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Institut de Zooteehnie de l'Universite de Berne (Directeur: Prof. Dr. W. Weber)

Le polymorphisme biochimique
et la recherche en paternite chez le cheval

Par A. Baer

Le polymorphisme est un phenomene tres largement repandu dans la
nature, puisque d'apres Ford(1945) et Crow(1961), onpeut le definir comme
«La presence dans un meme habitat de plusieurs formes discontinues d'une
meme espece, et dont la frequence et l'equilibre sont trop grands pour etre
maintenus par des mutations recurrentes ». On peut done admettre que
Darwin dejä avait constate l'existence de ce phenomene lors de ses
observations sur les oiseaux des lies du Pacifique.

Au cours de ces dix dernieres annees, des methodes nouvelles ont permis
d'etablir au sein d'un meme groupe animal, «plusieurs formes discontinues»
parmi l'hemoglobine, les proteines du serum et du lait, et parmi certains
enzymes (amylases et esterases surtout) qu'on a appelees, par extension,
polymorphismes biochimiques. Le plus interessant parmi ceux-ci est indiscu-
tablement celui des proteines seriques dont la premiere observation fut
possible grace a la technique developpee par Smithies (1955). II s'agit
d'une electrophorese sur gel d'amidon qui est le support electrophoretique
au plus grand pouvoir de resolution connu. En plus de la separation pure-
ment electrophoretique due aux charges electriques des molecules, celles-ci
ont une vitesse de migration inversement proportionnelle ä leurs dimensions;
e'est-a-dire qu'a charges electriques identiques, deux molecules de dimensions

differentes migreront a des vitesses plus variables que ce n'est le cas
des electrophoreses sur papier ou sur feuille de cellulose.

La possibility d'identifier un ou plusieurs genes responsables de ces

polymorphismes ouvre un champ important d'applications pratiques:
«marqueurs » dans les etudes de genetique pure, ils permettent aussi d'etablir
la stabilite de genotypes ou, au contraire, leur evolution adaptative et leur
correlation avec d'eventuelles caracteristiques zootechniques, ce qui peut
etre tres utile ä l'eleveur.

Comme on admet generalement que les polymorphismes sont provoques
par des alleles multiples d'un seul locus1 (Smithies et Hickmann, 1958),
et que plusieurs alleles sont presents au sein d'une meme population, ils sont
des auxiliaires precieux pour la recherche d'ascendance, surtout quand la
determination des groupes sanguins est insuffisante.

Enfin ils fourniront ä l'anatomie comparee des complements utiles dans les
etudes philogenetiques ou les degres de parents entre especes contemporai-
nes pourront etre determines avec une plus grande precision.

Le but de la presente etude etait de savoir si, ä l'aide du polymorphisme
1 La terminologie de «locus» a ete preferee ä celle de «lieu».
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des proteines seriques uniquement, il est possible d'etablir l'ascendance d'un
cheval aveo suffisamment de certitude pour le cas oü une eventuelle recherche
en paternite serait exigee. Cette etude paraissait d'autant plus justifiee que
chez le cheval, le polymorphisme d'une /3-globuline, la transferrine, repre-
sente 21 phenotypes possibles, et que les methodes d'investigation sont bien
plus simples que celles des groupes sanguins.

Materiel et methodes

Les 320 chevaux de seile examines etaient tous patients a la clinique de
medecine interne de l'hopital veterinaire de Berne. II s'agissait pour la
plupart de demi-sang; aucune race n'etait plus representee qu'une autre,
si ce n'est peut-etre une legere predominance de sang polonais.

La technique electropboretique utilisee sur gel d'amidon horizontal et
celle de la coloration des proteines par l'amido-black sont celles de Braend
et Stormont (1964). La mise en evidence des haptoglobines par peroxy-
dation de la benzidine fut realisee selon Smithies (1955), et celle des

ceruloplasmines par Oxydation de la P.P.D. (Paraphenylendiamine) selon
Uriel (1963).

Notation et identification

Les differents alleles sont indiques par des lettres (majuscules ou minuscules

selon les especes animales) placees exponentiellement au nom de la
proteine polymorphique. Le tableau 1 indique les polymorphismes biochi-
miques des proteines seriques etudies ä ce jour.

En consultant ce tableau, on constate que le polymorphisme aux
genotypes les plus nombreux est celui des transferrines, ßj-globulines qui dechar-
gent la ferritine de son fer pour le transporter ä l'hemoglobine (Riva, 1960).
Comme notre etude est essentiellement basee sur des examens de routine,
nous n'avons pas examine systematiquement les prealbumines, les albu-
mines et les postalbumines (ces dernieres sont probablement des «0-globu-
lines) qui exigent des methodes d'examens legerement differentes de celles
des transferrines.

Les hemoglobines n'ont pas ete etudiees, car nous n'avons pu disposer
que de serums. Mais une autre etude d'une centaine d'hemoglobines a donne
des resultats tous identiques, soit A,-A2 (Baer). Les autres possibilites sont
rarissimes (Osterhoff, 1966).

Le seul polymorphisme qui puisse etre utile pour une recherche simple
en paternite est done celui des transferrines.

Chaque gene est responsable de deux bandes de migration egalement
espacees qui apparaissent lors de l'electrophorese. Les 6 phenotypes
homozygotes ont une vitesse de migration differente. Le plus rapide, Tf D/D se

trouve juste derriere les v-globulines; le plus lent, Tf R/R juste devant les
slow v2-gl°bulines. Les autres phenotypes, Tf F/F, Tf H/H, Tf M/M et Tf
O/O sont intercales entre Tf D/D et Tf R/R. Les 15 phenotypes heterozy-
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Tableau 1 Polymorphismes biochimiques chez le cheval

Proteines
seriques

Locus Alleles
Genotypes1

Auteurs

Prealbumines Pa PaA; PaB 3 Ashton 1958
Albumines Al AIS; Alf 3 Braend 1964
Postalbumines Pa PaS; Par 3 Ashton 1958
Transferrines Tf TfD; F; H; M; 0; B 21 Braend et Stormont 1964
Haptoglobines Hp Hp 1 Braend et Efremov 1965
Ceruloplasmines2 - - 1 Hesselholt 1966
Hemoglobines3 Hb HbAi; HbA2 3 Cabannes et Serain 1955,

Osterhoff 1966

1 Pour n alleles, il y a n + o, 5n (n-1) genotypes possibles (Jamieson 1965).
2 Sur une centaine d'examens des ceruloplasmines, nous avons observe 3 fois un dedouble-

ment de la bände de migration habituellement unique. Dans 6 cas, une seconde bände de
migration tres lente est apparue. Comme la question de la transmission hereditaire n'a pas pu
etre eclaircie, il serait premature de parier d'un polymorphisme, une simple polymerisation
moleeulaire etant aussi possible (Uriel 1963).

3 Les dernieres etudes du polymorphisme des hemoglobines ohevalines ont montre l'appa-
rition de phenotypes, notes Af" A/' ou At~—A2+, dont les alleles ne sont pas encore tres bien
identifies (Osterhoff 1966).

gotes se traduisent par la combinaison des types homozygotes, soit 4 bandes.
L'identification des differents types a ete realisee par comparaison avec des

serums obligeamment fournis par le Dr. M. Braend, ä Oslo.

Resultats et discussion

Les resultats obtenus figurent dans le tableau 2. Le calcul de la
frequence des genes a ete realise, pour le gene TfD par exemple, selon la formule:

2 Tf D/D+Tf D/F+Tf D/H+Tf D/M+Tf D/0+ Tf D/R
qTfD

2N

ou Tf D/D, Tf D/F, Tf D/H, etc. representent les nombres d'individus de
phenotypes Tf D/D, Tf D/F, TfD/H rencontres, et N est le nombre total
d'individiis examines. Vu que N est relativement petit (320), les valeurs des
frequences des genes ne peuvent pas etre definitives. Pour cette meme
raison, les valeurs observees des differents phenotypes n'ont pas ete com-
parees avec les valeurs theoriques qu'on pouvait attendre.

D'apres le tableau 2, on constate que par leur frequence elevee, les

genes TfD et TfF doivent se retrouver a eux seuls dans plus de 60% des 21

genotypes. C'est un grand desavantage pour les recherches en paternite, car
les possibility d'exclusion d'un geniteur suspect sont bien moins nombreuses
qu'avec une repartition uniforme des frequences geniques.

Dans les deux cas suivants1, choisis parmi le seul elevage chevalin helve-
1 L'analyse des phenotypes de ces chevaux n'est pas comprise dans les resultats du

tableau 2.
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Tableau 2 Frequences des phenotypes des 320 chevaux de seile examines

Phänotypes
Nbres.

rencontres
Frequence des

phenotypes en %
Frequence des

genes

Tf D/D
Tf D/F
Tf D/H
Tf D/M
Tf D/O
Tf D/R

47
42
25

4
7

18

14,57
13,02
7,75
1,24
2,17
2,58

pTfD 0,297

Tf F/F
Tf F/H
Tf F/M
Tf F/O
Tf F/R

48
33
14
10
28

14,88
10,33
4,34
3,10
8,68

qTfF 0,348

Tf H/H
Tf H/M
Tf H/O
Tf H/R

18
4
1

12

5,58
1,24
0,31
3,72

rT|H 0,173

Tf M/M
Tf M/O
TfM/R

1 0,31
sxfM 0,038

Tf O/O
Tf O/R

3 0,93 tTfO 0,038

Tf R/R 5 1,55 uxfR 0,106

tique digne de ce nom, celui du Cheval du Jura, on a cherche ä etablir dans
l'exemple No 1, le genotype d'un etalon uniquement a l'aide de sa parents
directe au cas ou on ne pourrait pas obtenir du serum de 1'animal (deces par
exemple).

Dans l'exemple No 2, on a suppose qu'un autre etalon que Rauraque
pouvait etre le pere du poulain «V^» ou de la pouliche «c,», et on a essaye
d'etablir la paternite legitime.

Exemple No 1: Rivoir est l'etalon dont on cherche ä etablir le genotype.

Regulus possede le genotype TfR/R, homozygote, dont au moins un
gene TfR doit se retrouver chez Rivoir.
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Le poulain «Rj» et sa mere ne possedant pas le gene TfR, on peut en
conclure qu'il est au stade heterozygote chez Bivoir.

Comme «Rj» possede le gene TfD herite de sa mere, et le gene TfF que
celle-ci ne possede pas, on peut assurer que le genome de Bivoir contient le
genotype heterozygote TfF/R. Ainsi tout descendant direct de cet etalon
doit posseder l'un de ces deux genes (ou les deux selon le genotype de sa

mere).

Exemple No 2

Voltige TfD/H

«Vi» PfD/D

Bauraque, ou un
autre etalon

Camelia TfF/R

:<c1»TfD/F

Le poulain «Vj» ne peut posseder le genotype homozygote TfD/D que si
son pere possede le gene TfD qui se trouve au stade heterozygote chez sa
mere. Meme conclusion ä partir de la pouliche «c,» qui possede le gene TfD,
absent chez sa mere.

Done le gönöme des deux etalons doit posseder TfD, mais on ne peut pas
en dire plus, le second gene pouvant aussi bien etre TfD, TfF, TfH que
TfM, Tf° ou TfR. Meme en connaissant le genotype de Bauraque (TfD/F),
on ne peut pas affirmer qu'il est le pere de «Vj» ou de «c,».

Mathematiquement, si on connait les genotypes des parents, il est
possible de calculer les «frequences theoriques d'exclusion»: impossibilite
relative pour certains genes de figurer au genome des descendants de la
premiere generation. Ces calculs sont bases sur la frequence des genes,
pour une population donnee (Gahne, 1961). II est ainsi possible d'estimer les
exclusions geniques paternelles lorsque plusieurs etalons sont suspectes. Le
tableau 3, etabli d'apres Gahne (1961) montre trois exemples (parmi les
406 combinaisons possibles de genotypes avec 6 alleles co-dominants), ou

Tableau 3 Exemples d'accouplements pour calculer la «frequence d'exclusion» genique
paternelle

Jument Etalon
Freq.

des ac-
couple-
ments

Diff.
types
de Tf.

possibles

Exclusion genique
paternelle «Freq.

d'exclusion »

Tf. Freq. Tf. Freq. Tf. Freq.

M/R 2su M/M s2 2sus2 M/M; M/R D; F; H;
O; 0,5R

p+q+r+t+o,5u 2sus2 (p + q+r
+t+o,Su)

D/D P2 D/F 2pq p22pq D/D; D/F H;M;0;R r+s+t+u p22pq (r+s
+t+u)

F/H 2qr D/R 2pu 2qr '

2pu
D/F; D/H
F/R; H/R

F;H;M;0 q+r+s+t 2pu2qr (q+r
+s+t)
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p, q, r, s, t et u correspondent aux frequences des genes TfD, TfF, TfH, etc.
La somme des «frequences d'exclusion» traduit d'une fa9on generale les

possibilites d'eliminer un etalon suspect. Jamieson (1965) en a etabli la
formule pour n alleles:

Pn 27p (1-p)2 - 27(pipj)2 • [4-3 (pi + pj)]
i>j i>j

Appliquee ä la presente etude, P 31,7%.
S'appuyant sur les resultats presentes ici, on pourrait penser que la

diversite des races examinees fournit une moyenne des frequences geniques
utilisables pour generaliser la valeur de la «frequence d'exclusion», soit
environ 30%. Malheureusement, les frequences geniques varient beaucoup
d'une race ä l'autre; il n'y a qu'ä jeter un coup d'ceil au tableau 4 pour s'en
rendre compte.

Tableau 4 Comparaisons des frequences geniques entre races

Races
Frequences

PTfD qTfF rTfH STfM tifO UTfR

Cheval d'Islande1 0,20 0,27 0,07 0,01 0,25 0,20
Cheval norvegien2

Dole - 0,234 0,075 - 0,020 0,668
Fjord 0,149 0,620 - - 0,038 0,192

Cheval du Jura3 0,292 0,340 0,140 0,003 0,007 0,220
Chevaux de seile
de races variees 0,297 0,348 0,173 0,038 0,038 0,106

1 Hesselholt (1966)
2 Braend (1964)
3 Baer Valeurs provisoires: 140 chevaux seulement ont ete examines

Ainsi, sans etre d'une tres grande utilite pour la recherche en paternite
pour une population chevaline heterogene, le polymorphisme biochimique
peut permettre d'etablir les rapports entre differents ecotypes. Mais nous
pensons que sa plus grande utilite reside dans les possibilites qu'il peut
fournir aux etudes des mutations genetiques. Les dilferentes molecules
polymorphiques sont les resultats de mutations, qui ont agi au depart sur
une seule molecule, de transferrine par exemple. En etablissant la sequence
des acides amines de ces molecules, on peut etablir leur «matrice», que porte
l'acide desoxyribonucleique (A.D.N.), et en comparant les resultats avec
ceux d'autres especes animales on pourra mieux comprendre les pheno-
menes de revolution. Cela a dejä ete le cas grace aux etudes du polymorphisme

des hemoglobines.

Resume

Apres une tres succinte analyse des polymorphismes biochimiques du serum equin
pouvant etre utiles a la recherche en paternite, l'auteur considere que seul celui des
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transferrines peut etre utilise, car il se traduit par 21 phenotypes facilement determi-
nables par une technique de routine (amido-electrophorese). L'examen des phenotypes
de 320 chevaux de seile demi-sang de races tres heterogenes est rapporte; les frequences
geniques etablies sont: pxfD 0,297; qxt'F 0,348; rxfH 0,173; sxfM 0,038;
txfO 0,038; uxfR 0,106.

A l'aide de ces valeurs, les possibilites de resoudre un cas de paternite sont mathema-
tiquement estimees. La «frequence d'exclusion» est d'environ 30%. Mais les frequences
geniques etant propres a chaque race, l'auteur conclut qu'une telle valeur n'est
valable qu'au sein d'une population homogene.

Zusammenfassung

Nach einer kurzen Analyse der für eine Vaterschaftsuntersuchung brauchbaren
biochemischen Polymorphismen des Pferdeserums kommt der Verfasser zum Schluß,
daß nur der Polymorphismus der Transferrine nützlich sein kann, weil er aus 21 Pheno-
typen besteht, deren Bestimmung durch eine Routinemethode leicht ist (Stärkeelektrophorese).

Die Untersuchungsergebnisse der Phenotypen von 320 Reitpferden, Halbblut

von ganz verschiedenen Rassen, werden angegeben. Die festgestellten Genfrequen-
zen sind folgende: pxfD 0.297; qxfF 0,348; rifH 0,173; sxfM 0,038;
txfO 0,038; uxfR 0,106.

An Hand dieser Werte werden die Möglichkeiten einer zweifelhaften Vaterschaft
mathematisch eingeschätzt. Die «Exclusionsfrequetiz » beträgt, etwa 30%. Da die
Genfrequenzen. für jede Rasse verschieden sind, stellt der Verfasser fest, daß solche Werte
nur für eine homogene Population gültig sind.

Riassunto

Dopo una breve disamina dei poliformismi biochimici del siero di cavallo usabili
per una ricerca di paternitä, l'autore giunge alia cooelusione, che solo il polimorflsmo
delle transferrine puö esser utile, poiche si compone di 21 fenotipi, la cui identificazione,
con un metodo di faciie applicazione, e possibile (elettroforesi degli amidi). I risultati
dell'esame dei fenotipi di 320 cavalli da sella, mezzosangue di varie razze, sono indi-
cati. Le frequenze dei geni rilevate sono le seguenti: pxfÖ 0,297; qifT 0,348;
rxfH 0,173; sxfM 0,038; txfO 0,038; uxfR 0,106.

Sulla scorta di questi valori si valutano matematicamente le possibilitä di una
dubbia paternitä. La frequenza di esclusione corrisponde a circa il 30%. Poiche le
frequenze dei geni sono diverse per ogni razza, l'Autore rileva che simili valori sono
attendibili solo per una popolazione omogenea.

Summary

After having briefly described the biochemical polymorphisms of the equine serum
that could be useful for the search of paternity, the author states that only the
transferrins can be used because they express themselves in 21 phenotypes that are easily
determinable by a routine method (Starchelectrophoresis).

320 phenotypes of half-bred horses from various origins have been examined. The
frequences of the genes that were established are: pxfD 0,297; qxfF 0,348;rxfH
0,173; sxfM 0,038; txfO 0,038; uxfR 0,106. With the aid of these values, the
possibilities of solving a dubious case of parentage are mathematically estimated. The
«frequency of exclusion» is about 30%. But as each breed has its own frequences
of genes, the author concludes that such a value only holds good for a homogeneous
population.
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Zur Beurteilung der hygienischen Qualität der Anlieferungsmilch mit Hilfe neuer
Methoden. Von A. Tolle, H. Z eidler und W. Heeschen. Milchwiss. 21, 757-763(1966).
Die hygienische Qualität der Anlieferungsmilch läßt sich vor allem durch folgende

drei Kriterien bestimmen: 1-. den Zellgehalt der Milch als Ausdruck des Gesundheitszustandes

des Euters; 2. den Keimgehalt als Indikator für die hygienischen
Bedingungen bei der Gewinnung, Aufbewahrung und dem Transport der Milch; 3. den Gehalt
an biologisch aktiven Fremdstoffen, vor allem an Antibiotika.

Die Verfasser beleuchten die ersten beiden Kriterien. Der Zellgehalt der
Anlieferungsmilch stellt einen Ausdruck für die vom Euter bestimmte hygienische und
technologische Qualität der Milch dar. Bisher fehlte eine rasche,, exakte Methode zur
Bestimmung des Zellgehaltes in der Milch. Die Verfasser überprüften deshalb die Brauchbarkeit

der elektronischen Zellzahlbestimmung mittels Coulter Counter auf ihre Anwendbarkeit

bei der Kontrolle der Anlieferungsmilch. Nach geeigneter Vorbereitung der
Milch und Fixierung der Leukozyten mit Formalin können diese mit dem Coulter
Counter sehr rasch und genau gezählt werden. Dieses Verfahren ist nicht nur bei
Einzelmilchproben durchführbar, sondern auch bei Sammelmilchproben. Dabei muß allerdings
der Grenzwert des Leukozytengehaltes zur Unterscheidimg eines normalen und eines
erhöhten Zellgehaltes etwas höher angesetzt werden. Die Verfasser schlagen für
Sammelmilch einen Grenzzellgehalt von einer Million Zellen pro ml vor. Bei ihren
Untersuchungen von 737 Beständen mußten 9,3% wegen erhöhten Leukozytengehaltes
beanstandet werden.

Im Rahmen der Gütebewertung der Milch hinsichtlich ihres Keimgehaltes gelangen
am häufigsten Reduktionsproben zur Anwendung. Diese Proben sind relativ einfach
durchzuführen, können aber nur als sehr grobe Hinweise für den Keimgehalt der Milch
bewertet werden. Das Kochsche Plattenverfahren - als klassische Methode zur
Keimzahlbestimmung - liefert sehr genaue Resultate, ist aber mit erheblichem Zeit- und
Kostenaufwand verbunden. Es wurde deshalb versucht, das Prinzip des Kochschen
Plattenverfahrens mit der elektronischen Partikelzählung zu kombinieren. Da es sehr
schwer ist, die individuellen Keime elektronisch zu zählen, wurden die Keime in
Gußagar angezüchtet und die entstandenen Mikrokolonien nach entsprechender
Fixierung als korpuskuläre Bestandteile elektronisch gezählt. Es ließen sich gute
Übereinstimmungen zwischen den Resultaten der beiden Methoden zur
Keimzahlbestimmung erzielen. Durch die elektronische Bestimmung des Zell- und Keimgehaltes
von Anlieferungsmilch können innert kürzester Zeit Ergebnisse von hohem Aussagewert

über die Qualität der Lieferantenmilch gewonnen werden. O. Lott, Zürich
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