1 900 (0.134) .600 (0.218)
2 .100 (0.134) .400 (0.218)
Ho .200 .600
He .189 .505
CK-1 1 .950 (0.096) .850 (0.058)
2 .050 (0.096) .150 (0.058)
Ho 100 .300
He .100 .268
CK-2 1 1.000 1.000
2 000 000
i Ho .000 .000
He .000 .000
CK-3 1 1.000 1.000
2 .000 000
Ho .000 .000
He .000 000




Tabla 6 (continuacion)
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ENZIMA/LOCUS ALELO COLONIA CERRADA | COLONIA ABIERTA
DIA-1 1 000 .000
2 1.000 1.000
Ho 000 .000
He .000 .000
ACPH-1 1 1.000 .900 (0.134)
2 000 .100 (0.134)
Ho .000 200
He .000 .189
PGM-1 1 1.000 .550 (0.222)
2 000 .450 (0.222)
Ho 000 900
He 000 521 (a)
PGM-2 1 1.000 1.000
2 000 .000
Ho 000 000
He 000 .000
6-PGD-1 1 .950 (0.096) 150 (0.159)
2 .050 (0.096) .850(0.159)
Ho 100 300
He .100 .268
PGI-1 1 .950 (0.096) .850 (0.159)
2 .050 (0.096) .150 (0.159)
Ho .100 300
He .100 .268
PGI-2 1 1.000 1.000
2 .000 .000
Ho 000 000
He 000 000




Tabla 6. (Continuacion)
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ENZIMA/LOCUS ALELO COLONIA CERRADA | COLONIA ABIERTA
PGI-3 1 1.000 .700 (0.021)
2 .000 .300 (0.021)
Ho .000 .000
He .000 .442 (b)
FUM-1 1 .900 (0.134) .850 (0.159)
2 .100 (0.134) .150 (0.159)
Ho .200 300
He 189 268
GDH-1 1 1.000 1.000
2 .000 .000
Ho .000 .000
He .000 .000
GOT-1 1 1.000 .850 (0.159)
2 .000 .150 (0.159)
Ho .000 300
He 000 .268
IDH-1 1 1.000 1,000
2 .000 .000
Ho .000 .000
He .000 .000
LDH-1 1 1.000 ,950 (0.096)
2 000 .050 (0.096)
Ho 000 .100
He 000 100
LDH-2 1 1.000 1.000
2 .000 000
Ho .000 000
He .000 000




Tabla 6. (Continuacién)
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ENZIMA/LOCUS ALELO COLONIA CERRADA | COLONIA ABIERTA
LDH-3 1 1.000 1.000
2 .000 .000
Ho .000 .000
He .000 .000
LAP-2 1 1.000 1.000
2 000 000
Ho .000 .000
He .000 000
LAP-3 1 1.000 1.000
2 .000 000
Ho 000 .000
He .000 .000
MDH-1 1.000 1.000
2 .000 000
Ho .000 .000
He .000 .000
MDH-2 1 1.000 1.000
2 000 .000
Ho 000 000
He 000 000
APX-1 1 .800 (0.178) .900 (0.096)
2 .200 (0.178) .100 (0.096)
Ho 000 200
He 337 (c) .189
CPX-1 1 .050 (0.096) .100 (0.134)
2 .950 (0.096) .900 (0.134)
Ho 100 .200
He 100 .189




Tabla 6. (Continuacién)
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ENZIMA/LOCUS  |ALELO COLONIA CERRADA | COLONIA ABIERTA
CPX-2 1 .250 (0.180) .200 (0.164)
2 .750 (0.180) .800 (0.164)
Ho .395 .200
He .100 (d) 337
PK-1 1 .950 (0.096) .150 (0.158)
2 .050 (0.096) .700 (0.204)
3 000 .150 (0.158)
Ho 100 .300
He .100 .489 (¢)
PK-2 1 1.000 1.000
2 000 000
Ho .000 000
He .000 000
PK-3 1 1.000 1.000
2 000 000
Ho 000 .000
He .000 000
(n=2; d.f=1)

chi-cuadrada: a) 5.891 (P<0.01)
b) 11.631 (P<0.001)
¢) 12.800 (P<0.001)
d) 6.720 (P<0.01)
e) 19.231 (P<0.001)
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2.3. INDICES DE FIJACION F

Los indices de fijacion F por locus por colonia, se muestran en la Tabla 7. Ocho loci
presentan un indice de fijacion negativo y uno positivo en la colonia cerrada. El unico indice de
fijacion significativo y positivo diferente a uno fue el de CPX-2 indicando que hay un exceso de
homocigos en este locus. En la colonia abierta, la F fue negativa para doce loci y positiva solo para
dos loci. Presento solo un locus significativo y cercano a menos uno que es PGM-1.

La media del indice de fijacion para la colonia cerrada fue positivo (0.021) y negativo para la
colonia abierta (-0.127). Los datos de la Tabla 7 nos permiten calcular el grado de homocigosis
(endogamia) en las colonias, que fue para la colonia cerrada de 0.466 y para la colonia abierta de
0.200.
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Tabla 7. Indices de fijacion F para los diferentes loci analizados en las colonias abierta y cerrada de
conejo Oryctolagus cuniculus.

N=10 Individuos por colonia.

COLONIA
LOCUS I.F. CERRADA LF. ABIERTA
AK -2 -0.053 -0.200
AK -3 -0.111 -0.250
CK -1 -0.053 0176
ACPH-1 - -0.111
PGM -1 ———= -0.818**
PGD -1 -0.053 -0.176
PGl -1 -0.053 -0.176
PGI-3 - -
FUM -1 -0.111 -0.176
GOT -1 - -0.176
LDH -1 -—-- -0.053
APX -1 “mmn -0.111
CPX -1 -0.053 -0.111
CPX -2 0.733* 0375
PK -1 -0.053 0355
Promedio 0.021 -0.127

X*=F*N Ho: F=0 *=P<0025
**=P<0.0]

gl=k-1 k= numero de alelos.
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V.DISCUSION

1.0. PARAMETROS HEMATOLOGICOS 33 e

Los datos hematologicos nos proporcionan una informacion directa acerca de las
caractenisticas de las células rojas circulantes y el volumen y la cantidad de hemoglobina que contiene
en promedio cada celula, y que ademas podemos comparar con los tipos celulares existentes en la
sangre de los conejos, después de que han sido sometidos a una anemia cronica.

Estudios hechos anteriormente en este laboratorio (Martinez ef al. 1991; Alba et al. 1992 )
han mostrado que en el curso de la anemia inducida, se provoca un desequilibrio en algunas de las
poblaciones celulares que componen el tejido sanguineo, una de las poblaciones mas afectadas es la
de las células rojas, que sufre un decremento pronunciado en su numero durante los primeros dias de
sangrado, disminucion que va siendo menor, a medida que el organismo logra reponer el numero de
celulas rojas removidas.

La remocion diaria de sangre, para la inducion de anemia, provoca que se incrementen las
concentraciones de ciertos factores sericos involucrados en la entropoyesis, especificamente, la
entropoyetina y la transferrina, esta ultima es la proteina que transporta hierro a las células de la
linea roja para la sintesis de hemoglobina. Ambas actiian a mivel de las celulas entroides de la medula
osea. la entropovetina promueve un incremento en la capacidad proliferativa v de autorrenovacion de
celulas como las BFU-E y CFU-E, y actua también a nuvel de los precursores entroides reconocibles
morfologicamente. acelerando su maduracion y diferenciacion. Por su parte la transferrina actua
basicamente sobre éstos ultimos acelerando el suministro de hierro (Mayani 1984).

En este modelo, la transfernna presenta un aumento significativo y aproximadamente
constante, independiente de la cantidad de sangre extraida por peso. La cantidad de proteina serica no
se ve drasticamente afectada, ya que en términos generales se mantiene constante.

Con la poblacion de conejos Oryetolagus cuniculus variedad Nueva Zelanda con que se
cuenta en el laboratorio se observa por lo general que los conejos aparecen totalmente normales en su
morfologia y fisiologia, no asi en su conducta relacionada con la impregnacion y la cria de los
gazapos, Al mismo tiempo han aparecido defectos congénitos recesivos en la poblacion, como ciertas
deformaciones de la cintura pelvica presente en algunos individuos, mismos que fueron elinunados

Una de las consecuencias observadas de la endogamia es la reduccion del valor fenotipico
medio mostrado por caracteres conectados con la capacidad reproductiva o la eficiencia fisiologica,
fenomeno conocido como depresion endogamica. Los caracteres que estan sujetos a ella son' el
rendimiento de leche, peso corporal al afio. tamafio de la camada vy los efectos maternos que estan
entre las caracteristicas mas sensibles a la depresion endogamica. Muchos estudios realizados en
mamiferos y plantas han generalizado que la endoganua tiende a reducir la aptitud. Asi. los
caracteres que forman un importante componente de la aptitud tales como el tamario de la camada o
la lactancia en mamiferos, muestran una reduccion bajo endoganua; mientras que los caracteres que
no estan estrechamente ligados con la aptitud muestran poco o ningun cambio, Cenforme procede la
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endoganua v se deteriora la capacidad reproductiva, pronto llega a ser imposible evitar la perdida de
algunos individuos o de lineas completas (Falconer [981).

Todos estos antecedentes, nos llevaron a realizar esta parte del estudio con el fin de conocer
si los parametros hematologicos de esta poblacion de conejos, que se denomino cerrada, habian sido
afectados por €l proceso de seleccion realizado.

Los valores de los parametros hematologicos clasicos de la sangre como hematocnto. células
rojas, volumen celular promedio, ¢élulas blancas, hemoglobina y concentracion media corpuscular de
hemoglobina de la coloma cerrada de conejos, individuos descendientes de progemitores resistentes al
sangrado cronico. comparados con la colonia abierta, no muestran diferencias sigmficativa. Este
hecho era esperado ya que para cada especie se encuentra un equilibrio caracteristico en estos
parametros, que st son modificados serialan una patologia en el individuo.

En cuanto a los valores de las diferentes proteinas séricas, esperabamos encontrar algunas
modificaciones ya que en nuestro modelo de anenua experimental se incrementa la concentracion de
algunas proteinas (Transferrina v Ceruloplasmina) en respuesta al sangrado. Debido a que la coloma
cerrada proviene de una seleccion de animales por su capacidad hematopoyética, se penso que estas
proteinas mvolucradas directamente en la produccion de celulas rojas hubieran sufrido algun cambio

Al comparar los valores de la coloma cerrada Tabla 3 con los obtenidos en estudios
anteriores {Pulido. 1982 y Manero 1993) se observa que la transfernna tiende a aumentar de |1 85
mg/ml a 2.48 mg/ml en los conejos de la coloma conforme se avanzo en las cruzas. En las siguientes
generaciones (datos de este trabajo) parece no haber nuevos cambios en la concentracion senca de
esta proteina

Si comparamos ahora los valores de la transferrina en las colonias cerrada v abierta podemos
observar que no existe cambio en la transferrina en condiciones normales (no sangrado)

Estudios de Velazquez (1984) y Mainero (1993) demostraron que la ceruloplasnina aumenta
en los conejos con la induccion de anemia tanto en la actividad como en concentracion desde el inicio
del sangrado. lo cual permite suponer que se comporta como una proteina reactante de fase aguda
Esta respuesta de fase aguda se expresa como multiples alteraciones de las funciones metabolicas.
endocnnas. neurologicas e inmunologicas, caracternizadas principalmente por un aumento en la
sintesis de algunas proteinas hepaticas. leucocitos. asi como también un incremento de los miveles de
cobre serico

Si comparamos de nuevo la concentracion y actividad de la ceruloplasmina de este trabajo
con los anteriores. observamos que no existen diferencias es esta proteina que podamos atnbuir a un
efecto de la seleccion realizada

El contenido de hierro senco aun cuando es igual en las dos colonias estudiadas. presenta
valores de aproximadamente la mitad de los obtenidos por Pulido, 1982 (2.15 ug/ml) v Velazquez.
1984 (2 36 ug/ml) Sin embargo, dada la similitud de los datos de este trabajo no podemos descartar
al factor alimenticio como responsable de estos valores tan bajos
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La albimina, que es una proteina de origen hepatico y muy abundante en el plasma. tampoco
presento modificacion alguna. La cantidad total de proteina serica no se vio drasticamente afectada.
durante el sangrado (Pulido, 1982 v Mainero 1993) va que en termunos generales esta se mantiene
constante.

Los valores de proteina sérica de este trabajo son iguales a los obtenidos anteriormente para
condiciones de no sangrado, pero son significativamente diferentes respecto a la coloma abierta. Una
posible causa de esta diferencia pudiera ser que colomia abierta posea mayor cantidad de
inmunoglobulinas o anticuerpos debido a sus condiciones de adaptacion, aseo y alimentacion respecto
a la colonia cerrada, cuyas condiciones estaban bajo control.

Todos estos resultados nos demuestran que en la colonia proveniente de individuos resistentes
al sangrado no se presentan cambios heredables ni en los parametros hematologicos ni en las
proteinas sericas, por el proceso de seleccion realizado. No sabemos si existen realmente cambios en
la colonia cerrada que no es posible detectar debido tanto a la vaniacion individual v a la vanacion de
los metodos empleados, como al numero pequefio de individuos muestreados. Se ha presentado a lo
largo del desarrollo de la coloria la modificacion de algunos parametros; sin embargo, estos cambios
no han sido lo suficientemente pronunciados como para separar a la coloria cerrada de la poblacion
de conejos en general Asi, podriamos considerar como otra posibilidad el que estos factotres no han
sido sujetos de variacion genetica y por lo tanto la seleccion no puede actuar.

Desconocemos, sin embargo, si existinan diferencias en la respuesta de una anemia
expenmental entre la colonia cerrada y una colonia abierta.

2.0. VARIACION GENETICA

Los niveles de vanacion genetica estimada como heterocigosis (H) = 0.028 y polimorfismo
(P) = 26.84 % en la colonia cerrada de Orycrolagus cuniculus muestra una gran diferencia con

respecto a los valores encontrados en la colonia abierta (H) = 0.145 y (P) = 45.62%.

Los valores bajos nos indican que hay poca vanacion genetica en la colonia cerrada. Esto
sugiere que esta coloma ha sufrido efectos importantes por denva genica o endogamua. que conducen
a una pérdida o disminucion de la variacion genética, o que existe poco flujo genico dentro de la
colonia

Comparando las frecuencias alélicas de los diferentes loci entre las colonias. se observa que
hay mayor heterogeneidad en la colonia abierta, mientras que en la colonia cerrada se observo menor
heterogenerdad. es decir. mayor numero de loci homocigoticos (Tabla 6).

El trabajo de Daly, 1981 es el unico reporta estudios acerca de cuatro enzimas de conejos; sin
embargo, sus resultados no nos permitieron hacer una relacion comparativa con nuestro estudio. dado
el bajo numero de enzimas estudiadas. En nuestro caso se estudiaron un numero de 20 enzimas en las
colomas, permitiendo comprobar que la colomia cerrada de conejos es el 46.66% endogamica,
mientras que la colonia abrerta posee un 20.00% de endogama, esta diferencia en el porcentaje nos
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indica que en la colonia cerrada existe mayor consanguinidad que en la colonia abierta, ya que este
valor se ubica dentro del rango que la caracteriza como endogamica.

Al comparar los resultados de la variacion genética en la colonia cerrada Oryerolagus
cuniculus, con los valores obtenidos para otros mamiferos o vertebrados encontramos valores
similares, de polimorfismo y herocigosidad.

Nei y Roychoudhury (1974) en sus analisis de variacion genética en las tres principales razas
del hombre, observaron que los valores significativos son mayores que los que reportan Harris v
Hopkinson (1972) debido, principalmente, a la inclusion de doce proteinas no enzimaticas, nueve de
las cuales son altamente polimorficas; si se omuten estas proteinas de las muestras, la heterocigosis
media se reduce (H)= 0.084 valor que no es significativamente diferente al obtenido por Harns v
Hopkinson (1972).

Estudios realizados por O'Brien er al. (1985) en nueve especies de Felidae entre ellos
Acinonyx jubarus (chita) v otros mamiferos como Mus musculus (raton) y Homo sapiens (hombre)
para conocer la variacion genetica por medio de analisis de isoenzimas y vanacion de proteinas
solubles, han revelado una alta vanacion génica en todas las especies, enfatizando la ausencia de
vanacion genica en el chita. Una causa aducida por los autores es la presencia de un patogeno viral

O'Brien, er al. 1983 mostro que otras especies de mamiferos tambien tenian niveles bajos de
varacion genica pero este bajo nivel esta relacionado a otra causa tal como el tamaiio de la muestra.

Allendorf, FW. er al. (1979) en su estudio comprobo que la vanacion genica en el
Thalaretos maritimus (oso polar) y otros mamiferos es baja excepto en el hombre. Todos estos
estudios llevan a concluir que los vertebrados presentan por lo general menos vanabihidad (H)= 0.06
que los invertebrados (H)= 0.134 y plantas (Selander y Kaufman, 1973)

En cuanto a las frecuencias geneticas vy los indices de fijacion F de la coloma cerrada indican
que existe un exceso de homocigos respecto a lo esperado por apareamiento al azar. Sus valores son
homogeneos en general, v la relacion entre los siete loci positivos y el total de loci estudiados indican
que hay endoganua en esta coloma

Ademas, podemos decir que su apareamuento es no aleatorio, es decir, de individuos que
estan relacionados entre s1 por descendencia ancestral (padres e hijos, hermanos) lo que ha hecho
incrementar las frecuencias de homocigotos en todos los loci como podemos ver en esta coloma Por
otro lado, seis loci han sido fijados en esta colonia cerrada lo que permite proponer que todos los
individuos de ella tienen idéntico genotipo con respecto a esos loci, siendo ésto una base de la
uniformidad genetica de estirpes altamente endogamicas (Falconer 1981).

Al comparar el coeficiente de endogamia obtenido para esta colonia, con los coeficientes
reportados (Falconer 1981), se observa que después de 13 generaciones la colonia esta por debajo de
los valores caracteristicos para varios sistemas de endogamia estrecha. Esto puede deberse a que en
nuestra colonia los apareamientos no han sido entre hermanos completos ni entre medios hermanos en
forma repetida, sino que las cruzas fueron realizadas tomando, predominantemente, padres e hijos. v
en ocasiones medios hermanos y hermanos completos
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Por otro lado, los valores de los indices de fijacion que son en la mayoria de los loci
negativos, y homogéneos para la colonia abierta, indican un exceso de heterocigos respecto de lo
esperado por el azar, Unicamente para dos loa (PGM-1 y PGM-3) los valores son estadisticamente
significativos lo cual nos indica un exceso de heterocigos real. La razon de esto podria ser la
eliminacion selectiva de homocigotos o de que la frecuencia genica sea diferente en machos y
hembras de la generacion paternal. Para el resto de los loci la discrepancia entre lo observado y
esperado no es significativa lo cual nos indica que la poblacion se encuentra en equilibrnio Hardy-
Weinberg y que las diferencias pudieran oniginarse aleatonamente en el muestreo de un numero tan
pequefio de conejos.

Al comparar el coeficiente de endogamia F determinado para cada uno de los conejos de la
colonia cerrada usando el arbol genealogico, con el calculado utilizando el indice de fijacion F de los
diferentes loci, se observa que los valores son practicamente idénticos y nos llevan a concluir en que
la colonia cerrada de Oryctolagus cuniculus hay una endogamia cercana al 50%.
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VLCONCLUSIONES

1.La colonia cerrada de conejos Oryctolagus cuniculus no se ha visto afectada por
el proceso de seleccion realizado, m por los parametros hematolégicos mi por las
proteinas sericas.

2. Se analizaron por primera vez 17 enzimas con 31 loci en total. Para cada una de
las colonias de congjos se encontro un polimorfismo de 26.84% y de 45.62% para la
coloma cerrada y abierta respectivamente, mientras que la heterocigosis observada
para estas dos colonias fue de 0.028 y 0.145.

3.Los valores del indice de fijacion F. indican que la colonia cerrada es mas
endogamica que la abierta, aun cuando debido a las restricciones de apareamiento en
esta ultima por tratarse de una linea comercial, tiene un cierto grado de
consanguinidad,

4. El coeficiente de endogamia F calculado por dos métodos diferentes nos indica
que en la colonia cerrada estudiada hay un 50% de endogamia después de 13
generaciones,
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Abreviaciones

APENDICE 1.

METODOS ELECTROFORETICOS.

DPN: Beta-nicotinamida adenina dinucleotido (SIGMA N-7004)

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1y1)-2,5-difeniltetrazolium (SIGMA M-2128)
NBT: Azul de tetrazolio (SIGMA N-6876)
PMS: Fenozine metosulfato (P-9625)
TPN: Beta-nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (SIGMA-M-0505)
TRIS: Tns (hidroximetil) aminometano (SIGMA 7-9 T-1378)

Tabla A, 1. Composicion de los amortiguadores del gel y del electrodo usados para electroforesis del
gel de almidon y condiciones electroforeéticas.

AMORTIGUADORES

Nombre Gel Electrodo Corrnente

Hlstidina pH 7.0 DI-Histidina 1.02g pH 7.0 AcCitrico9.04 g 45mA
Aforara | It con agua Tris16.35g Aforara llt (4h)
destilada. Ajustar el pH con con agua destilada.

NaOH.

Litio pH 76 Trs 504 g pH 80 LioH 164 g 225 vol.
Ac.Citrico 1.47 g LioH 0.16 Ac.Borico 16.23 g Aforar (7h.)
g Ac. Borico 1.56 g Aforar a1 It con agua destilada.

a 1 It con agua destilada. Ajustar el pH con LioH.
Ajustar el pH con HCIL.

TEMM pH 7.4 Llevada acabo la pH 7.4 Anh. Maleico 35mA
dilucion al amorti guador 098 g EDTA3.72g Tns (12h)
restante es para el electrodo. 12.1 g MgCl 2.03 g El

Anh. Maleico y

el EDTA se calientan en
500 ml de agua E! Tris y
el se disuelven MgCl en
500 ml de agua se unen
las dos partes. Ajustar

el pH con HCI. Se

hace una dilucion

1:10 con agua destilada.

Tris-citrato pH 8.0 Ac-Citrico 33.09g  pH 8.0 Se hace una 100 mA
Tris 83.2 g Aforara 11t con dilucion 1:29 para el (17h)
agua destilada. electrodo



SOLUCIONES DE TINCION

1. 1M Acetato de sodio, pH 5.0
Acetato de sodio cnistalino (Tnhidratado)
Agua destilada
Ajustar ¢l pH con acido aceético.

2. Amortiguador de fosfatos pH 6.0
Fosfato de potasio dibasico
Fosfato de potasio monobasico
Aforar a 100 ml con agua destilada.

3. 1M Tns-HCl pH 8.0:
Tns
Aforar con | It con agua destilada
Ajustar el pH con acido clorhidrnico (HC1)
concentrado.

4 1 % Acetato alfa-naftil
Acetato alfa-nathl
Acetona

5. 1 % Fosfato acido alfa-naftil
Fosfato acido alfa-naftil
Acetona
Agua destilada

TINCION ESPECIFICA PARA LAS ENZIMAS

ACONITASA (ACO; E.C. 4.2.1.3)

0075g  Ac. cis-aconitico
50 ml 0.1 M Tns-HCl, pH 8.0

Iml 1 MMgCly

10 mi Isocitrato deshidrogenasa (Iu/ml)
I ml 1 % TPN
2 ml | % MTT

0.2ml [ % PMS
Incubar a la oscuridad a 30 °C.

136.1g
1t

45.6g
109.0g

121.1g

1.0g
100ml

1.0g
50ml
50ml
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ADENILATO CINASA (AK; E.C. 2.7.4.3)

57Tmg ADP

32 mg Hexocinasa

50 ml 0.2 M Tns-HCI, pH 8.0

113 mg Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

I ml 1 M MgCl2
1 mi 1% TPN
1 ml 1% MTT
0.1ml 1 % PMS
Amortiguador Histidina, tiempo 4 horas
Incubar a la oscuridad a temperatura ambiente por un tiempo de 5 horas

FOSFATASA ALCALINA (ALP; E.C. 3.1.3.1)

0.15g Polivinyl pirrolidona
005g Fast Blue BB salt

085¢g NaCl
I ml 1 M MgCly
0.15ml | % Alfa-naftil acido fosfato (Sol. de tincion N°5)

50ml 02 M Trs-HCI, pH 9.0
Incubar a la oscundad a temperatura ambiente.

CREATINA CINASA (CK; E.C. 2.7.3.2)
57 mg DPN

32mg  Hexocinasa
005g  Fosfocreatina

00lg TPN
0002g PMS
00lg MTT
036g  Agar

25ml 0.2 M Tris-HCl. pH 8.0
113mg  Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
1 ml } M MgCl2

Amortiguador Histidina, tiempo 4 horas.
Incubar a la temperatura ambiente 3 Horas.
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DIAFORASA (DIA; E.C. 1.6.99)

0004 g  2.6-Diclorofenol-indofenol
0012g  Beta-NADH
0008g MTT

036 g Agar
20ml 0.025 M tns-HCI, pH 8.6

24 ml agua destilada
Amortiguador TEMM, tiempo 12 horas.
Incubar a la oscuridad a 37 °C. 6 horas.

ENZIMA MALICA (ME; E.C. 1.1.1.40)

Sml M Tris-HCI, pH 8.0 (Sol. de tincion N°3)
45ml  agua destilada
5ml 1M DL-Malato, pH 7 8

1 ml 1 M MgCly
00lml 1% TPN
001 ml 1 % PMS
0.015ml 1% MTT
Amortiguador TEMM, tiempo 12 horas.
Incubar a la oscuridad a 30 °C. 7 horas

ESTERASA (EST;E.C. 3.1.1.1)

0063 g Fast blue RR salt
25ml 1 % Acetato alfa-naftil (Sol. de tincion N°4)
25ml 1 M Amortiguador de fosfatos, pH 6 0 (Sol. de tincion N°2)
45 ml Agua destilada

Amortiguador Litio. iempo 7 horas

Terur en la oscuridad a temperatura ambiente 2 horas.

FOSFATASA ACIDA (ACPH; E.C. 3.1.3.2)

0075¢g  Fast Garnet GBC salt
50 ml Agua destilada

I ml 10 % MgCla
2ml 1 % Fosfato acido alfa-naftil (Sol. de tincion N°5)
4ml IM Acetato de sodio. pH 5 0 (Sol de tincion N°1)
Amortiguador Histidina. iempo 4 horas
Tenir en la oscunidad a temperatura ambiente 7 horas.



FOSFOGLUCOMUTASA (PGM; E.C. 2.7.5.1)

0075g  D-glucosa-l-fosfato
113 mg  Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
00lg TPN
0.005g  MTT
000lg PMS
Sml 1M Tris-HCL, pH 8 0 (Sol. de tincion N°3)
50 ml Agua destilada

1 ml 1 M MgCly

Amortiguador Histidina, tiempo 4 horas.
Incubar ala oscunidad a temperatura ambiente S horas.

6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (6-PGD; E.C. 1.1.1.44)

005¢g Acido- 6-fosfogluconico (sal de bario)
001lg TPN

0005g  MTT

000l g PMS

5ml IM Tns-HCI, pH 8.0 (Sol. de tincion N°3)
50 ml Agua destilada
1 mi IM MgClp

Amortiguador Histidina, iempo 4 horas.
Incubar a la oscundad a 37 °C. 6 horas.

FOSFOGLUCOSA ISOMERASA (PGI; E.C. 5.3.1.9)

002g D-fructuosa-6-fosfato

001g TPN
00lg MTT
003g  PMS
50 ml IM Tns-HCL pH 7.5
80 ml Agua destilada
I ml 10 % MgClp

45ml Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (40u)
Amortiguador TEMM tiempo 12 horas.
Incubar en la oscurnidad a temperatura ambiente 8 horas.
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FUMARASA (FUM; E.C. 4.2.1.2)

005¢g Acido fumarico
0.0073g  Malato deshidrogenasa
00lg DPN
00lg NBT
0005g PMS
50 mi 0.2 M Tns-HCI, pH 8.0
Amortiguador Tris-citrato, iempo 17 horas.
Incubar en la oscundad a temperatura ambiente por 5 horas.

GLUTAMATO DESHIDROGENASA ( GDH; E.C. 1.4.1.3)

lg Aado L-glutamico

10 mg DPN

0015¢g MTT

005g PMS
10 ml 1 M Trs-HCI, pH 8.0 (Sol. de tincion N°3)

40 ml Agua destilada
Amortiguador Litio. tiempo 7 horas.
Incubar en la oscuridad a 37 °C 4 horas.

GLUTAMATO OXALOACETATO TRANSAMINASA (GOT; E.C. 2.6.1.)

1 2g Acido Ketoglutarico
dg L. Acido aspartico

2) 4mg  Pindoxal- 5 fosfato
150 mg  Fast Blue BB salt

Anadira 1)

50 ml IM Tns-HCI, pH 8.0
100 mi Agua destilada
Amortiguador Histidina, tiempo 4 horas.
Mezclar 1. v 2. e incubar en la oscuridad a temperatura ambiente de 2-4 horas. Leer rapido.



HEXOCINASA (HEX; E.C. 27.1.1)

1) 25 mg Glucosa-6-Fosfato deshidrogenasa

2ml 1 M MgCla
25 ml 0.2M Tns-HCI, pH 8.0
1 ml 1 % MTT

0.3 mi 1 % PMS

2) 15ml 0.2M Tns-HCI, pH 8.0
10 ml Agua destilada

3)36 mg Agar

15 mi Tns
Mezclar 1.y 2. e incubar a la oscuridad 2 horas.

ISOCITRATO DESHIDROGENASA (IDH; E.C. 1.1.1.42)

Olg Acido 1socitrico
1 mi 1 % TPN
I ml | % MTT
02ml 1 % PMS
25 ml 0.2 M Tns-HCI, pH 8.0
1 ml 1 M MgCl2
036g Agar

Amortiguador TEMM, timpo 12 horas
Incubar en la oscuridad a 37 °C. toda la noche.

LACTATO DESHIDROGENASA (LDH; E. C. 1.1.1.27)

10 mg DPN
5 mg MTT
5 mg PMS
500 mg Agar

2ml Acido DI Lactico
25 ml 0.05M Tns-HCI, pH 8.0
25 mi Agua destilada

Amortiguador TEMM, tiempo 12 horas.
Incubar en la oscunidad a 37 °C. 5 horas.
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LEUCINA AMINO PEPTIDASA (LAP; E. C.3.4.11.1)

100 mg Fast Black-k-salt
I ml 2.5 % L.Leucil-amude
50 ml 0.2 M Tris-maleato, pH 5.2
5 ml Agua destilada
Amortiguador  Litio, tiempo 7 horas
Incubar en la oscunidad durante 15-30 minutos a 37 °C. Posteriormente agregar el Fast Black-k-salt
disuelto e incubar nuevamente por 3 horas

MALATO DESHIDROGENASA (MDH; E. C. 1.1.1.37)

8 mg DPN
8 mg NBT
00l g PMS
25 mg IM Acetato de sodio, pH 5.0 (Sol de tincion N°1)
50 ml 0.2 M Tns-HCI, pH 8.05
5 ml IM DL-Malato, pH 7.8

Amortiguador Tns-citrato, tiempo 17 horas.
Incubar en la oscundad a temperatura ambiente 3 Horas.

PEROXIDASA CATODICA (CPX;E. C. 1.11.17)

50 mg 3-Amino-ethyl-carbozole

35 ml Dimetil formamida

1 ml 3 % Peroxido de lidrogeno

5 ml IM Acetato de sodio, pH 5.0 (Sol, de tincion N°1)
1 ml 1 % CaCl2

50 ml Agua destilada

Amortiguador  Litio, tiempo 12 horas.

Incubar en la oscundad a temperatura ambiente 5 horas
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PIRUVATO CINASA (PK;E. C. 2.7.1.40)

57 mg ADP
001 g NAD
00! g MTT
0002g  PMS
32 mg Hexocinasa
002¢g Phosfoenol-piruvato
25 ml 0.2 M Tns-Hcl, pH 8.0
1 ml 0.1 M MgCi2
113 mg Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Amortiguador Histidina, tiempo 4 horas
Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente 3 horas.

SHIKIMATO DESHIDROGENASA (SDH; E. C. 1.1.1.25)

0.100g Acido shikimico

0010g TPN

0010g MTT

0005g PMS

20 ml IM Tris-HCL, pH:8.0

80 ml Agua destilada

Incubar en la oscunidad a temperatura ambiente.

SUPEROXIDO DESMUTASA (SOD; E. C. 1.15.1.1)

10 mg DPN
00I10g NBT
0002 g PMS
50 ml 0.1 M Tns-HCl,pH:8.0
3 ml Etanol

Amortiguador  Histidina, tiempo 4 horas.
Incubar en la oscuridad a 30 °C. 2 horas.
Esta enzima resulto al llevar a cabo la tincion para la enzima Alcohol deshidrogenasa (ADH).
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Fe de erratas

V. CONCLUSIONES

1. La colonia cerrada de conejos Oryctolagus cuniculus no se ha visto afectada por el
proceso de seleccion realizado, ni en los parametros hematoldgicos ni en las proteinas
séricas. :

2. Se analizaron por primera vez 17 enzimas con 31 foci en total. Para cada una de las
colonias de conejos se encontré un polimorfismo de 26.84% y de 45.62% para la colonia
cerrada y abierta respectivamente, mientras que la heterocigosis observada para estas dos
colonias fue de 0.028 y 0.145.

3. El coeficiente de endogamia F calculado por dos métodos diferentes nos indica que en
la colonia cerrada estudiada hay un 50% de endogamia después de 13 generaciones.
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