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Marcadores genéticos en equinos:
II-Su aplicacion en la prdctica veterinaria.

Kelly, E. L. y Postiglioni, A.

La eficiencia de los marcadores
genéticos (MG), para ser aplicados en la
practica veterinaria (verificacién de filia-
cién, identificacion, especificidad racial,
diagnéstico y prevencién de isoeritrélisis
neonatal) se evaliia mediante el “Contenido
de Informacién Polimérfica ”(PIC).Este se
encuentra relacionado con el nimero
promedio de repetidos del marcador, el
cual depende de tres variables: a) el nimero
total de alelos; b) la frecuencia genética de
cada alelo y c) el nimero de repetidos de
ese alelo (30). Por ejemplo los
microsatélites seleccionados por su grado
de informacién son aquellos cuyo PIC
tiene un valor alto (entre 1 y 0.8).

A continuacién vamos a considerar las
aplicaciones de los MG en la préictica
veterinaria.

1. Identificacion individual.

Debido a su alto grado de polimorfismo,
los MG son considerados métodos
certeros e inalterables parala identificacién
de animales permaneciendo constantes a lo
largo de toda su vida. Sin embargo, en el
caso de los grupos sanguineos y
polimorfismos proteicos es recomendable
que los andlisis se realicen luego de las
primeras semana de vida, debido a que los
antigenos eritrocitarios se expresan débil-
mente y presentan algunas variantes
proteicas fetales (16).

Tomando en cuenta 15 sistemas (8
polimorfismos proteicos y 7 Sistemas de
grupos sanguineos) el nimero de fenotipos
posibles asciende a un trillén, siendo muy
poco probable que dos equinos elegidos al
azar de una poblacién tengan el mismo tipo
sanguineo (28). Estos MG han resultado
ser similares a una huella dactilar humana.

2. Diagnéstico de paternidad.

El andlisis de tipificacién sanguinea es
un método accesible, econémico y presen-
ta una elevada probabilidad para la
exclusién de paternidades falsas. Esta se
basa en la comparacién de los hemotipos

del producto y sus padres presuntivos.
Segiin Meriaux (17) para establecer la
incompatibilidad de una filiacién existen
dos reglas de exclusion:

a) Cuando el producto no contiene un
alelo presente en uno de sus padres.

b) Cuando el producto contiene un alelo
inexistente en sus padres.

En el cuadro 1 se ilustra un caso en que
se excluye un producto basado en las
reglas anteriormente mencionadas.

La efectividad del test se calcula como
la probabilidad de exclusién (PE) para
detectar paternidades incorrectas. De
acuerdo a Meriaux (16) la PE vaadepender
de:

a) Lavariabilidad genéticade cadaraza. Si
tomamos por ejemplo el trabajo de
Rodriguez (23) en el que considera 10
sistemas de electroforesis (PGP, PGM,
PHI, Hb, A1B, Pi, Al, G, Es, Tf) la
PE va a tener un valor de: 91.41% para
el caballo Pura Raza Espaiiol (PRE); de
87.89% para el PSC (Pura Sangre de
Carrera) y de 90.26% para el Arabe. La

PE de nuestro Laboratorio fue calcula-
daen PSC, siendo su eficiencia para 13
loci de 95,13%, lo que significa que en
el 95,13% de los casos de paternidad
doble, el laboratorio puede determinar
la compatibilidad con uno de los
padrillos y la incompatibilidad con el
otro (12). En el caso de los microsatélites
la PE promedio para 14 loci (HTG) es
de 0.96 para PSC. (15).

Polimorfismo del sistema. Este va a
estar dado por el nimero de alelos y
sus frecuencias relativas en la raza.

Las relaciones de dominancia. Los
alelos de cada sistema expresan como
codominantes o dominancia-
recesividad.

Con respecto a la eficiencia de los
sistemas, esta serd mayor cuando:

existe un nimero elevado de alelos enel
sistema,

los alelos tienen un mecanismo de
herencia codominante

los alelos presentan una frecuencia
génetica similar.

Cuadrol: Exclusion de paternidad basado en dos sistemas: D y Tf.

Sistema D Sistema Tf
Producto Cegin/dgh DH
Madre Cegin/din DH
Padre bc/delo F2R

b) El producto lleva

unaalelo (dgh) trasmitido al hijo
que no pertenece ningiin alelo:
a ese padre. F2oR.

a) El padre no'le ha
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Los sistemas mas eficientes, determi-
nados por tipificacién sanguinea, son el
sistema D de grupos sanguineos y los
sistemas Tf y Pi de electroforesis.

Existen varios casos en los que es
aconsejable realizar la determinacién de
paternidad. Entre ellos tenemos: yeguas
que repiten el celo luego de ser cubiertas y
se las sirve con otro semental, gestaciones
muy cortas o largas, reproduccién en
libertad, incompatibilidad de capa de un
producto con sus padres, inseminacién
artificial. (21). En el caso de que sea
necesario el envio de muestras al Laborato-
rio, es aconsejable se respeten las
instrucciones que se indican a continua-
cion:

3. Prevencion y diagnéstico de la
isoeritrolisis neonatal.

Mediante el test de tipificacién
sanguinea se pueden evitar pérdidas
econdmicas producidas por la muerte de
potrillos a causa de estd patologfa. Por un
lado evitando que las crias tomen el
calostro de madres que presenten titulos
altos de anticuerpos contra determinados
grupos sanguineos. Por otro lado planifi-
cando los apareamientos para evitar el
cruzamiento de individuos cuyos grupos
sanguineos son incompatibles y que
conducen a la produccién de dicha
enfermedad.

Los factores sanguineos que se
consideran relacionados con la etiologia de
dicha enfermedad corresponden al factor a
del sistema A y al factor a del sistema Q

{3

INSTRUCCIONES PARA LA REMISION DE MUESTRAS.

Se debe realizar la extraccion sanguinea de 10 ml de sangre con
anticoagulante y de 10 ml de sangre sin anticoagulante. Para el caso

4. Transfusiones sanguineas.

La primera transfusion se puede
realizar sin tener reacciones adversas,
debido a que son muy poco frecuentes los
anticuerpos naturales contra glébulos rojos
en equinos.

Luego de ésta primera transfusion el
animal receptor queda sensibilizado para
futuras transfusiones. De acuerdo a Wong
(31) los anticuerpos contra Aa pueden
persistir como minimo por un afio luego de
la transfusién. Para evitar accidentes en los
individuos receptores de transfusién o en
las madres que conducen a producir la
isoertrélisis neonatal, lo mas conveniente
es seleccionar los donantes por su grupo
sanguineo antes de realizar la transfusién.
También, se puede seleccionar, en princi-
pio, como donante de una transfusién de
sangre entera, un caballo de la misma raza
que el receptor. En este caso existe una
mayor probabilidad de que compartan
grupos sanguineos similares existiendo
menos posibilidad de producir accidentes
por transfusion. En el Cuadro 2 se
muestran las frecuencias en diferentes
razas del alelo negativo de los factores
antigénicos que producen accidentes en

de que se quiera realizar tipificacion de ADN se puede enviar sangre
con antiacoagulante o pelo, piel etc.

- Para diagndstico de paternidad es conveniente analizar las muestras
de: madre, cria y del padre, en el caso de que exista duda, también la
sangre de los posibles padres.

- Luego de la extraccién la sangre debe ser conservada refrigerada
hasta que se realice el analisis y es conveniente remitirla al laboratorio
lo antes posible, pues se deteriora rdpidamente.

- La sangre sin anticoagulante se debe dejar a temperatura ambiente
unos 15 a 20 minutos para que se contraiga bien el codgulo y libere el
suero, luego se refrigera.

transfusiones (Aa y Qa) (3,29). También
se puede apreciar en dicho Cuadro que los
caballos Shetland Ponies tienen una alta
frecuencia de los alelos Aa y Qa negativos
por lo cual el uso de estos individuos como
donantes de sangre tendrian menor posibi-
lidad de producir respuesta inmune. Sin
embargo, se debe recalcar que, en estos
casos, siempre existe un riesgo de que el
receptor y por lo tanto lo més conveniente
serfa realizar la tipificacién sanguinea del
donante y del quede sensibilizado para
seleccionar el mejor donante para la
transfusion.

El complemento efectivoenla
prevencion de las enfermedades

respiratorias, reproductivasy
nerviosas.
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5. Aplicaciones en Investigacion genética.

Mediante los MG se pueden realizar
estudios referentes a la estructura genética
poblacional, y evolutivos.

Los MG en razas equinas (6; 9; 4; 20)
presentan una diferente distribucién de sus
frecuencias génicas, asi como la presencia
de alelos propios de determinadas razas
(Ej. La transferrina J en PRE). (24). Por lo
tanto, a través del estudio de los
marcadores genéticos podemos conocer el
perfil genético de una raza y segin la
distribucién de sus alelos, se pueden
estudiar las relacion existentes entre razas
y predecir su formacién (11, 19). Estos
estudios se estdn realizando en el Area
Genética, a efectos de caracterizar
genéticamente nuestra raza de Caballos
Criollos y determinar la relacién genética
con sus razas ancestrales como el PRE (7).

Los MG también nos permiten
estudiar e ir evaluando el mantenimiento de
la biodiversidad genética de las razas. Esta
variabilidad genética en poblaciones de
animales de interés pecuario es un pre-
requisito para el progreso de la seleccion,
asi como para que tenga lugar la evolucion.
El uso de diferentes métodos de cria nos
alteran la variabilidad genética por ejemplo
los cruzamientos entre razas aumenta la
variabilidad, mientras que la seleccién y
particularmente la endocria conducen a un
decrecimiento de la misma. (9, 13). Sobre
este tema se han realizado diversos
estudios, entre ellos los de Guerin y
Meriaux (9), Bowling y Clark (4) y
Marklund y col. (15) basados en MG
bioquimicos, de grupos sanguineos y
moleculares, respectivamente en diferentes
razas equinas. En los tres estudios la
variabilidad genética de los PSC resulté ser
la menor (0.388, 0.37 y 0.27 respectiva-
mente). Lo cual concuerda con el origen de
dicha raza en cuya formacién se utilizaron
un ndmero restringido de individuos,
combinada con una intensa seleccién para
un rasgo de alta heredabilidad y con un
StudBook cerrado durante casi 2 siglos (4).

Otro tema que se estd investigando es
la asociacién de los MG con caracteres de
interés productivo y enfermedades, con la
finalidad de usar los MG para realizar
seleccién asistida por marcadores genéticos
(MAS). De acuerdo a sus correlaciones con
caracteres de importancia econémica o de
enfermedades hereditarias, se podrian
utilizar ademds como una herramienta para
laseleccién temprana de los reproductores.

Cuadro2. Frecuencia de los alelos negativos para los factores Aay Qaen
diferentes razas para la seleccién de donantes de sangre para
transfusiones sangufneas.

RAZAS Aanegativo Qanegativo

PSC* 0.02 0.15

ARABE* 0.03 0.63

Cuarto de Milla* 0.26 0.68

Shetland ponies** 0.69 0.85

** Stormont, 1964. (29).
*  Bowling, 1985. (3)

En equinos ya se han descripto varios
ligamientos entre diferentes loci entre los
cuales tenemos:

- Ligamiento entre Al, Gc y Es con tres
colores de capa en equinos que
pertenecen al grupo de ligamiento (GL)
IT, Sistema de GS Ky PGD enel GL I,
PHIy AIB enel GL 1V y el Sistema de
GS A estd ligado al locus del complejo
de Histocompatibilidad Mayor en de
equinos (ELA) el que estarfa en el
GLIII (26).

- Dentro de las enfermedades que se han
asociado con los MG. tenemos que las
Pi estdn relacionadas con el enfisema
pulmonar crénico de caballos (14).

- Con respecto a los MG asociados a
caracteristicas productivas tenemos
que se ha descripto una asociacién
entre performance de ‘“Trotadores
suecos” y el locus de esterasa. Los
resultados indicaron que la Es S esta
asociada a un efecto mds positivo en el
“performance” que la Es I, mientras
que la Es F parece tener un efecto
intermedio (1).

En otras especies, ya se han compro-
bado ligamientos entre microsatélites y
enfermedades hereditarias, lo que ha
mostrado que estos MG tienen un gran
potencial para identificar genes (10). Los
microsatélites se consideran ideales para
realizar mapas de ligamiento génico debido
aque son uno de los MG mads polimoérficos
muy abundantes y que estan distribuidos
al azar en el genoma.
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GLOSARIO

A S-PCR: Amflicacién alelo especifi-
ca, en la que se obtiene especificidad en la
reacciéon de PCR debido al disefio de un
oligonucleétido (primers), de modo que
difieran parcialmente en el punto donde las
secuencia entre alelos sea diferente. (25)

Coeficiente de consanguinidad para
una poblacién (F) es el exceso o defecto de
heterocigotas en esa poblacién . Segin
Kidd y col. (13) se calcula como:

F=(Het*. esperados-Het. observados)

Heterocigotas esperados.
*Het=heterocigotos.

Grupos sanguineos: son los antigenos
presentes en los eritrocitos detectados por
métodos serolégicos y que estdn determi-
nados genéticamente. (18).

Indice de Heterocigosis: El indice de
heterocigosis (H) se define como la
frecuencia promedio esperada de indivi-
duos heterocigotas por locus en la
poblacion. (8).

Indice de homocigosis promedio: es
la suma al cuadrado de las frecuencias
géneticas de cada locus dividido por el
nimero de loci (22).

Ligamiento: es la asociacién fisica
entre dos genes que resulta de estar
presentes en un mismo cromosoma. (5).

Marcador genético: Es un alelo cuyo
fenotipo es facilmente reconocible y el cual
puede ser usado para seguir la herencia del
gen en cruzamientos genéticos. (5)



PCR: Reaccién en cadena de la
polimerasa. Una técnica que es capaz de
generar miltiples copias de moléculas de
ADN por amplificacién enzimatica de una
secuencia de ADN determinado (5).

Pleiotropia: Gen individual que se
expresa de varias maneras diferentes en el
fenotipo, provocando el desarrollo de un
nimero de caracteristicas aparentemente
distintas y no relacionadas entre si. Un
ejemplo de pleiotropfa es cuando un gen
que controla una caracteristica de la
sangre, influye también en un caracteristi-
ca productiva (11).

Polimorfismo: Es la existencia de dos
0 mds elementos genéticos contrastantes
en una poblacién a frecuencias mayores
que las que pueden ser debidas a
mutaciones recurrentes. Convencional-
mente se refiere a un locus en el que la
frecuencia del alelo mas comtn es menor
de 0.99. (27).

RAPD: Amplificacién polimérfica al
azar de ADN. Es una variaciéon de la
técnica de PCR en la que se utiliza un
tinico primers corto e inespecifico (25).

RFLP: Polimorfismo en la longitud
del fragmento de restriccién. Los RFLP se
producen cuando se cortan ADN de
diferentes individuos con enzimas de
restricciéon (enzimas que reconocen se-
cuencias especificas de ADN y lo cortan)
y aparecen fragmentos de diferentes
longitud debido a la aparicién o desapari-
cién de una base que elimine el sitio de
reconocimiento de la enzima. (27).

Southern blot: Es una técnica
utilizada para analizar los RFLP la que
separa fragmentos de ADN en un gel de
agarosa, que se transfiere a una membrana
de nitrocelulosa y por hibridacién a una
sonda especifica marcada se observa el
patrén de tamaiio de los fragmentos. (25).
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