ESTUDIO DE LA VARIACION DEL COLOR
DE LA CAPA EN LA RAZA DE OVEYA
XALDA DE ASTURIAS

ACOXA; Asociacion de Criadores d’Oveya Xalda
Apdo. de Correos 2117 — 33080, Uviéu (Asturies)

Pagina 1



INTRODUCCION

Junto con aspectos subjetivos, como los culturales, la definicion de una raza
ganadera depende, especialmente, de caracteristicas fenotipicas que permitan
diferenciar el conjunto de sus individuos de los de otras poblaciones de la
misma especie con las que comparta espacios ecoloégico-productivos comunes.
La raza de Oveya Xalda es una raza autéctona del Principado de Asturias de
gran importancia en la historia de las comunidades rurales de la region (Alvarez
Sevilla, 1999) que destaca por poseer caracteristicas raciales muy marcadas
que la hacen Unica entre las razas autdctonas de la Peninsula Ibérica (Alvarez
Sevilla et al., 1982, 2003). Entre estas caracteristicas destaca el patron de color
de la capa que presenta una clara segregacién del color negro con diferentes
matizaciones. Los criadores de animales de raza ovina Xalda seleccionan sus
animales reproductores para conseguir ciertas caracteristicas morfologicas en
sus animales que se consideran asociadas a una mayor pureza racial
(Goyache et al., 2003). Entre las caracteristicas a obtener destaca la cada vez

mas frecuente capa negra.

Uno de los objetivos del esquema de cria y seleccion de ACOXA es conseguir
que los animales inscritos en el Libro Genealdgico de la raza Xalda presenten
caracteristicas morfolégicas acordes con las que se desprenden de la
documentacion histérica tanto bibliografica como fotografica. En este sentido,
existen notables referencias bibliograficas que permiten sostener que la
variacion de la capa que hoy se encuentra en los animales inscritos en el Libro
Genealdgico de la raza Xalda se corresponden con los que antiguamente
podian observarse. Asi, la cita mas importante que se ha encontrado hasta la
fecha relativa al color de la xalda, se locacaliza en la obra “Arte General de
Granjerias (1711-1714)" cuyo autor es Fray Toribio de Santo Tomas y

Pumarada que textualmente dice:
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“Primeramente, su color debe ser negro bien negro, porque es mejor la
carne y de mas pesso, el animal hace mas bulto, tiene mas precio para venta y
su lana es de mayor valor. Después, de este color passa el blanco bien blanco,
porgue aunque tienen la carne blanda y son algo frios, dan buena lana para
mantas y medias y telicas de tefiir. Pero de color canoso, apardado, manchado

y de fueya seca de castafiar, nunca te enamores, que tienen ruin lana.”

Las bases genéticas del color de la capa en la oveja no se conocen con
precision. El color de la capa en los mamiferos depende fundamentalmente de
las proporciones de los pigmentos eumelanina (que produce colores entre
negro y castafo) y feomelanina (que produce colores entre amarillento y rojizo).
La produccion de estos pigmentos esta controlada por los loci Extension (E) y
Agouti (A) (Searle 1968), que corresponden, respectivamente, a los genes
melanocortin-1 receptor (MC1R) y Agouti signalling peptide (ASIP) (Bultman et
al. 1992). Se conoce que la coloracion negra dominante en la oveja se produce
por una alelo del locus Extension (EP) que porta las mutaciones 73Met—Lys y
121Asp—Asn en la secuencia codificante del gen MC1R (Vage et al. 1999,

2003). Sin embargo, no se ha podido determinar la causa del patrén de color
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negro recesivo de la oveja. El color blanco se produce, en gran parte de los
casos, por la accién de un alelo dominante del locus Agouti (A*!), mientras que
un alelo recesivo del mismo locus (A®) resultaria en un patron de color
eumelanico o negro/castafio (Sponenberg 1997). Diversos autores han
encontrado evidencias que indican que el gen ASIP es un buen candidato
posicional para la coloracién no dominante de pigmentacién en la oveja (Beraldi
et al. 2006; Parsons et al. 1999a). Sin embargo, ni el polimorfismo BamHI
encontrado por Parsons et al. (1999b) ni una delecion de 5 pares de bases
(Smit et al. 2002) identificados ambos en el exdn 2 de la secuencia codificante
del gen ASIP parece estar asociado a la segregacion del patrén de color negro

recesivo de la oveja.

El conocimiento de la variacion que se ha producido en la frecuencia de
aparicion de la capa negra en los animales incluidos en el Libro Genealogico de
la raza Xalda desde el inicio de su funcionamiento puede aportar informacion
de gran interés sobre la evolucion reciente de la raza. Asimismo, resulta
necesario testar en los animales de la raza los conocimientos cientificos mas

recientes sobre la determinacion del color de la capa en la especie ovina.
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MATERIAL Y METODOS

Capas admitidas en el prototipo racial

La variacion del color de la capa en el estandar racial admitido para la raza
Xalda es la siguiente (Alvarez Sevilla et al., 1982, 2003): el color puede ser

negro, blanco, cardeno (cardin) y manchado (pezu).

En los animales negros la lana negra nace muy oscura para aclarase en los
extremos hasta tonos caoba cuando es muy larga. En realidad, los tipos cardin
y pezu son variaciones del color negro, ya que la capa cardina aparece en
animales negros con la edad en forma de mezcla de vellon blanco y negro. Los
animales pezos sélo pueden apreciarse sobre animales negros. Entre ellos

existen algunos tipos especialmente frecuentes que presentan manchas

Pagina 5



blancas mas o menos extensas en la cabeza (coronistes o mofiiralbes), hocico

(gueifes) y cuello (coreyalbes).

Datos y métodos estadisticos

Se han analizado 1448 registros incluidos en el Libro genealdgico de la raza
ovina Xalda de Asturias en los que se incluia el color de la capa del animal
como Blanco o Negro. Se ha analizado la variacion del porcentaje de animales
segun las siguientes variables: a) sexo del animal; b) afo de nacimiento del
animal; y c) calificacion morfolégica del animal. La calificacion morfoldgica
establecida por ACOXA evalua la distancia del animal juzgado respecto del
ideal racial para cada sexo. El animal se califica de 1 a 4 puntos de forma que
el ajuste del animal al prototipo racial pueda ser considerado como “suficiente”,

“‘bueno”, “muy bueno” o “excelente”.

Se han analizado las calificaciones morfolégicas obtenidas por 1.798 individuos
incluidos en el Libro Genealdgico de la raza Xalda de 202 fueron machos y
1.596 hembras. En la Tabla 1 se detalla el numero de animales que
presentaron cada una de las calificaciones posibles. La calificacién otorgada
mas frecuentemente fue la 2, que practicamente alcanza a un 40% de los
animales juzgados. La calificacion “muy bueno” (3) se empezd a otorgar en el
afo 2002 tras la constatacion de la mejora media de los animales incluidos en
el Libro Genealdgico. Las calificaciones analizadas se realizaron por un solo

calificador.
Sobre este conjunto de datos se han computado tablas de contingencia y

analisis estadisticos Chi? utilizando siempre el paquete estadistico SAS/STAT
(1999).
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Analisis laboratoriales

A partir de sangre completa con EDTA, se ha extraido el ADN de 168
individuos de raza Xalda. Se disefid un protocolo para la determinacion
simultdnea de los genotipos de los genes MC1r y ASIP. Estos protocolos
consisten basicamente en la amplificacion simultdnea y en el mismo tubo,
mediante la técnica de la PCR, de las regiones de los 2 genes diferentes que
contienen la mutacion. Posteriormente se digiere el producto resultante con una
el enzima de restriccion Nlalll. Con el resultado de estas dos determinaciones

obtenemos el genotipo de cada animal para los genes Mc1ry ASIP.

Con el fin de tener muestras control para la presencia de todos los alelos

posibles, se obtuvo ADN de la misma manera a partir de 10 individuos de las
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siguientes razas: Merino Negro (2), Karakul (2), Castellana Negra (2) y Churra

(2) y de individuos de muflon (2).

En la tabla 1, se muestran las secuencias de los oligonucleétidos (oligos)
usados en cada protocolo de PCR, su marcado fluorescente si lleva, y el

tamano esperado para cada alelo de cada uno de los genes.

Usando este protocolo descrito se han genotipado los 168 individuos de la raza

Xalda y los 10 animales de poblaciones foraneas, utilizados como control.

Tabla 1. Secuencias de los oligos de cada gen, y tamafo de los alelos para el
diagndstico de las variantes de los genes Mc1r y ASIP.

Gen Oligo Secuencia 5'-3' Alelo Tamafio pb
forward  Cy5-CCTGGACGGGCTCTTTCTCAGCCTG E+ 104 pb

Mci1r  reverse CCAGCACGTTGCTGACGCTCACCAG EP 130 pb
forward  Cy5-GCACCTGAGGAAAAGCCCAGAGATG Wit 175 pb

ASIP reverse CTTGATTCCTCCAGAATTGTTCTG Del 170 pb

Figura 1. Imagen obtenida del secuenciador automatico Alf-Expressll
(Amersham Biosciences). La linea superior muestra la plantilla con los alelos
posibles, en la izquierda para el gen Mc1r (E+: salvaje y Ed: Negro dominante)
y a la derecha para el gen ASIP (Del: delecion 5pb, y salvaje Wt). Mas a la
derecha representado con puntos verdes se ven el marcador estandar interno
de tamano.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El Libro Genealdgico de la raza ovina Xalda de Asturias tiene registrado el color
de la capa de 1482 animales, de los que 815 (55%) son blancos. La
distribucion del color esta desequilibrada por sexos ya que si bien en las 1293
hembras registradas los animales de color negro son el 41% entre los 189
machos analizados el 73,5% son de esa capa. Esto se explica por la
importancia que los criadores asociados en ACOXA dan al color negro de la
capa como uno de las caracteristicas asociadas a una mayor pureza racial, lo
que hace que los carneros sean preferentemente de este color para promover

el nacimiento de crias con capa negra.

En la Figura 2 puede apreciarse el porcentaje de animales registrados que
presentan capa blanca o negra, segun el afio de nacimiento del animal. Si bien
hasta el afo 1999 los animales nacidos de capa blanca son mayoritarios
(oscilando entre el 56 y el 93%, segun afos) a partir del afio 2000 los animales
de capa negra son mayoritarios (entre le 53y el 60%, segun afios). Esto
expresa el interés de los ganaderos en obtener animales de capa negra y
sefala el comportamiento recesivo del caracter en la oveja Xalda, ya que los

ganaderos no han llegado a fijar el caracter.

Por sexos, el mayor desequilibrio se encuentra en los machos (Figura 3) ya que
a partir del afno 1998 el 80% o mas de los carneros inscritos en el Libro

Genealdgico de la oveja Xalda son de capa negra.

En todo caso, la asociacidn del color de la capa al aprecio de los ganaderos por
el fenotipo del animal queda claramente expresado en la Figura 4. Los
animales de calificacion morfologica “suficiente” presentan mayoritariamente
capa blanca (87%) mientras que los animales de calificacion racial “excelente”
presentan mayoritariamente capa negra (76%). Este desequilibrio es

estadisticamente significativo (p < 0,0001) para la prueba del Chi®. Este hecho
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es una prueba mas de que los ganaderos asociados en ACOXA consideran
que la mejora en las caracteristicas de los animales esta ligado en gran medida

al color de la capa.

Figura 2: Porcentajes de animales de capa blanca (barras blancas) o negra
(barras negras) por afio del nacimiento del animal en la raza Xalda.
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Figura 3: Porcentajes de machos de capa blanca (barras blancas) o negra
(barras negras) inscritos en el Libro Genealdgico de la raza ovina Xalda de

Asturias por afo del nacimiento del animal.
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Figura 4: Porcentajes de animales de capa blanca (barras blancas) o negra
(barras negras) inscritos en el Libro Genealdgico de la raza ovina Xalda de
Asturias por calificacion racial del animal.
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La comprobacion de la presencia, en la raza Xalda, de las causas moleculares
que se postulan en la bibliografia cientifica como candidatos a la produccion del
fenotipo de color negro en la especie ovina se ha realizado testando en 168
animales inscritos en el Libro Genealdégico de ACOXA el diagnéstico de las
mutaciones descritas por Vage et al. (1999, 2003) en la secuencia codificante
del gen MC1R, que se consideran causantes del fenotipo negro dominante, y
de la delecién de 5 pares de bases (Smit et al. 2002) presente en el exén 2 de
la secuencia codificante del gen ASIP que podria estar asociado al patron de

color negro recesivo de la oveja.

No se encontraron alelos dominantes en el gen MC1R de los animales de raza
Xalda analizados. Este hecho excluye que el patron de color encontrado en la
raza Xalda sea el mismo que en razas foraneas como la Karakul (Vage et al.,
2003) y corrobora el hecho de que nos encontramos ante un patron de
herencia recesivo que ha impedido que se haya podido fijar el color negro en la

capa de los animales de raza Xalda. Los resultados obtenidos en el diagndstico
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de la delecion descrita en el gen ASIP se muestran en la Figura 5. Todos los
animales que presentaron un genotipo homocigoto para la delecion fueron de
capa negra. Esto caracterizaria una situacion similar a la existente en la
especie equina (Rieder et al., 2001) en que una delecion de 11 pares de bases
en el exon 2 (ADEx2) del gen ASIP es responsable del color negro recesivo en
caballo. Sin embargo, un 48% de los animales de capa negra son heterocigotos
para la delecién y el alelo salvaje, que seria dominante y deberia producir
fenotipo blanco. Asimismo, un 43% de los animales homocigotos para el alelo
salvaje son de capa negra. Esto descartaria a la delecion de 5 pares de bases
del gen ASIP ovino como la unica causa del patron de color negro recesivo en

la oveja de raza Xalda.

Figura 5: Porcentajes de animales de capa blanca (barras blancas) o negra
(barras negras) inscritos en el Libro Genealdgico de la raza ovina Xalda de
Asturias que presentan genotipos homocigotos o heterocigotos para la delecion
de 5 pares de bases del exdn 2 de la secuencia codificante del gen ASIP ovino.
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Se pueden dar varias explicaciones a esta situacién paraddjica. Smit et al.
(2002) han sugerido la posibilidad de que la delecion no se encuentre en el gen
ASIP sino en un gen “Agouti-like” y han propuesto el estudio de unos modelos
de segregacion menos simple que implicaria a dos loci y a dos alelos por loci.

Otra explicacion se encuentra en el hecho, bien descrito en la bibliografia
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cientifica (Sponenberg, 1997), de que puedan coincidir diversos patrones de
segregacion alélica para un mismo fenotipo del color en la oveja. En concreto,
el color blanco puede darse no solo por la accidon de un alelo dominante del gen
ASIP sino también por la accion de alelos recesivos de algunos patrones de
manchado que, en homocigosis, podrian producir ausencia de color (fenotipo
blanco) en todo el cuerpo del animal. Otra posible causa de color blanco seria
una dilucion extrema del color negro provocada por la accion de genes no

identificados.

Como resumen de los resultados obtenidos en el presente analisis se puede
concluir que el color negro en la raza ovina Xalda se debe a un patron de
herencia recesivo. Esto explica la produccion de animales de capa blanca en la
raza a pesar de la intensa seleccion por el color de la capa realizada por los
ganaderos de ACOXA. En este sentido, el seguimiento de la segregacion del
color de la capa parece necesario para poder monitorizar la intensa seleccién
por caracteres de tipo (Goyache et al., 2003) realizada en la raza y que,
inevitablemente, afecta a la variabilidad genética existente en la misma. La
causa molecular del patrén de color negro recesivo en la oveja sigue siendo
desconocida. Sera necesario continuar con trabajos tendentes al mayor
conocimiento de la base genética del color de la capa como herramienta de
apoyo a los criadores asociados en ACOXA. La determinacion de las causas
del color negro recesivo en la oveja permitiria planificar apareamientos de
forma que se consiguiera una optimizacién de los procesos de seleccién con

conservacion de la variabilidad genética de la raza.
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