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Marcadores genéticos en equinos:
[-Actualizaciones de metodologias.

Kelly,E.L.(*); Postiglioni, A(*).

INTRODUCCION

En la sangre de equinos se identifican
diversos marcadores genéticos (MG)
siendo los mds usados, hasta el momento,
los grupos sanguineos y los polimorfismos
bioquimicos. La determinacién de estas
dos categorfas se denomina tipificacién
sangufnea (18). El estudio y desarrollo de
técnicas seroldgicas y electroforéticas
utilizadas para la deteccion de dichos
polimorfismos, han sido estandarizadas en
diferentes Laboratorios siendo éstas una de
las herramientas mds eficientes en el
control de filiaciones e identificacién
individual a nivel internacional. Hoy se le
adicionan los polimorfismos a nivel
molecular, lo que aumenta el nimero de
MG . Estas técnicas permiten realizar el
andlisis de la estructura genética de las
poblaciones y su comparacién con otras
razas de la misma especie.

Estas tres técnicas (grupos sanguineos,
polimorfismos proteicos y de ADN) estdn
avaladas por la Sociedad Internacional de
Genética Animal (ISAG) mediante el test
de Comparacién Internacional que
bianualmente se realiza entre todos los
laboratorios que trabajan en dicha drea y
que son sus miembros institucionales.

Hace ya algunos afios que en varios
paises (Brasil, Argentina, EEUU, Espaia
etc.) se estd exigiendo la tipificacion
sanguinea a los productos inscriptos en el
Stud Book. Recientemente en el Uruguay
se publicé una resolucion del Stud Book
Uruguayo, determindndose la realizacion
de latipificacion sanguinea de los padrillos
Pura Sangre de Carrera (PSC) y de las

yeguas de primera paricion , basandose en
una reglamentacién vigente desde el afio
1985 del “International Stud Book
Comitties” (“El Pais”,11/06/95).

El Area Genética de la Facultad de
Veterinaria comenzdé a instrumentar esta
linea con el propésito de brindar al medio
productivo la tipificaciéon sanguinea y de
ADN en las diferentes razas equinas
criadas en nuestro pais asi como el realizar
trabajos de investigacion sobre la estructu-
ra genética de nuestras poblaciones
equinas.

Se considera necesario entonces una
revision de los MG utilizados actualmente
en la especie equina con la finalidad de:

1) Compilar y actualizar el conocimiento
cientifico de los MG en equinos.

2) Difundir las aplicaciones en el drea del
diagndstico, prevension de enfermeda-
des y mejoramiento genético, entre los
colegas y lectores.

3) Realizar una evaluacién, segin su
eficiencia, para tipificacién y diagnosti-
co de paternidad .

Para una mejor comprension del texto
se ha realizado un glosario que incluye los
términos y abreviaturas utilizadas en esta
parte y en la parte I1. *“Su aplicacién en la
prictica veterinaria”.

METODOS APLICADOS EN LA
DETERMINACION DE LOS
MARCADORES GENETICOS.

Grupos sanguineos.

Los grupos sanguineos en equinos
fueron descubiertos por Podliachouk en
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1957 (19), usando anticuerpos naturales.
El mayor interés en el estudio de estos MG
fue generado por el descubrimiento de la
isoeritrélisis neonatal en caballos y mulas
como resultado de una inmunizacion
transplacentaria (1). EI gran avance en el
desarrollo de las técnicas y conocimiento
de los grupos sanguineos en esta especie
fue realizado por Stormont y Suzuki (24).
Estos autores descubrieron que los grupos
sanguineos estaban determinados
genéticamente por varios loci o sistemas ,
presentando algunos de los mismos (A,D,P
y Q) varios alelos , mientras los demads
(C,K,T,U) presentaban una herencia con
dominancia completa de dos alelos.

De acuerdo a las reglas de la
nomenclatura internacional, (ISAG,1974)
se designan los sistemas con letras
maytsculas y los factores con la letra del
sistema al que pertenecen seguida de una
letra mindscula. Los sistemas mds comple-
jos son el Ay el D ya que sus factores se
heredan agrupados denomindndose
fenogrupos. En el sistema D se determina-
ron 25 fenogrupos y 17 factores. Luego se
han descripto otros fenogrupos nuevos
como: Dadeo (6), DdIno (4) y D(c)eg (13)

Actualmente son reconocidos por el
ISAG (1992) 34 factores sanguineos
agrupados en 7 sistemas de grupos
sanguineos (Cuadro 1).

El andlisis de tipificacién sanguinea en
equinos se realiza mediante las técnicas
seroldgicas de aglutinacion y de hemdlisis.

Los reactivos de tipificacion sanguinea
se preparan a partir de antisuero inmune y se
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Sistema| Factores Alelos reconocidos

A a,b,c,d.e,fg Aa, Aadf, Aadg, Aabdg, Ab,Abc, Abce,Ac,Ace,Ae,A-

&) a Ca,C-

D a,b,c,d,e,f,g,h,lj, Dadl,Dadlnr,Dadlr,Dbcmg,Dcefgmq,Dceginmq,Defgkm,

k,I,m,n,0,p,q Dcfmqr,Degm,Degmp,Degmq,Degmqr,Degmr, DdekIqr,Ddelog,Ddelq,

DdfklIr,Ddghmp,Ddghmq,Ddghmqr,Ddkl,DdIng,DdInqgr,Ddlqr,Dq
(D-)*.

K a Ka,K-

P a,b,c,d Pa,Pac,Pacd,Pad,Pd,Pbd,Pd,P-

Q a,b,c. Qabc,Qac,Qb,Qc,Q-.

U a Ua,U-

Sistemas electroforéticos.

Sistema Simbolo del locus Alelos reconocidos
A1B glicoproteina AlB FKS

Albimina Al ABI

Focfatasa acida Ap FS

Anhidrasa carbonica CA EFILOS

Catalasa Cat FS
NADH-diaforasa Dia FS
Carboxilesterasa Es FGHI(L)(M)ORS
Proteina unida a vitamina D Ge FS

Glucosa fosfato isomerasa GPI FI(L)S
Hemoglobina alfa Hb A AIT BI BIT (C) (N) (V)
Peptidasa A Pep A FS

6-fosfato deshidrogenasa PGD DFS
Fosfoglucomutasa PGM FSV

Proteasa inhibidor Pi FGHIKLL2NOPQRSTUVWZ
Plasmindgeno PLG 12

Transferrinas Ti D(D1 D2 D3)FT F2 (F3) (G) HTH2J M OR

* Los paréntesis indican variantes reconocidas pero los datos de familia no han sido aun

publicados

purifican mediante técnicas de absorcion

(Albumina:Al) y las enzimdticas que

intervienen en el metabolismo de la

postransferrinas,

albiminas

con glébulos rojos segin Stormont y Suzuki
(24) con modificaciones (25;10).

El sistema A es definido por reacciones
de aglutinacién y hemdlisis, los sistemas D
y K sélo por aglutinaciéon y los sistemas
CP,Q, y U predominantemente por
hemdlisis.

Polimorfismos protéicos.

En el plasma sanguineo y glébulos
rojos existen muchas proteinas que
cumplen diversas funciones como ser: la
de transporte (Transferrina:Tf), la de
mantenimiento de la presién osmdtica

glucosa en los glébulos rojos (6-
fosfoglucosa deshidrogenasa:PGD).

La técnica utilizada para determinar
polimorfismos en las proteinas sanguineas
corresponde a la electroforesis en geles de
almid6n aplicada en equinos a partir del
afo 1964.

Mis tarde, se desarrolla la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE), permitiendo fenotipear simulta-
neamente, segun el gradiente de poros del
gel, varias proteinas diferentes del plasma
como por ejemplo: las transferrinas,
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postalbiminas (11;12).

Un ejemplo de ello lo podemos ver en
la foto 1, en la que se muestran los
resultados obtenidos al correr 8 muestras
para las  siguientes  proteinas
sericas:Al,proteina ligada a la vitamina D
(Gce),Esterasa (Es), A1B glicoproteina
(AIB)y Tt.

Genéticamente cada proteina es codi-
ficada por un gen estructural (locus o
sistema proteico) y cada variante
electroforética de esa proteina es controla-
da por un alelo.



N1 2 3 4 5 6 7

Gec: FF FF FF

AIB:KK KK KK

MUESTRAS DE SUERO DE N ANIMALES

Al: AB AB AB AB BB AB BB AB
FF FF FF FF FF
ES: FF FI FI 1l FF Il FF
KK KK KK KS FK
Tf. FO FF, FF, DO FF, FF, FR FF,

8

Foto 1: Electroforesis en gel de Poliacrilamida. Se analizaron 8 muestras de suero equino para los
siguientes sistemas: Al,Ge,Es,AlB,Tf. A la izquierda se colocaron los genotipos correspondientes
a cada muestra.(Muestras analizadas en el Laboratorio de Grupos sanguineos de la Facultad de

Veterinaria.Universidad de Cordoba.Espaiia)

Los alelos que controlan las variantes
electroforéticas son codominantes y por lo
tanto el genotipo de un individuo se puede
determinar a partir del fenotipo.

Actualmente con el desarrollo de estas
técnicas el nimero de sistemas genéticos
proteicos descriptos en equinos son de 16,
superando al de los grupos sanguineos.

Enlatabla I, se pueden observarlos 16
sistemas siendo los mds polimérficos las Tf
y el Inhibidor de la Proteasa (Pi).

Los tipos de polimorfismos proteicos
mds utilizados para realizar tipificacion
sanguinea en equinos corresponden a:

Polimorfismos eritrocitarios: Hemo-
globina  (Hb), fosfato  glucosa
isomerasa(PGD), fosfoglucomutasa (PGM)
y glucosa fosfato isomerasa (GPI). Estas
dltimas se separan en gel de almidén segin
la técnica de Bengtsson y Sandberg (2).

La Hb es una proteina que presenta una
forma de migracion rdpida (A) y otra de
migracion mds lenta (B) las que actualmen-
te con latécnicade focalizacion isoeléctrica
en PAGE (5) se han podido distinguir
nuevas variantes (Tabla 1).

Polimorfismos de proteinas séricas:
Pi,Al, Gc, ES, A1B, Tf. Estos se analizan
mediante electroforesis horizontal simulté-
nea en gel de PAGE a pH alcalino 8,9
segin Juneja y col (12).(Cuadro 1, foto ).

Las Pi han mostrado ser muy variables,

actualmente 19 alelos
(Cuadro 1). Estas presentan alelos caracte-
risticos de raza como por ¢j. la Pi O, que
estd presente Unicamente en la raza Arabe
(3) o la variante W que sélo se ha
encontrado en el Caballo Pura Raza
Espanola (PRE) (14).

encontrandose

El sistemaelectroforético de Albtiiminas
presenta tres variantes alélicas (A,B,I) que
son controlados por alelos autosomicos.

El sistema Gc es una proteina ligada a
la vitamina D. Juneja y col. (12) detectaron
2 alelos autosémicos codominantes desig-
nados como Fy S que migran en la zona de
postalbiminas.

Es un sistema poco polimdrfico en el
caballo con gran predominio de la variante
.

Las esterasas se determinan en geles de
almidén y en poliacrilamida, encontrdndo-
se diferentes variantes con comportamien-
to codominante (F,G,H,I,S) excepto la
variante O, que estarfa determinado por un
alelo recesivo.

Las variantes de las esterasas se
distribuyen con diferente frecuencia segtin
las razas, siendo en algunos casos
especificos de raza, por ¢j. en los caballos
Arabes aparece la Es G que no se encuentra
en PSC. La A1B presenta 3 variantes : F,K
y S con muy poca variabilidad genética en
las diferentes razas equinas (20).

Las Tf pertenecen a las beta globulinas
y es uno de los sistemas mas polimérficos
presentando 14 alelos.( Cuadro 1). En este
sistema existen variantes de migracion
rapida (D,F F,H y J) y variantes de
migracién lenta (M,O y R)(5).

VETERINARIA

Vol. 33 N° 135 Julio/Setiembre de 1997

Las frecuencias alélicas de las Tf.
varfan segin las razas siendo en los
caballos ligeros (PSC, Arabe) mis
frecuente la D y F, en cambio en los
caballos pesados y de tiro (Bretén,
Hispano-Bretén) la més frecuente es la H.

Esta caracteristica puede ser usada
para marcar diferencias raciales entre estos
dos grupos (15).

También se describi6 otro alelo Tf J
por Andrés Cara y Kaminski (7) presente
en PuraRaza Espanola (PRE) y en las razas
que descienden de ésta.

Polimorfismos de ADN.

Recientemente, las técnicas de genética
molecular brindan informacion directa de
la molécula de ADN, permitiendo aumen-
tar el nimero de sistemas polimorficos.
Varios métodos de deteccién han sido
utilizados para analizar los polimorfismos
de ADN. Entre ellos tenemos: amplifica-
cién de DNA in vitro mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)
combinada o no con el polimorfismo en el
largo de los fragmentos de restriccion
(RFLP), amplificacién de polimorfismos
de DNA al azar (RAPD) y PCR-
Microsatélites y Southern blot (22) (ver
glosario).

Actualmente, en equinos, se le da una
prioridad especial a los microsatélites
debido a su alto grado de polimorfismo (8-
16). En el genoma eucaridtico parte del
ADN repetido, se expresa como
microsatélites siendo estas secuencias de
dinucléotidos o tetranucléotidos repetidas
en tandem, como es el caso de los
poly(TG)n (n= N° de dinucléotidos).

Este dinucleétido es cuantitativamente
uno de los mds abundantes encontrados en
mamiferos (9). Los microsatélites que son
seleccionados para ser usados como
marcadores genéticos, deben presentar un
buen grado de polimorfismo y ser estables,
son los que tienen un n mayor de 10 y
menor de 30.

El andlisis de los loci de microsatélites
se realiza por amplificacién de la region
repetida de ADN mediante PCR, usando
“primers” (oligonucléotidos) complemen-
tarios a la secuencia que flanquean la
region repetida y que son especificos de



Cundroz: Microsaéites docquinos.

G

Nombre de Microsat. N°de PIC * HeterocigProm. | P.E.**
Alelos

VHL 20 (28) 10 0.8-0.7+ 0.8-0.7 0.5-0.6
HMS1(26) - 0.6 0.66 -
HMS?2 8 0.74 0.77
HMS3 7 0.66 0.7
HMS5 3 0.66 0.7
HMS6 5 0.66 0.71
HMS7 6 0.71 0.75
HMS8 %) 0.6 0.26
HTG2(43) 3 0.35 0.42 0.09
HTG3 5 0.54 0.58 0.39
HTG4 6 0:72 0.76 0.22
HTGS 7 0.39 0.40 0.06
HTG6 4 0.60 0.67 0.30
HTG7 4 - - 0.28
HTG8 74 - - 0.31
HTG9 3 - - 0.19
HTG10 1 - . 0.53
HTGI11 3 - - 0.20
HTGI12 4 - - 0.18
HTGI13 10 - - -
HTG14 5 - - 0.41
HTGIS ] - - 0.30

* PIC: contenido de informacion polimarfica.(ver glosario)
*# PE: Probabilidad de Exclusién para el PSC excepto para el VHL20. que incluye otras razas (ver

glosario).
+ Promedio para las razas estudiadas.

cadalocus (21). Luego de ser amplificados
se analizan los diferentes polimorfismos
simplemente compardndose el tamano de
los fragmentos amplificados con un
marcador de peso molecular en un gel de
poliacrilamida (6%), y realizdndose la
interpretacion de los genotipos segin el
peso molecular de las bandas formadas.
Los microsatélites presentan las si-
guientes caracteristicas segin Stalling y
col.(23):
- ser muy frecuentes pues se estiman que
existirian entre 50 y  100.000 loci

repartidos en el genoma eucariético .

- presentar un alto grado de variacién en el
niimero de repeticiones de la secuencia.

- presentar herencia mendeliana.

Ellegren y col. en 1992 (8), describen
por primera vez en equinos 5 loci de

microsatélites (HTG2, HTG3, HTG4,
HTGS5, HTG6). Hoy existe un ndmero
significativo de microsatélites en equinos,
los que se resumen en parte en el cuadro 2.

EVALUACION DE LOS METODOS Y
CONCLUSIONES.

La tradicional tipificacion sanguinea y
electroforesis de sistemas proteicos siguen
siendo un apoyo fundamental a los
programas de mejoramiento genético.

El diagnéstico de paternidad basado en
la determinacion de dichos marcadores nos
avala con gran precisién la seleccion de los
reproductores equinos.

Ademds se considera que es un método
técnicamente inalterable, por lo que se
utiliza para la identificacion individual, es
decir que por estas técnicas se protege el
exacto registro del animal.
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A continuacién vamos a hacer una
evaluacion, de acuerdo a la eficiencia de
las tres técnicas descriptas para ser usadas
como método de rutina en el diagnéstico de
paternidad. Si consideramos la eficiencia
en el diagndstico de paternidad a través de
la probabilidad de exclusién (PE), vemos
que en el caso de los grupos sanguineos
debemos realizar un andlisis de familia
para determinar los genotipos individuales
por ser en su mayoria sistemas con
dominancia completa.

Mientras que en los polimorfismos
bioquimicos y microsatélites, el fenotipo y
genotipo se igualan en su expresion por ser
codominantes.

Los microsatélites particularmente,
detectan mayor grado de polimorfismos
que los obtenidos por variantes proteicas,
yaque éstos, por ser una expresion directa
del genoma, nos permiten determinar todas
las mutaciones que ocurren en esas
secuencias nucleotidicas.

Los estudios que se han realizado con
diferentes MG y en los que se evaluan su
eficiencia mediante la PE, nos indican que
aquellos trabajos en los que se utilizan
métodos convencionales, presentan una
PE similar a aquella obtenida analizando
un menor nimero de loci de microsatélites.

Catorce loci testados en PSC con
técnicas convencionales tienen una PE de
0.96 (3), mientrds que para la misma raza,
8 loci de microsatélites obtienen una PE de
0.96 (16) . Sin embargo, para el caso de los
sistemas convencionales, si se utilizacen
los loci mds efectivos ( sistema D de
grupos sanguineos, Tf y Pi de sistemas
polimérficos proteicos) se tiene un PE
teérico que varia entre 0.86 a 0.98
dependiendo de la raza estudiada, por lo
cual los loci adicionales contribuyen sélo
ligeramente en el total de la PE (3).

Lo mismo ocurre con los microsatélites
por ejemplo si se utilizan 5 loci con una PE
individual de 0.54, la PE promedio es de
0.98 y si se usaran 10 loci de ese tipo la PE
podria alcanzar més de 0.9996. (8).

En ambos casos ocurre algo similar ya
que si se acumula la informacién de
muchos sistemas independientes, la efi-



ciencia toma la forma de una asintota que
tiende hacia el 100%.

Por lo tanto, la ganancia en eficiencia
aportada por un nuevo sistema, es
relativamente despreciable. (17).

Algunos autores (8,16) consideran que
los microsatélites,  son ideales para
estandarizar el test de paternidad en
caballos, debido a su abundancia y la
posibilidad de automatizar el procedimien-
to de tipificacion. por ejemplo mediante un
equipo (Applied System) Sin embargo en
nuestros paises sigue siendo muy honeroso
realizarlo automaticamente .

Para hacer la técnica manualmente , lo
cual reduciria los costos de equipos pero
implicaria mas labor y mayor tiempo en su
ejecusion, seria conveniente seleccionar
por su elevado PIC, un niimero reducido de
loci de MS.

En base a estas conclusiones es que
actualmente el uso de los microsatélites
seria recomendable para casos de paterni-
dad no resuelta por los test convencionales
de tipificacion sanguinea.

El poder contar entonces, con un
Laboratorio de referencia en la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Reptiblica,
servicio de

en el ofrece el

tipificacion sanguinea, es de gran relevan-

que se

cia en la produccion y pureza racial equina
y por ende una herramienta muy util en el
quehacer veterinario.
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