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TiTULO DEL TRABAJO

“ESTUDIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS EN POBLACIONES
EQUINAS DE ARGENTINA”.

Palabras clave:
equinos; marcador genético, polimorfismo; caracterizacion.

RESUMEN

El estudio de los caballos Paso Peruano Argentino (PPA) y los Criollo Argentino
(CA) se fundamenta en que se trata de dos razas autéctonas muy difundidas y utilizadas
con multiples propédsitos en dos regiones muy distintas de nuestro pais. La determinacion
de los polimorfismos bioquimicos y los microsatélites han sido utilizados para estudiar la

variabilidad genética en numerosas razas equinas.

Las técnicas empleadas fueron la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
para los polimorfismos bioquimicos (Albuminas, Post- Albuminas , Esterasas vy
Transferrinas). Para los polimorfismos moleculares (AHT4, AHT5, HMS2, HMS6, HMS7,
ASB2 y HTG6) se realizaron amplificaciones especificas de cada locus mediante la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) seguida por electroforesis en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes tefidos con nitrato de plata.

Todos los marcadores proteicos y moleculares resultaron polimérficos en los PPA

y en los CA, haciendo posible establecer el perfil genético de cada una de ellas.

Se evaluaron los posibles mecanismos evolutivos de diferenciaciéon genética entre
y dentro de las razas en estudio. Ambas razas presentan un exceso de homocigotas que
se pone mas aun de manifiesto cuando se analizan en forma conjunta, hecho que podria

deberse a la deriva génica y la endogamia.

Desde el punto de vista del origen histérico, las evidencias disponibles establecen
que los caballos evolucionaron en América. Los equidae se extinguieron hace 10000
anos. Mas tarde fueron reintroducidos por los conquistadores, existiendo diferentes
criterios a cerca de esto. A este respecto en el presente trabajo se establecié una mayor
relacion, de las razas estudiadas, con los caballos Bereberes (BE) y los ponies

espanoles Asturcones (AS), que con los Pura raza espafola (PRE).
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Por ultimo se determinaron los valores de Poder de exclusion (PE) de cada
sistema en particular y en conjunto para cada raza, con el fin de establecer parametros
para pruebas de identidad y filiacion. Los sistemas de microsatélites resultaron mas

eficaces que los polimorfismos bioquimicos
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1) INTRODUCCION
I.1) Generalidades

La genética de poblaciones tiene por objeto investigar las leyes que gobiernan la
estructura genética de las mismas, a través de las leyes mendelianas y otros principios
genéticos; esto incluye el estudio de la variacidn genética dentro y entre especies para
tratar de entender el proceso resultante de los cambios evolutivos a través del tiempo.

La existencia de variabilidad genética es una condicién necesaria para
evolucionar. De la observacion de la naturaleza se constata que los seres vivos varian
tanto entre especies como también dentro de ellas. Mientras que la variabilidad
interespecifica es el tema central de estudio de la evolucidon, la variabilidad intra
especifica es tratada por la genética de poblaciones.

No es posible separar completamente estas dos areas ya que en realidad ambas
forman parte de una concepcién global del proceso evolutivo. A través del desarrollo de la
genética de poblaciones es posible clarificar las leyes que gobiernan los mecanismos de
la evolucidén, que esta dada, basicamente, por el cambio de las frecuencias génicas.

La historia de la genética de poblaciones esta intimamente ligada al desarrollo de
las ideas evolutivas en biologia. En un principio, esta variabilidad se estudiaba solo a
nivel fenotipico; el desarrollo de los métodos moleculares ha permitido detectar
variabilidad genética en el acido desoxirribonucleico (ADN), corroborando que existe
suficiente variabilidad para que las poblaciones puedan evolucionar. A pesar de esto, no
es posible afirmar que toda esta variacion tenga valor adaptativo. La medida de la
variabilidad tiene un interés en si misma, independientemente de su valor adaptativo, ya
que su cuantificacion inter e intra poblacional y, el seguimiento generacional de las
variantes permite describir la historia, hecho fundamental para entender la dinamica
evolutiva de las especies. Como en el caso de la especie humana, la diversidad entre
poblaciones ha sido utilizada para investigar su historia evolutiva (75). Las poblaciones
aisladas generalmente desarrollan variantes genéticas distintivas, que pueden
transmitirse a otras poblaciones sélo cuando hay movimiento de individuos entre
poblaciones.

Distintas teorias han tratado de explicar la variabilidad:

La teoria de la evolucién de Darwin constituye un ejemplo de abordar el fenomeno
de la variabilidad en forma global. La idea simplificada darwinista de la evolucion seria la
descendencia con modificaciones de las distintas ramas o linajes de los seres vivos. La
herencia (descendencia) y la variabilidad (modificacién) son los dos pilares sobre los que

descansa el mecanismo evolutivo. En el otro extremo se ubica la teoria neutralista de
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Kimura (70), que sostiene que los cambios pueden ser tan frecuentes que la mayoria de
ellos son selectivamente neutros.

Por otro lado el término diversidad genética aparece con mucha frecuencia en el
contexto de conservacién de recursos genéticos. Se acepta que la tasa de evolucién en
poblaciones naturales estd limitada por la cantidad de variabilidad genética (Teorema
Fundamental de la Seleccién Natural de Fisher) (45). Por lo tanto, los programas de
gestion de recursos genéticos se dedican al mantenimiento de la variabilidad. Las
poblaciones de animales domésticos autéctonos constituyen una fuente de biodiversidad,
resultando de sumo interés conocer la estructura genética de dichas razas, ya que éstas
estdan adaptadas a diferentes condiciones de cria, clima, geografia y, por ende,

constituyen una fuente de variacion para el mantenimiento de la biodiversidad.

1.2) LA VARIABILIDAD GENETICA: ORIGEN Y DETECCION

La variabilidad en los individuos puede estar dada por los siguientes mecanismos:
e Cambios puntuales
¢ Reordenamiento del ADN.

* Reestructuraciéon cromosomica (inversion, translocacion, delecién, duplicacion)
e Multiplicacion de cromosomas completos (euploidia, aneuploidia)

¢ Recombinacion.

En las poblaciones:

e Migracion, seleccion, consanguinidad y deriva génica.

En la formacién de las razas participarian en mayor medida los mecanismos de
mutacion génica y migracion, por un lado; seleccion, consanguinidad y deriva, por otro.
En el primero de los casos, la variabilidad poblacional aumentaria y en el segundo
disminuiria. De existir un equilibrio entre estas fuerzas, obtendriamos un equilibrio de las
frecuencias génicas y genotipicas Dicho equilibrio se puede estimar a través del calculo
del equilibrio de Hardy- Weinberg, (G.H. Hardy, un matematico inglés, y W. Weinberg, un
médico aleman), publicaron simultaneamente en 1908, un modelo matematico que
demostraba que, bajo ciertas condiciones, las frecuencias génicas y genotipicas se
mantienen constantes de una generacion a la siguiente. Los factores que afectan el
equilibrio génico serian: una base fundadora estrecha, poblaciones pequefas y aisladas,
la practica de una intensa endocria y la existencia de un periodo de disminucién del

tamafo de la poblacidn (cuello de botella). Cualquiera fuera el motivo de la disminucién
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de la variacion en una poblacién, traeria aparejado una pérdida de la posibilidad de

adaptacion a los cambios que pudieran presentarse.
1.3) VARIABILIDAD A DISTINTOS NIVELES

La deteccion de variabilidad a nivel externo (fenotipo) se basa en observaciones
relativamente sencillas. Sin embargo, al estar altamente influida por el ambiente requiere
de métodos estadisticos elaborados para interpretar los datos correctamente. En general,
este tipo de caracteres muestra una distincion gradual entre sus estados y por ello se
denominan caracteres cuantitativos. Estos resultan de la adaptacién al medio, por lo
tanto, presentan una gran presién de seleccion. Ademas, la variabilidad genotipica que
determina rasgos diferenciales de raza estan condicionados solo por unos pocos genes,
por consiguiente un estudio de distancias entre poblaciones utilizando este tipo de
marcadores estaria sobrestimado (21).

Los marcadores genéticos son caracteristicas moleculares heredables,
polimérficos y facilmente detectable:existiendo tanto en la secuencia de ADN codificante
(clasicos: polimorfismos bioquimicos y grupos sanguineos); como en la no codificante
(marcadores moleculares). El desarrollo de estos permitid medir la variabilidad genética
en forma directa, estableciendo frecuencias diferentes en distintas poblaciones de una

misma especie (75).
1.4) USOS DE LOS MARCADORES GENETICOS

Anteriormente al uso de los marcadores genéticos, la identificacidn de un individuo
solo podia hacerse mediante el empleo de descripciones fenotipicas, a través del uso de
siluetas de la cabeza y del individuo vistas de frente y de perfil, que se utilizaban para
marcar remolinos, marcas, manchas, etc. Estos criterios son subjetivos, ambiguos,
escasamente informativos y de herencia escasamente conocida, dados por la accién de
muchos genes actuando simultaneamente. Por esta razén, se han desarrollado métodos
de identificacion a partir de marcadores genéticos. Para poder ser utilizados estos
marcadores deben cumplir una serie de premisas:

e Ser loci correspondientes a caracteres cualitativos.
¢ No deben estar influenciados por el ambiente.
e Poseer herencia mendeliana sencilla.

e Estar presentes en el individuo en el momento del nacimiento.
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e El analisis de los mismos no debe conllevar riesgo para el animal.
e Serinformativos.
* La metodologia debe ser repetible y debe estar estandarizada.

La determinacién de los polimorfismos bioquimicos y los marcadores moleculares
ha sido utilizada para estudiar la variabilidad genética en numerosas razas equinas (97,
43, 98, 83, 100, 134, 38, 68, 4). Con lo cual ha sido posible trazar un perfil genético de
cada una de ellas, asi como determinar relaciones de ancestralidad (17, 18, 19, 32, 20,
21, 38, 28, 12).

Por otra parte, con el desarrollo del mapa genético equino (1°" Workshop
Internacional de Mapeo Genético en Equinos; Lexington, Kentucky, 1995), posiblemente
aparezcan marcadores asociados a patologias asi como también a caracteres deseables.

Internacionalmente la busqueda de marcadores genéticos para mejoramiento
animal ha cobrado particular importancia en los Gltimos tiempos. La bisqueda no sélo se
orienta a las mejoras productivas sino también a otros aspectos importantes, tales como
andlisis de la variabilidad entre razas, asociacion con caracteres de produccion,
resistencia a enfermedades y conocimiento de la constitucion genémica. (Comunidad
Econémica Europea -Pig Map; en los Estados Unidos -National Animal Genome

Research Program).

1.5) HISTORIA DEL POLIMORFISMO

Antes del descubrimiento de los marcadores genéticos ubicados en regiones no
codificantes del genoma, el término polimérfico se aplicaba a las manifestaciones
fenotipicas de los genes codificantes. Con el descubrimiento de regiones variables no
codificantes, el término se extendié a estos nuevos marcadores.

Existen numerosas definiciones para los polimorfismos genéticos; a saber:

Segun Cavalli-Sforza y Bodmer (30), los polimorfismos genéticos son la existencia en la
misma poblacién de dos o mas alelos de un locus, cada uno con una frecuencia
apreciable. Segun Ford (48) el polimorfismo es la presencia simultanea de dos o més
formas discontinuas en una especie, de manera tal que la menos frecuente de ellas no
puede ser mantenida unicamente por mutacién. Lucotte (79) define un locus como
polimorfico cuando la frecuencia del alelo mas comun es igual o inferior a 0,99, siendo
esto dependiente de los valores muestrales. Una definicién mas actual es la presencia de
formas discretas y diferentes de un gen o caracter (mendeliano) con al menos dos

fenotipos, ninguno de ellos con una frecuencia menor al 1% (125).
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El primer estudio de polimorfismo genético fue realizado por Landsteiner (73)
quien describié la variabilidad presente en grupos sanguineos humanos. De esta
manera, por primera vez, fue posible agrupar a los individuos en base a un criterio
objetivo a través del uso de marcadores genéticos. Si nos referimos a los polimorfismos
determinados a través de técnicas bioquimicas podemos considerar que las estimaciones
de la variacion genética de las poblaciones estdn basadas en las evaluaciones de la
heterogeneidad de los productos de los genes estructurales, tales como enzimas y otras
proteinas. Estos analisis estan basados en el empleo de la electroforesis sobre geles de
distintos medios soportes (celulosa, almidén, poliacrilamida). Combinando la
electroforesis con métodos de tincién histoquimicos, Hunter y Market (59) desarrollaron la
técnica del zimograma para identificar enzimas en extractos de tejidos.

Los estudios de la variacién individual se extendieron a estudios de tipo
poblacional con los que se puede medir consanguinidad, distancias genéticas entre
poblaciones, relacion de los marcadores genéticos con caracteres de importancia
econdmica, etc. (18, 19, 97, 136, 126, 110). Estas técnicas hicieron surgir estudios
tedricos y, en conjunto, llevaron a la formulaciéon de la teoria neutral de la evolucién
molecular (69). Luego surgié el concepto de reloj molecular (139) que propone que las
secuencias proteicas y de ADN evolucionarian estocasticamente con una tasa constante
a lo largo del tiempo. Por lo tanto, es posible ubicar temporalmente eventos evolutivos

correlacionando la distancia genética con el tiempo.

|.5.a) El Polimorfismo Proteico

El polimorfismo proteico 6 bioquimico comprende un conjunto de variantes
proteicas enzimaticas y no enzimaticas que se identifican por medio de la electroforesis.
La electroforesis utiliza la corriente eléctrica para separar las moléculas embebidas en un
medio de soporte como geles de almidoén, agarosa 6 poliacrilamida. Las proteinas son
moléculas con carga positiva o negativa lo cual le confiere capacidad de migracién
cuando son sometidas a un campo eléctrico. Las proteinas a pH alcalino presentan carga
propia negativa por lo que migran del anodo al catodo (62). Detecta proteinas séricas y
eritrocitarias es una técnica directa que permite la visualizacion de los productos de los
genes en un gel. La interpretacién es sencilla ya que la proteina presenta tantas bandas
(electromorfos) como alelos posea: una si es homocigota y dos si es heterocigota, dado
que cada alelo dirige la sintesis de una cadena. Las proteinas son codificadas por genes
estructurales y cada variante electroforética de una proteina es un alelo de ese gen. Por
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lo tanto, los alelos son codominantes, permitiendo establecer el genotipo a partir del

fenotipo (21).
I.5.a.1) El Polimorfismo Proteico En Equinos

La Sociedad Internacional de Genética Animal, (/nternational Society of Animal
Genetics, ISAG), reconoce 16 sistemas de polimorfismos proteicos en equinos, pero no
todos son utilizados ya que presentan diferentes requerimientos técnicos. En equinos de
la raza Criolla Argentina, el empleo de estos marcadores ha permitido iniciar su
caracterizacion, que evidencié un alto grado de variabilidad (100) y permitié establecer

relaciones genéticas con razas ancestrales (101).

Albumina (Al)

La Al es una proteina globular con un PM de 66.000 daltons y es la principal
componente del suero. Cumple diversas funciones tales como: mantenimiento de la
presién osmotica y transporte de iones y hormonas. Es una de las méas abundantes,
constituyendo el 35-50% de las proteinas plasmaticas. Es sintetizada en el higado y
catabolizada por varios tejidos

Fue descripta en equinos, presentando inicialmente tres fenotipos determinados
por dos alelos: A (anddico) y B (catddico). Actualmente, se reconocen tres variantes
alélicas, las ya mencionadas y la variante |. El gen que la codifica se encuentra ubicado

en el grupo Il de ligamiento equino (66).

A1b glicoproteina (A1B 6 Xk)

Es una a-globulina que migra al frente de las globulinas (67). Presenta tres alelos
codominantes, F, Ky S. Que pueden ser detectados en geles de poliacrialamida (66).

Braend describio el polimorfismo de este sistema en equinos en 1970 (23). Este
sistema se llam¢ post-albumina hasta que Bowling (17) determinaron que con Ia técnica
de inmunobloting usando antisuero humano a1b-glicoproteina era idéntico a la Xk. El gen
que codifica para A1B esta localizado en el grupo de ligamiento IV en el cromosoma 10
(138).

Carboxilesterasa (Es)
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Corresponde a un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en los tejidos y con
un gran espectro de especificidad. Esta es una enzima que cataliza la reaccién ester
carboxilico + agua, dando alcohol y carboxilato. Existen evidencias de que esta enzima
seria una proteina inhibidora de proteasas y que la actividad esterasica seria una
actividad residual de la proteasa unida a ella (84).

Las caracteristicas fisicoquimicas de algunas esterasas equinas fueron estudiadas
por Kingsbury y Masters (71) que encontraron dos formas moleculares: una grande de
165.000 unidades de peso molecular y otra pequefia que tiene la mitad de ese peso
molecular probablemente monémeros de la primera. Gahne (50) estudié las Es en geles
de almidén detectando tres alelos: F (rapida),l (intermedia) y S (lenta). Se describié un
alelo silencioso que al ser puesto de manifiesto por inmunofluorescencia reveld vestigios

de la enzima indicando baja actividad de la misma (46).
Transferrina (Tf)

La transferrina es una glicoproteina que transporta iones de hierro en el plasma
(62). Su polimorfismo fue descripto por primera vez en equinos por Braend y Stormont
(23) en geles de almidon. Identificaron cinco alelos: D, F, H, O y R. Cuando se cambio la
solucion tampén a pH 6,6 los alelos O y R comenzaron a migrar mas lentamente que los
restantes, y aparecié una segunda banda después de F1 denominada F2. Los demas
alelos fueron obtenidos con los geles de poliacrilamida, que hicieron posible identificar
dos bandas H: H1 y H2 (9). El alelo J se describié en la raza Andaluza (3). Actualmente,
son detectados 13 alelos: D, D2, E, F1, F2, F3, G, H, H2, J, M, O y R por lo que resulta

uno de los sistemas proteicos mas polimorficos (18).
1.5.b) El Polimorfismo Molecular

El ADN es la fuente primaria de variacion y cualquier mutacion a este nivel puede
ser puesta de manifiesto mediante técnicas moleculares, utilizadas para evidenciar
polimorfismos, tanto de las secuencias codificantes (56 a 10% del genoma) como no
codificantes (90 a 95 % del genoma). Estas ultimas comprenden &cido desoxiribonucleico
(ADN) de copia unica, ADN heterodisperso y ADN repetido en tandem (ADN satélite,

teldmeros, minisatélites y microsatélites).
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La primera técnica para identificacion de diferencias a nivel del ADN se desarrollé
en la década del 60 y fue la de hibridacion ADN-ADN. Se basa en las propiedades de
reasociacion de las cadenas simples de ADN y se aplicé a estudios taxondémicos y de
evolucion molecular (120).

En la década del °70, surgieron las técnicas de determinacion de las secuencias
de ADN (85, 114).

Las técnicas de analisis del ADN por marcadores moleculares en la década de los
’80, permitieron grandes avances en cartografia y caracterizacion de un gran nimero de
genomas (49, 11, 8).

Entre las mismas puede citarse en primer lugar, a el descubrimiento de las
enzimas de restriccién (proteinas bacterianas que digieren el ADN de doble cadena al
reconocer una determinada secuencia) (86). El empleo de las mismas dio origen al
estudio de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP) y a otra
técnica denominada Southern blot que consiste en la deteccion de sitios de restriccion
(presencia ¢ ausencia) mediante la utilizacién de una sonda (13, 55).

En segundo lugar, 1985, el desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) simplifico los estudios moleculares (89). Se basa en la amplificacion in vitro de
una secuencia determinada de ADN, limitada por un par de cebadores u oligonucleétidos
especificos, mediante la utilizacién de una polimerasa termoestable (Taq polimerasa).
Con ella fue posible el desarrollo de una gran variedad de técnicas para aplicar a distintas
situaciones(106): la Artificial create restriction site (PCR-ACRS) consiste en la creacion
de sitios de restriccion artificiales para la deteccion de variantes alélicas; Allele specific
ologonucleotide (PCR-ASO) se basa en la amplificacién de una regién polimdrfica y su
posterior hibridaciéon con sondas especificas ; Specific sequence primer (PCR-SSP)
basada en la utilizacion de un cebador general y otro especifico para cada uno de los
alelos del locus en estudio; Single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) se
utiliza para detectar mutaciones puntuales en base a las diferencias en la conformacién
de cadenas simples; Random amplified polymorphic ADN (PCR-RAPD) se basa en la
amplificacion al azar de fragmentos de ADN mediante la utilizacién de oligonucleétidos de
pequeno tamafio en condiciones de hibridacion relajadas (106).

A partir de la identificacién de secuencias repetidas fue posible desarrollar sondas
capaces de hibridar con ellas. Estas secuencias estan caracterizadas por tener un motivo
que se repite un numero determinado de veces. Entre ellas estan las secuencias

denominadas minisatélites que poseen una longitud de 0,1 a 2 Kb y el motivo va de 9-
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24pb. El uso de sondas correspondientes a secuencias de este tipo posibilité el desarrollo

de la técnica “fingerprinting” (64).

I.5.c) Ventajas De La Tipificacion Por Marcadores Moleculares Sobre Los Clasicos

El ADN es un material biolégico muy estable que posee la caracteristica de
presentar una secuencia Unica para cada individuo. En consecuencia, la variabilidad
individual puede ser enorme. Ademas se puede obtener de diversos materiales biolégicos

como sangre, semen, pelos, saliva, restos cadavéricos, huesos, etc.

1.5.d) ADN mitocondrial (ADNmt)

Las mitocondrias son organelas que se encuentran en el citoplasma de la células
aerdbicas e intervienen en el mecanismo de respiracion celular: Estas organelas
contienen en su interior un nimero variable de moléculas de ADN propio denominado
ADN mitocondrial (ADNmt). EI ADNmt es circular, haploide, monoclonal y carece de
recombinaciones, segregandose de madre a hijo en forma directa. En forma similar con lo
que sucede en el cromosoma Y en los varones, la peculiaridad hereditaria del ADN mt lo
hace util para estudios de relacidon materno-filial.

En base a la secuencia completa del genoma mitocondrial en humanos, se
describié una regién como el bucle D (D-Loop), donde existen dos dominios altamente
polimérficos debido a sustituciones de nucledtidos en diversas posiciones a lo largo de
una secuencia conservada. Gracias al polimorfismo alli existente, dichas secuencias se
utilizan como marcadores polimérficos. Otra caracteristica del ADNmt es el gran numero
de copias (de 2 a 10 en el hombre), lo cual facilita el procesado de la muestra en aquellas
que estan muy degradadas.

El andlisis del ADNmt se realiza por comparacién de secuencias con diferentes
métodos: RFLP, SSCP, sondas ASO vy secuenciacioén (132).

I.5.e) Nuevas Metodologias
I.5.e.1) Polimorfismo De Nucleétido Simple (SNP)

El polimorfismo de un nucledtido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) es un
pequefio cambio genético 6 variacion de un nucleétido que puede ocurrir en la secuencia
de ADN de un organismo. En general, se hallan fuera de las zonas codificantes, por lo
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que no producen cambios fisicos en los individuos, salvo aquellos cambios que estan
involucrados en el desarrollo de algunas patologias, 0 que puedan intervenir en la
respuesta a determinado farmaco 6 a regimenes. Con el progreso de las técnicas
empleadas, se ha llegado a comparar regiones seleccionadas del ADN de mudiltiples
individuos que comparten un rasgo en comun. En cada test, el resultado muestra una
diferencia fisica en las muestras de ADN donde se detecta un SNP. En no mucho tiempo,
los clinicos podran evaluar a sus pacientes para la susceptibilidad a una enfermedad,
analizando sus ADN en la busqueda de determinados patrones de SNP. También, es
potencial el uso de SNP’s para el estudio de la respuesta a las drogas y la

individualizacion de la medicina (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

I.5.e.2) ESTs (Expressed Sequense Tags)

Son pequenas piezas de ADN de 200 a 500 nucledtidos de largo que son
generadas por la secuenciacién de uno o ambos extremos de un gen expresado en
células, tejidos y o6rganos de diferentes organismos. Se usan para detectar los genes en
los cromosomas por hibridaciéon. Son herramientas muy poderosas para el estudio de
enfermedades hereditarias. Asi por ejemplo se han conseguido aislar algunos genes
relacionados con la enfermedad de Alzheimer y el cancer de colon

(http://www.ncbi.nim.nih.gov).

I.5.e.3) Microarrays

Los microarrays son pequenos soportes sélidos donde las secuencias de
diferentes genes (ADN 6 ADNc) son inmovilizados en localizaciones fijas. En general se
usa como soporte un portaobjeto, chips siliconados 6 membranas de nylon. Al cual se lo
expone a una mezcla de hibridacion que contiene ADNc de ARNm expresados por la
célula, por lo tanto se lo utiliza para analizar expresion génica. Su importancia radica que
en un pequefio espacio se analizan un gran numero de genes

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

I.5.d) Microsatélites (Short Tandem Repeats, STR’s)

Los microsatélites (STR’s) son secuencias de bases en el ADN que se repiten en

tandem. Dichas secuencias pueden ser di -tri - 6 tetranucleotidicas. Frecuentemente son
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del tipo CA/GT y estan representadas muchas veces en diferentes lugares (loci) del
genoma de los mamiferos. El numero de repeticiones posee herencia mendeliana.

Son muy polimédrficos y, en general, presentan numerosos alelos por locus.
Poseen bajos indices de mutacién (10 - 10 %/ generacién). Hay entre 50-100.000 loci
estudiados hasta hoy, en diferentes especies. Son muy informativos para el analisis de
flujo génico e hibridacion (111). En equinos han sido descriptos hasta la actualidad 628
microsatélites, (43, 129, 24, 83, 10, 7, 25, 131, 53, 76, 77, 108, 12, 128) . De los cuales,
489 se conoce su ubicacién en el genoma (123, 52, 118, 74, 53, 77). Se han determinado
grupos sinténicos utilizando microsatélites en numerosos heterohibridomas (7). Los
microsatélites son marcadores tipo Il y los genes tipo I. Comparando el mapa que se
elabora con marcadores del tipo Il el cual progresa rapidamente, el mapa equino con
marcadores del tipo | se encuentra en un estadio muy primitivo (51).

Aunque en el genoma equino no se ha caracterizado tan exhaustivamente como
en el de otras especies de animales domésticos (bovino, ovino, cerdo, aves de corral), un
estudio a través del uso de células somaticas hibridas permitié asignar 240 marcadores
tipo Il (7).

El analisis de microsatélites se ha utilizado en el mapeo de genomas de
numerosas especies, como por ejemplo en ratones, donde se han detectado 300
microsatélites que cubren aproximadamente el 99% del genoma con una separacion
promedio de 4,3 cM (centimorgans) (40). En ratas se han descripto 100 marcadores con
su localizaciéon cromosémica (116). En ambos casos algunos de ellos se han asociado a
con enfermedades tales como hipertensiéon (58, 61) y autoinmunidad de tipo | (126).
Incluso se han utilizado en material de museo piel de un ave de 130 afios de antigiiedad
(42).

En produccién animal, los microsatélites han sido utilizados en bovinos para
estudios poblacionales (5), en mapas de ligamiento en ganado vacuno (11; 8), en
asociacién con loci de caracteres cuantitativos (QTL) (106), en conservacion, etc. Desde
su descubrimiento, se han convertido en los marcadores moleculares de eleccién, ya sea
tanto para verificacion de parentesco y fendmenos de ligamiento, como para el analisis
de la constitucién del genoma.

El genoma humano, en general, contiene un STR tri 6 tetramérico cada 20 Kb y
casi la mitad de los STR’s estudiados son polimérficos en cuanto al nimero de
repeticiones que contienen. En el cromosoma X, estos mismos STR’s se encuentran
cada 300 a 500 kb (41). Han sido utilizados para estudios de evolucion y estructura

genética de poblaciones humanas (29).
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En el presente estudio fueron utilizados ocho microsatélites equinos: HMS6,
HMS7, AHT4, HTG6, HMS2, AHT5, HTG4 y ASB2. Todos son dinucleotidicos y
pertenecen al conjunto de marcadores recomendados por la ISAG para identificacién de
equinos. Por estudios realizados en una gran cantidad de muestras de equinos (21) fue
posible determinar que los eventos de mutacién son raros en estos microsatélites y
estarian dados por fenémenos de slipagge durante la replicaciéon cromosémica (80). Asi,
en el sistema AHT4 se reporté una tasa de entre 0,01-0,02% por generacién, similar a lo
reportado en ratones 10* y humanos (4,5x10), (72). Un valor <0,2% de mutacion
puede ser aceptable, (http://www.aabb.org).Por lo tanto, los valores observados en los
microsatélites equinos son aceptables para chequear filiaciones

Para explicar la variacion observada en los microsatélites, la genética de
poblaciones ha propuesto dos modelos que se ajustan, en diferente grado, a los cambios
mutacionales producidos en ellos. El modelo de los alelos infinitos (Infinite Allele Model,
IAM) explica la variacion genética observada como surgida a partir de mutaciones
puntuales (95). De esta forma, el numero de alelos por locus seria enorme, ya que cada
nucledtido que compone un gen podria mutar en alguna de las 4 bases nitrogenadas
(componentes del ADN). Cada variante mutada tendria igual probabilidad de surgir,
dando infinidad de alelos posibles siendo poco probable que un alelo mute para originar
otro ya existente en la poblacion. La distribucion de frecuencias alélicas para loci que
codifican proteinas, suele ajustarse a este modelo. Este marco teérico condujo luego a
Kimura (1983) (70) a desarrollar la teoria de evolucién neutral.

El modelo de mutacién por pasos (Stepwise Mutation Model, SMM), (94) fue
introducido como teoria alternativa para explicar la variacién observada. A través de la
electroforesis, se observé que las distribuciones alélicas de ciertos loci presentaban un
alelo mas frecuente con movilidad intermedia y varios alelos menos frecuentes
distribuidos simétricamente a los lados del alelo modal. Esto sugiri6 un modelo de
mutacién que agrega o sustrae una sola unidad al alelo original con igual probabilidad. En
loci del tipo microsatélite se asume que los alelos de tamafio semejante son menos
diferentes entre si, en términos de pasos mutacionales. Pero, también propone que no
existen limitaciones para el tamafio de los alelos. Sin embargo, los alelos se acotan entre
5 y 50 repeticiones. Esto estaria dado como consecuencia de la regulacion de cambios
de repeticiones. Las mutaciones que conducen a una expansion alélica se producen a
una tasa constante para todos los alelos de un microsatélite. Por otra parte las

mutaciones que producen una contracciéon 6 disminucion en el ndmero de repeticiones
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aumentan su tasa exponencialmente con la longitud del alelo (141). En general, la
distribucion de alelos de los microsatélites se adapta al modelo SMM (119; 121; 41).

La aceptacion tedrica de los microsatélites como herramientas para el estudio de
variabilidad y evolucién, ha significado que numerosos investigadores los apliquen en
varias especies. Aunque la mayoria de los estudios se llevaron a cabo en humanos, no
obstante también se realizaron en especies como bovinos, ovinos, chimpancés, tortugas

marinas, lobos, osos polares y abejas (80).

IV) IMPORTANCIA DE ESTE TIPO DE ESTUDIO EN EQUINOS ARGENTINOS.

La importancia del estudio de razas autéctonas desde el punto de vista de los
marcadores genéticos ha sido puesta de manifiesto por el programa mundial para la
ordenacion de recursos genéticos implementado por la FAO. Dentro de dicho programa
esta el Proyecto Mundial de Investigacion para la Determinacion de la Diversidad de los
Animales Domésticos (MoDAD), que emplea técnicas moleculares (microsatélites) para
establecer el alcance de la diversidad cuantificando la distancia genética entre distintas
razas, sobre la base de las diferencias de sus composiciones genéticas.

Este programa esta dirigido, principalmente, a especies en peligro de extincién y a
conservar aquellas especies o razas autoctonas adaptadas a diferentes condiciones
ambientales. Algunas poseen una elevada variabilidad genética, resultando de interés
como fuente de variacion y mejora futuras.

El estudio mediante marcadores genéticos de razas equinas criadas en nuestro
pais, permite conocer su estructura, asi como también establecer relaciones entre ellas
(distancias genéticas) y con las mismas razas en otros paises, corroborando los datos
histéricos del origen de cada una de ellas.

Por otra parte, la importancia en el mercado ganadero argentino de los caballos es
gravitante. Segun datos de 1980, en nuestro pais existen 2.050.000 cabezas de ganado
equino. En 1995, se produjeron 18.000 nacimientos considerando sélo los animales
inscriptos en diferentes asociaciones. En el mismo afo ingresaron $25.000.000 en
concepto de exportaciones de caballos de tipo deportivo. Asimismo, en exportacion de
carne equina se alcanzaron $66.000.000. (20™° Congreso Argentino AAPA, 1996).

El estudio de las razas Paso Peruano Argentino (PPA) y Criollo Argentino (CA)
radica en que son autdctonas muy difundidas y utilizadas con multiples propésitos en dos
zonas muy distintas de nuestro pais. La primera, basicamente en la zona del NOA, se

adapta perfectamente a las condiciones de clima y terreno caracteristico de esa region.
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Los CA, ampliamente difundidos por todo el pais, poseen caracteristicas de cria Unicas
dada su rusticidad. En este estudio en particular, la muestra fue tomada en dos
poblaciones de la provincia de Buenos Aires (Chascomus y Coronel Vidal). En los
caballos criollos se hace una seleccién orientada a un tipo de caballo funcional para
multiples tareas, ademas de la seleccion de tipo morfoldgica, lo cual involucra
condiciones de caracter, docilidad, resistencia y agilidad determinadas. Los caballos de
Paso Peruano Argentino se seleccionan basicamente por la capacidad de amblar (andar
con la pata y mano del mismo lado en forma simultanea). La presencia del término en los
movimientos de las manos fija un objetivo netamente funcional, unico y preciso de
seleccion.

Por lo expuesto, es esencial comenzar el desarrollo de estudios de caracterizacién
poblacional en dichas razas, para tener una idea inicial con respecto a su acervo génico.
Ademas, debido a los diferentes objetivos de cria fijados, se espera encontrar diferencias
genéticas entre las mismas.

Las referencias bibliograficas establecen que los caballos evolucionaron en
América y luego, no se sabe con precision el motivo, desaparecieron y fueron
reintroducidos por los conquistadores, estableciéndose centros de cria. Existen diferentes
criterios sobre el tipo de caballo introducido por los conquistadores. En el presente trabajo
se pretende establecer cudl de dichas posturas resulta mas aceptable a partir de las
relaciones que surjan entre las razas estudiadas y otras relacionadas histéricamente.

Los marcadores analizados son los polimorfismos bioquimicos (Al, Xk, Es y Tf) y
los microsatélites (AHT4, AHT5, HTG4, HTG6, HMS2, HMS6, HMS7 y ASB2). Los
primeros pertenecen a genes estructurales y por lo tanto, sus niveles de polimorfismos
son limitados. Por otra parte, los microsatélites son marcadores del ADN y pertenecen a
regiones no codificantes del genoma por lo que sus niveles de variacion son muy
elevados. Es de esperar que los niveles de discriminacién, tanto a escala poblacional
(arboles filogenéticos) como los poderes de exclusion sean mayores en los

microsatélites.

Ill) ANTECEDENTES EN EL ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS EN
RAZAS EQUINAS LATINOAMERICANAS.

Hay antecedentes en el estudio de microsatélites en caballos de Cuarto de Milla
brasileros, en la tesina de maestria de Sanches do Amaral Gurgel (112).Como

antecedentes de estudios de polimorfismos en razas equinas autdctonas
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latinoamericanas podemos citar la caracterizacién de los equinos de raza criolla
Argentina mediante polimorfismos bioquimicos de Peral Garcia (99); Y el estudio de
caballos de la raza criolla brasilera mediante polimorfismos bioquimicos y grupos
sanguineos (133). También, estudios mediante polimorfismos del ADN para la

caracterizacion de caballos criollos del Uruguay, a través de los microsatélites (68).
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IV) HISTORIA DEL CABALLO

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Mammalia

Orden: Perissodactyla

Familia: Equidae

Género: Equus

Especie: caballus

Clasificacion zoolégica del equino.

IV.1) Familia Equidae

Esta familia posee un género con ocho especies. Las incluidas en el género son
Equus asinus (Ass), Equus burchelli (Burchell’'s o Plains Zebra), Equus caballus (caballo
doméstico), Equus caballus przewalskii (caballos salvajes przewalskii o caballos salvajes
de Mongolia), Equus grevyi (zebra Grevy’s), Equus quagga (quagga), Equus zebra (zebra
de la montafa), Equus hemionus (onagers de Asia).

Los équidos domésticos se hallan distribuidos por todo el mundo, los salvajes en
el este de Africa y este de Mongolia. Habitan todo tipo de terrenos desde praderas hasta
desiertos. Los équidos son en general animales de craneo grueso y cuerpo redondeado.
Poseen abundante pelo, siendo el largo del mismo muy variable. La mayoria de las
especies tienen crines en el cuello. Algunos son veloces corredores por lo que poseen
patas largas con un solo dedo funcional. Los mismos caminan con las puntas de sus pies
(ungulados). En la mano, el radio y cubito se encuentran unidos, y este ultimo es muy
reducido por lo que todo el peso recae sobre el radio. En la pata, la tibia soporta el peso y
el peroné esta reducido y fusionado con la tibia. Los équidos salvajes son animales
grandes con un peso que varia entre 200-500 kg. Sus descendientes domésticos son
mas variables, con pesos que van de 140 a 1000kg.

Los équidos poseen una formula dentaria de 40-42 dientes, con la formula dental

3/3, 1/1, 3-4/3, 3/3. Los caninos son vestigiales o estan ausentes en las hembras. Las
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muelas poseen una estructura compleja. La edad de los équidos es estimada por el grado
de desgaste de los incisivos, pero la comida abrasiva puede jugar un rol muy importante
en la precision de este caiculo.

Las calaveras de los équidos son largas debido a que los huesos nasales son
largos, estrechos y proyectados hacia adelante. La orbita esta ubicada bien atras en la
calavera, detras de los dientes y los procesos post-orbitales son anchos. Las bullas
timpanicas son pequenfias.

Las hembras presentan celos varias veces en el afno durante la época calida. La
mayoria de las especies dan una cria cada dos afos luego de una gestacion de 11 a 13
meses. El destete ocurre a los 6-8 meses y las crias estan sexualmente maduras
alrededor de los dos afos de edad. Las posibilidades de vida van de 25 a 35 afos.

Todos los équidos son relativamente alertas, corredores y, generalmente, huyen
del peligro. También se defienden pateando y a veces mordiendo. Los équidos son
activos durante el dia y la noche pero principalmente durante el crepusculo. Son
herbivoros, la mayoria bebe agua a diario, aunque pueden soportar periodos sin beberla.

En libertad son poligamos y viven en grupos familiares ocupando amplios
territorios. La comunicacién de estados de animo y otras informaciones se llevan a cabo
con cambios en las posiciones de las orejas, boca y cola. También, poseen comunicacién
vocal a través del relincho en caballos y cebras.

Son numerosos los hallazgos de fésiles equinos; los que permitieron establecer el
cambio gradual evolutivo, fundamentalmente en dientes y miembros. El primer caballo,
Hyracotherium (=Eohippus), pertenecié al eoceno temprano y se supone derivé de un
condylarth. Era un caballo pequefio con dientes relativamente simples, cuadrados y un
pequeno metacarpal. Durante el oligoceno, el mioceno y el plioceno, los caballos
crecieron en tamano; sus dedos laterales, se acortaron y perdieron contacto con el suelo;
el cerebro crecid y los molares se volvieron mas complejos. El primer caballo que pastaba
fue el Merychippus, que vivio en el mioceno. Sus molares poseian unas fuertes y
desarrolladas superficies oclusales. Tres de los dedos de cada pata contactaban con el
suelo. El primer caballo que poseyd solo un dedo funcional, fue el Pliohippus, que existid
en el mioceno tardio. El género Equus aparecié durante el plioceno.

Los caballos se diseminaron y habitaron temporalmente praderas y estepas en
América del Norte, Asia, Africa y Europa. Norte América fue el centro de la evolucién
equina. Luego, desaparecieron por completo de América aproximadamente durante 8000
anos, para recién regresar con los conquistadores europeos hace quinientos afos atras.
(http://www.flmnh.ufl.edu/NATSCI/VERTPALEO/FHC/fhc.htm)


http://www.flmnh.ufl.edu/NATSCIA/ERTPALEO/FHC/fhc.htm
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IV.2) ORIGEN AMPLIAMENTE DISTRIBUIDO DE LA DOMESTICACION EQUINA

Segun A. Cabrera (26), las antiguas hipdtesis sobre un Unico centro primitivo de
domesticacion (Arabia, para algunos autores y Asia para otros), desde los cuales se
habria extendido el uso al resto del mundo, han sido descartadas. Ya que sostiene que
no es raro que dos o mas pueblos distintos hayan pensado en domesticar al caballo. Cita
un centro de domesticacion en Siberia sud-occidental unos 5000 anos antes de Cristo, y
ademas las pinturas rupestres prueban que existian caballos domésticos antes de
iniciarse la época neolitica en el sur de Espafia. Y un tercer centro en el norte de Africa,
en algun lugar de donde hoy es el Sahara, pero sin datos sobre la época de desarrollo. El
hecho es que, si bien la domesticacion se llevé a cabo en el viejo mundo, el desarrollo de
la especie se produjo en América, donde se extinguié mucho antes que el hombre llegase
a alcanzar un grado de cultura preciso como para domesticarlos.

Vila y colaboradores en el 2001 (132) publicaron un articulo sobre este tema en el

cual postulan que existen dos hipétesis alternativas acerca del origen de la domesticacion
equina, a partir de razas salvajes:
-Una dice que el origen de domesticacién fue en pocos lugares (restricta), que implicaria
una seleccion multigeneracional. La otra postula que la domesticacién se produjo en
muchos lugares, por lo tanto, los primeros caballos no representan un acervo genético
altamente modificado por la seleccién genética. Se desarrollé un estudio para probar cual
de estas teorias era cierta sobre la base del estudio del DNA mitocondrial (DNAmt) que
es ADN de herencia materna. Si la primera era la correcta la diversidad del DNAmt
estaria limitada a pocas lineas fundadoras y aquellas adicionadas por efecto de las
mutaciones. En cambio si la segunda era cierta, se esperaba una variacién mayor a las
encontradas en poblaciones salvajes.

Se encontré que las razas modernas equinas no formaban un grupo monofiiético
con respecto a sus progenitores salvajes, como se esperaria si provendrian de un grupo
fundador limitado. La falta de clades filogenéticamente soportados y la presencia de
numerosas lineas maternas, sugieren una masiva e inesperada retencién de lineas
maternas ancestrales indicando claramente la utilizacién de un gran nimero de caballos
salvajes como fundadores de las razas actuales del caballo doméstico.

Aunque el origen del caballo doméstico incluyé la incorporacion de numerosas
lineas maternas, el desarrollo de razas fenotipicamente distinguibles puede ser un

proceso distinto caracterizado por un ndmero limitado de animales fundacionales y
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cruzamientos restrictivos. Consistente con eso, el intercambio limitado entre razas
encontrd que los haplotipos difieren significativamente. Sin embargo, las secuencias
encontradas en las razas modernas y las razas antiguas nunca definen un grupo
monofilético, como seria de esperar si todas pertenecieran a un grupo fundacional
limitado en numero. Ademas, la diversidad genética dentro de las razas es alta, tanto en
las razas modernas como en las antiguas.

Ademas, se realizé un estudio con microsatélites sobre el mismo grupo de
animales, y revelaron marcadas divergencias entre las razas. Los individuos de la misma
raza se agrupaban en un mismo conjunto (cluster). Estos resultados demuestran que la
deriva génica materna ha dominado el intercambio genético entre razas, y que el tamafo
efectivo de la poblacion es mayor en hembras que en machos, lo que es consistente con
la practica comun actual de criar razas seleccionadas con un padrillo que se cruza con 15
a 20 yeguas.

Por registros fosiles, se sabe que los caballos salvajes estaban muy distribuidos
por la estepa de Eurasia, durante el paleolitico temprano (hace 35.000 a 10.000 afos);
pero en muchas regiones desaparecieron de los registros fésiles hace 10.000 afos. Se
encontraron numerosos restos en el sur de Ucrania y Kazakhstan de hace 6000 afios
atras, que por cierto desgaste de los dientes se sugiere que eran caballos que habian
sido montados. Al comienzo de la edad de hierro, los caballos salvajes comenzaron a
declinar y solo una probable poblacion salvaje de caballo de Przewalski se conserva hoy
en dia.

De acuerdo con los datos arqueoldgicos los animales salvajes capturados de
grandes areas geograficas eran usados como medio de transporte y alimento. Cuando
las poblaciones salvajes declinaron por la explotacibn o cambios ambientales, se
desarrollo la practica de la cria en cautiverio, permitiendo que numerosas lineas
ancestrales maternas estén integradas al pool genético del caballo doméstico actual.

Mirol y colaboradores (87), realizaron una investigacion sobre el caballo criollo
Argentino, Paso Peruano Argentino y su relacion con razas espafolas a través de la
porcion del D-loop del ADN mitocondrial. Establecieron que los caballos criollos
compartian dos haplotipos con los Paso Peruano Argentino y un haplotipo (el mas comun
en los CA) con los caballos andaluces, lo que indicaria una estrecha relacién entre
ambas razas. Sin embargo, los analisis filogenéticos no mostraron grupos monofiléticos.
Esto podria ser interpretado como una mezcla de ancestros de los caballos
sudamericanos en concordancia con las numerosas lineas matercales ancestrales en los

caballos modernos, citadas en el trabajo de Vila.
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IV.3) HISTORIA DEL CABALLO EN ESPANA

Existen diversas corrientes de opinién en cuanto a las caracteristicas del caballo

espafol del tiempo de la conquista:

e A. Cabrera (26) propone que en la época de la conquista de América (siglo XV) en
Espana terminaba el dominio de los moros, denominados genéricamente arabes por
su idioma, pero representados por grupos mahometanos que habitaban la berberia o
costa sur del Mediterraneo, formada por Marruecos, Argelia, Tunez y parte de Libia.
Desde el siglo VII, los moros trasladaron a la peninsula una parte muy considerable
de su cultura, que se manifesté claramente por el idioma, la arquitectura y en
costumbres que aun contindan vigentes, no solo en Espana sino también en América.
Dentro de ese aporte llegd a Espana el caballo berberisco, propio de la zona norte de
Africa. Segun diversos autores se incorporaron 300.000 ejemplares. Fruto de este
aporte, el caballo espanol se transformd, dandole uniformidad de tipo, excepto en el
norte de Espana, que resistié la invasion, donde se conservaron las jacas navarras,
asturianas, losinas y el caballo Asturcén.

Otra caracteristica de la invasidn mora (26) fue que los moros cabalgaban
caballos machos enteros facilitando la cruza con yeguas autdctonas. Ademas de los
caballos, los espanoles adoptaron caracteristicas de la equitaciéon, como cabalgar con los
estribos cortos, usar freno de alto puente, emplear barbada de aro de hierro, no castrar a
los caballos y no cabalgar en yeguas. Se establecié un centro de produccidon equina en
Andalucia y la ocupacion se extendié durante 780 anos.

La confusién de decir que los caballos espanoles tienen sangre arabe, surge del
hecho de llamar arabe a todo lo que pertenece al Islam. Pero los invasores eran
berberiscos y los caballos también.

Fruto de lo expuesto, el caballo espanol resultante de esa época era chico,
mesomorfo, cerca de la tierra, cabeza corta, perfil recto 6 convexo y hundido en los
nasales. No era deseable el perfil acarnerado. La caja amplia, pecho ancho, cuello
musculoso y corto, grupa redonda y en declive, cola insertada baja. Estas dos dltimas
caracteristicas son tipicas del caballo berberisco. Los colores de capa eran zaino,
doradillo, bayo cabos negros, colorado, overo y tobiano. En las pinturas de Tiziano,

Rubens y Clouet se observa este tipo de caballo.
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En consecuencia, los caballos de la conquista provenian de las planicies de
Cérdoba (Espana), ya que era un corto camino a Cadiz. Y también de Sevilla, San Lucar
y Puerta de Santa Maria; Los cuales eran los principales puertos de embarque para las
Indias (América). Por lo tanto, los caballos en Sud-América eran muy similares a los

caballos espafioles (26, 34).

Continua el mismo autor citando que el caballo espafiol de los siglos X a XVI era
usado como mejorador de razas. Este tipo de caballo se perdié actualmente en Espana
por los cruzamientos a los que fue sometido. Al comenzar el siglo XVIl, deseando
conseguir un caballo de gran talla para tirar carruajes, se usaron reproductores frisones y
daneses. Durante la dinastia Borbdn se trajeron caballos napolitanos. La invasién
francesa de 1808 acaba con lo poco que quedaba del caballo espanol, ya que los
franceses ordenaron castrar a los padrillos que quedaban en Andalucia. Todos estos
cruzamientos dieron origen al caballo andaluz moderno, de cabeza pesada, perfil
convexo y escaso fondo.

Por otro lado, en la centuria diecisiete el uso de caballos trotadores se incrementé.
Se comenzaron a construir caminos y a utilizar vehiculos tirados por caballos. Asimismo,
se iniciod la cria de ganado vacuno, para lo cual era mas util el caballo trotador que el de
paso. Simultdineamente se hicieron populares las carreras de caballo, otra actividad
vedada para los caballos de paso. Por lo que resulté que al principio del siglo era mas

popular el caballo de paso y hacia finales del mismo lo sucedio el caballo trotador.

Hasta mediados del siglo XVII en Espafia, se distinguian més que razas castas o
familias. Asi, al caballo de andar si su talla era por lo menos de 1,46 m se lo denominaba
palafrén, si estaba cerca de esa altura se lo denominaba hacanea. Y si era mas pequefo
haca 6 jaca (sinénimo de cob o pony inglés). A los caballos de trabajo que montaban los
campesinos se los denominaba rocines cuando tenian una buena talla y, cuartagos si

eran mas chicos (26).

o El historiador Altamirano (2) sostiene que en 1567 Felipe Il mandd a crear al caballo
de pura raza espanola, cruzando para ello los innumerables tipos de caballos
existentes, entonces, en Andalucia. La cabafa equina andaluza, en ese periodo
histérico, era muy variada: hacas, hacaneas, frisones, cuartagos, trotones,
asturcones, pottokas, gallegos, etc. La variedad de pueblos que invadieron, o con los
que comercid, lo que hoy es Andalucia (iberos, fenicios, griegos, cartagineses,

romanos, visigodos y arabes) induce a pensar que los caballos criados en esa tierra
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dificilmente se hubieran podido mantener intactos con el paso de los afos y de los

gustos y necesidades de cada uno de estos pueblos y culturas.

Para llevar a cabo la seleccién de los animales mas idéneos para ese fin, Felipe Il
nombré como caballerizo real al cordobés Diego Lépez de Haro, verdadero artifice del
caballo espanol. El resultado obtenido por éste fue tan extraordinario que los caballos
conseguidos serian, contraviniendo lo expuesto por este rey al principio del proyecto,
exclusivamente para uso de la Casa Real que los utilizé como regalo a reyes extranjeros,

nobles y clero.

El desconocimiento del logro gestado en las caballerizas reales debido a que, al
ser un proyecto privativo del rey Felipe Il, toda la documentacién del proceso de creacion
del caballo espafiol fue enviada desde Cdérdoba al Archivo del Palacio Real de Madrid y
desde alli, como era costumbre, se hacia llegar al Archivo General de Simancas
(Valladolid). En ese lugar ha permanecida dormida durante mds de cuatro siglos,
favoreciendo a través del tiempo la aparicién de distintas interpretaciones sobre origen,

historia y morfologia de la pura raza espafola (2).

IV.4) EL CABALLO EN AMERICA

Segun Altamirano (2), la pura raza espanola no existia cuando se descubrid
América. Tendria que pasar casi un siglo para verlo nacer y, posiblemente, mas de dos
para que él pisara tierras americanas. Cuando lo hizo, debid llegar en muy escaso
namero y de manos de algunos nobles y virreyes que se instalarian en el Nuevo Mundo.
Pero ;Qué caballos fueron los que llevaron los conquistadores? La mayoria eran de raza
"haca" y también los caballos denominados "comunes", desde la antigliedad clasica
griega. Entendiendo por comunes a los caballos de baja calidad y de variada morfologia
que abundaban en todo el territorio europeo. Estos animales eran los caballos importados
de Inglaterra. Efectivamente, las hacas eran un tipo de caballos procedente de ese pais,
donde se utilizaba para el trabajo en el campo y tirar de los carros. Pero las hacas
acabarian por desaparecer de Andalucia a raiz de la proliferacion de los caballos
espanoles y debido a la promulgacién de leyes que prohibieron la importacion de caballos
extranjeros.

En tanto en América, Cristébal Colén llegé a la isla de Santo Domingo en 1493, en
su segundo viaje, con 25 caballos provenientes de Andalucia a fin de establecer alli un
centro de cria para cubrir las necesidades de la conquista. En los siguientes 12-13 afios,

por pedido de Colén y, luego, por el gobernador general de Indias Nicolas de Ovando se
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importaron caballos de Espafia a América, estableciéndose numerosas cabafas en La
Espanola (Santo Domingo). De alli, se dispersaron a las islas Antillas, Jamaica y Cuba, y
llegando finalmente al continente, (Panama y Nicaragua) alrededor de 1514. Los primeros
centros de cria se desarrollan en Panama y Colombia (26).

El primer ganado caballar en Puerto Rico lo importé el explorador Juan Ponce de
Ledn desde La Espanola (Santo Domingo) en 1509. Estos caballos provenian de
Andalucia. En 1510, el mismo trajo yeguas desde Sevilla. En 1515 Puerto Rico criaba y
exportaba caballos a otras partes del Nuevo Mundo.

En 1532, Francisco Pizarro introdujo el caballo en el Pert (25 machos y 25
hembras), provenientes de un centro de cria en Nicaragua. Junto con la caida del Imperio
Inca, otros expedicionarios llegaron al Peru con caballos de Centro América. En 1536,
desde Santo Domingo le enviaron a Pizarro un refuerzo de 200 caballos. En 1538,
comenzo a desarrollarse en Charcas, Perd, un importante centro de cria caballar. De alli,
se fueron distribuyendo a toda América del Sur. Asi, por ejemplo, Valdivia obtuvo del
Peru los caballos para la conquista de Chile.

Posteriormente, continuaron trayendo caballos andaluces y yeguas berberiscas
para la cria, aunque para esa época el rey Fernando | (1507) como regente de su hija
Juana, prohibié la exportacién de equinos desde la peninsula Ibérica. Sin embargo 100
afnos mas tarde se exportaban desde La Espanola y Nueva Espana (hoy México) 100.000
cueros de caballo por ano.

En las capitulaciones que autorizaban la conquista, el monarca les concedia a los
conquistadores caballos de los centros de cria americanos.

Durante el reinado de Carlos V vy, a través de las capitulaciones, se restablecio la
exportacion de caballos de Espafa a América. Asi Pedro de Mendoza trae caballos a
Buenos Aires, Cabeza de Vaca al Paraguay, etc.

Todos los caballos del continente americano, ya sean nacidos en él o traidos
desde Espana, mostraban un tipo racial bastante homogéneo, ya que todos poseian el
mismo origen. Posteriormente fueron introducidos caballos de otros paises como
Inglaterra, Francia, Portugal, Holanda, pero de todas formas, siempre los caballos
espanoles fueron mayoria y a partir de ellos se establecieron centros de cria (26).

En América, de las primeras estirpes de caballos surgieron 12 0 mas precursores
del paso fino. Estos fueron seleccionados por su andar cémodo, ritmico y cadencioso.
Hacia el siglo XX, continué la cria de caballo de paso fino en Puerto Rico (y otros paises
del caribe), y en 1943 se crea la Asociacion de Duefios de Caballos de Silla de Puerto

Rico, con lo comenzd el registro genealdgico de la raza paso fina puertorriquefia (26).
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IV.5) HISTORIA DEL CABALLO EN ARGENTINA.

En nuestro pais no habia caballos hasta la época de la conquista. Los primeros
caballos fueron los que trajo Pedro de Mendoza desde Espafa en 1536, al fundar Buenos
Aires (segun registros de la época desembarcaron 72). En el abandono de la misma por
Irala, alrededor de 40 caballos quedaron en libertad constituyendo la base de los
cimarrones o baguales. Antes de emprender la reconstruccién y repoblacién de Buenos
Aires desde Asuncion en 1580, Juan de Garay, hizo pregonar que, en nombre del Rey,
daria a quien lo acompanara en la campana “el ganado silvestre que quedé del tiempo de

don Pedro de Mendoza”.

Otros caballos fueron introducidos en nuestro territorio por diversos
conquistadores. Asi Alvar Nufez Cabeza de Vaca trajo desde Espana hasta Asuncion
caballos espanoles que luego Garay utilizé en su campafia a Santa Fé. Diego de Rojas y
Nufiez Prado vinieron desde PerU hasta Tucuman con caballos criados en ese pais.

Francisco de Aguirre trajo caballos desde Chile a través de Cuyo.

En el siglo XVIII, las tribus araucanas migraron hacia la pampa trayendo caballos
de la cordillera, lo que constituyé un aporte para la futura raza criolla. Los tehuelches

capturaban caballos baguales de la Sierra de la Ventana y en los valles australes.

También en esa época eran muy codiciados los reproductores chilenos. Por lo
que muchos eran importados para ser cruzados. Hubo mucho intercambio con paises
vecinos. Esta cultura de cria se mantuvo por fres siglos y constituyé la base del caballo

criollo.

De todas formas las razas argentinas analizadas no son poli genéticas, ya que su
tronco originario es uno solo y bien definido: Los caballos que trajo Pedro de Mendoza,
los que trajo de Asuncién Cabeza de Vaca y los que entraron por Tucuman y por Cuyo,
descendientes de los llevados por los conquistadores al Pert y Chile. Que procedian a su
vez de las cabanas de Santo Domingo, Jamaica y Nicaragua, las mismas establecidas
con caballos andaluces. Y todos los registros de la época afirman que las expediciones

espanolas venian de Andalucia, siendo este un lugar de produccién caballar (26).

IV.5.a) LOS BAGUALES
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Los animales que se escapaban o quedaban abandonados dieron origen a los
caballos cimarrones, que se multiplicaban como otros mamiferos autéctonos. Los lugares
donde hubo mas desarrollo de este tipo de animales fueron la Isla de Santo Domingo, los
Llanos de Venezuela, las praderas del occidente de Estados Unidos y la pampa
argentina. Es decir, el bagual no era otra cosa que el caballo libre e independiente del
dominio del hombre, al igual que el mestefio mejicano y como el cimarrén de Santo
Domingo. En todos aquellos lugares donde el caballo tuvo oportunidad de escapar se

originaron caballos cimarrones.

Los primeros baguales fueron reconocidos como tales por Garay en 1580, cuando
autorizd su captura y propiedad a aquellos que lo acompanaron en la segunda de Buenos
Aires. Ya en 1586, era una practica comun entre los pobladores de Bs. As. la de enlazar

caballos cimarrones.

V) CONCEPTO DE RAZA

Las razas son poblaciones que se distinguen por un conjunto de caracteres
visibles exteriormente, que estan determinados genéticamente y que se han diferenciado
de otras de la misma especie a lo largo del proceso historico, teniendo en cuenta que se
han originado y localizado en un area determinada con un ambiente comun (108).

En el ambito mundial se han identificado 515 razas equinas distribuidas en el

mundo, la mayoria en Asia, 147 y Europa, 138.

V.1) CABALLO CRIOLLO (CA)

V.1.a) Caracteristicas Del Caballo Criollo Argentino

El estandar de la raza adoptado en Argentina, Uruguay, Brasil, Chile y Paraguay
es eumétrico, mesomorfo, rectilineo y subconvexilineo. La alzada permitida es de 1,40-
1,48 m, el perimetro toracico de 1,70-1,86 m, cerca de la tierra. La cabeza es de base
ancha y vértice fino, frente amplia, mucho crdneo y poca cara. El cuello debe ser
mediano, la cruz musculosa y poco destacada, la espalda semioblicua. Debe presentar
poca distancia al piso y la grupa debe ser semioblicua. El antebrazo y la pata deben ser

musculosos. La cuartilla en tanto, de mediana longitud. La grupa descendiente y la cola
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de implantacion baja (como sus antecesores los bereberes). La cabeza mediana, algo
pesada, frente recta, de forma triangular, a veces aparece perfil convexilineo. La espalda
fuerte, debe tener amplitud de pecho y caja toracica. Vientre grueso y miembros
huesudos. Presenta muy variados pelajes: zaino, alazan, bayo, albinos parciales: overos

y tobianos, moros, rocillos, tordillos, gateados, cebrunos y doradillos.

V.1.b) Origen Del Caballo Criollo Argentino

Entre 1825-1852 se importaron caballos de diversas razas (Shire, Pura Sangre
Inglés, Percherones, etc) y comenzaron a hacerse cruzas. Antes de la desaparicion del
caballo criollo, un grupo de cabaferos entusiastas y, con el apoyo de la Sociedad Rural
Argentina, se resolvié crear en 1917 un registro genealégico de equinos de raza
argentina, cuyo origen es exclusivo y genuinamente el caballo criollo. El registro se abrié
al afio siguiente. Se eligio al doctor Emilio Solanet para que escogiese los planteles que
habian de tomarse como base. Este junto con su hermano Pedro, venia luchando por la
conservacion de la raza y dedicandose a la cria, para lo cual ya habian comprado
reproductores a los caciques indios del interior de la Patagonia. Posteriormente, el
nombre oficial de la raza fue cambiado de Argentina a Criolla Argentina. Luego, en 1923,
se fundé en Buenos Aires la Asociacidon de Criadores de Caballo Criollo.

V.1) PASO PERUANO (PP)

V.2.a) Caracteristicas Del Caballo De Paso Peruano Argentino

Autéctono del Peru, es un equino de silla de tipo eumétrico, con una alzada
promedio de 1,48 m para los machos y 1,47 m para las hembras. Se desplaza en
bipedos laterales, con la realizacidén de término en los miembros anteriores y movimiento
rasante de los miembros posteriores. El término es el movimiento que presentan las
manos del caballo que da idea de brazada de nadador. A medida que incrementa la
velocidad pasa del paso al sobreandado. Dichas caracteristicas son heredables ya que

todas las crias nacen con el andar de paso.

La cabeza es predominantemente subconvexa (con tendencia a rectilinea), con

largo promedio de 59 a 61 cm (medida de la testera al labio superior), ancho de 11 a 13
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cm entre las orejas y de 16 a 18 cm entre apdfisis orbitales. Posee carrillos bien
definidos, frente ancha y plana. Orejas largas y moéviles. El cuello tiene crines finas
abundantes con una longitud promedio de 60 cm (medido desde el atlas a la escapula).
El cuerpo posee un perimetro toracico de 1,77-1,8 m. Las hembras poseen un perimetro
mayor que los machos. Estos presentan una longitud cercana a la altura, siendo en las
hembras esta un 5% mayor. La distancia de la cruz al esternén (llamada profundidad) es
similar a la altura sub-esternal (distancia entre el esternén y el suelo). Las hembras son

algo mas profundas que los machos. La cercania a la tierra es una caracteristica racial.

El pecho debe ser amplio en un rango de 34 a 36 cm (medido entre las puntas de
los hombros). El dorso corto, ligeramente recto unido a la zona lumbar la cual posee una
buena cobertura muscular. Grupa redonda, cola de insercidon baja, con cerdas largas
finas y abundantes. En los miembros anteriores, el antebrazo tiene una longitud entre 39-
42cm, la rodilla debe ser bien definida en su cara anterior y ligeramente convexa. El
metacarpo de 26-29cm de largo y un perimetro de 17-19cm, cuartillas con un didmetro
menor que el de la cana. El perimetro de la cana posterior tiene entre 18-20cm. Las

cuartillas un largo de 9-11cm y un perimetro de 17-20cm.

Los pelajes son variados: existen simples y compuestos. Estos ultimos son los
que poseen arrosillamiento (moros, canelos, rocillos y ruanos); en general, son sélidos
con piel oscura: negros, bayos, marrones, alazan, palomino, gris, ruano. Excesivas
marcas blancas y piel rosada no son caracteres deseables en la raza. Los albinos y los

overos son desechados.

En sus movimientos desplaza el centro de gravedad hacia delante, libre de
movimientos verticales lo que lo convierte en un caballo de equitacion pasiva y de funcion

viajera.

Para catalogar a un caballo como ejemplar de la raza se tienen en cuenta todas
las caracteristicas antes mencionadas. Luego se evalua el apero, que es el conjunto de
arreos: el terno de cabeza o jato, la falsa rienda, la montura peruana, los estribos y el
pelléon. Las competencias se dividen en categorias y premios especiales. La maxima
categoria es la de Campedn de Campeones. Si un caballo consigue el cetro tres veces se
convierte en “laureado”, titulo cumbre que en el Perd lo han alcanzado pocos caballos
entre los que se encuentran Caramelo (1974), Regional (1972), Cascabel (1977), Sol de
Ahijan (1982) y Predilecto (1987). Entre las yeguas Gitana (1970), Ximena (1976),
Regina (1979) y Dofa Luisa (1991).
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V.2.b) Universalidad De La Ambladura

Muchos paises han tenido dentro de su historia hipica una época de caballos de
paso. Asi, en Francia los caballeros de la Edad Media solian viajar en sus Palefrois de
paso para cambiar de cabalgadura en el momento del combate y montar caballos de trote
o Destriers. También las damas montaban “haquenées’ o sea ambladores de aires muy
suaves. Del cual deriva el nombre “Hackney” que es hoy el caballo trotador de Norfolk, el
cual es la antitesis del paso. Los caballos ambladores se han perdido hoy practicamente
en toda Europa. Se cita que en los comienzos de la caceria del zorro su uso era comun.
En el siglo XIV en Escocia, se impuso un fuerte impuesto a los ponies ambladores,
“hobbies” (caballos que se exportaban a Inglaterra) (6). También en un inventario de los

caballos de la duquesa de Suffolk, en 1547, se cuenta con 30 ambladores.

También en Abisinia los gobernadores de provincia y gente con recursos solian
montar mulas de paso llamadas “sangar’. En Africa del sur, los caballos Batusto forman
una raza de caballos ambladores. En China se describen a los pacers, como caballos de
paso suave. En Islandia, también existen caballos de paso. En la Republica Socialista de
Kasakh, se corre una carrera de distancia corta con caballos ambladores montados por

mujeres.

En Sudamérica las razas ambladoras derivan del caballo de Paso Peruano. Asi en
Brasil existe una raza denominada Campolina. Y en EE.UU, hay una larga lista de razas
de animales ambladores: el American Single-Footing, American Saddlebred, Baskir,
Baskir Curly, Flatwalker, French Trotter, Gaited Pony, Gaited Appaloosa, Hackney,
Icelandics, Kabardin, Kentucky Mt. Horse, Mangalarga Marchador, Manga Larga, Missouri
Fox Trofter, Montana Traveler, Morgan Gaited, Mountain Pleasure, Pacing Horse,
Racking Horse, Rocky Mountain, Spotted Saddle, Spanish Mustang, Standarbred,
Tennessee Walker, Tennuvian, Virginia Traveler, Walkaloosa, e incluso mulas

ambladoras (Gaited mules).

V.2.c) Origen Del Caballo De Paso Peruano (PP)

Segun Ascasubi (6), “el PP es el resultado de una seleccién funcional que ha
obrado durante mucho tiempo sobre una poblacién caballar mestiza, en la que han

intervenido tres razas: La espafola, la frisona (si bien no directamente, a través del
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caballo espafiol mejorado) y la berberisca. Los PP son descendientes de los caballos
traidos a América por los conquistadores, los cuales traian solo ejemplares de valor. Este
autor dice que en esa época en Espana existian varias razas y las mas afamadas eran la
andaluza y otra andaluza mas pequena que la primera conocido como Genet d’ Espagne
oriundo, de la regiéon de Granada. Siendo lo mas probable que hayan pertenecido a estas

razas la inmensa mayoria de caballos traidos a América”.

Otra autora, von Rust Mc Cormick (134), en una revision sobre el origen del

caballo de paso critica lo sostenido por Ascasubi en los siguientes términos:

Sostiene que la confusion con respecto a la raza frisona como origen del PP
que se hizo muy popular, la generd este autor. Cita que en primera instancia el PP es un
caballo espafol de pura raza que fue seleccionado por la ambladura apenas llegé al
Peri. Se sabe que existen caballos andaluces que amblan, los cuales habrian sido
seleccionados por los peruanos. Esta bien documentado que los conquistadores trajeron
a América Hacks (ambladores) y Chargers (trotadores) de la misma raza, y como consta
en el archivo de indias (y todavia es) el caballo espafol es una raza que contiene
animales de Galicia (célticos), Sorraia (predecesor del andaluz) y Berberiscos de
Marruecos. Ademas dice, que Ascasubi por comparacién de dos fotografias (una de una
yegua de paso peruana montada y un caballo frison tirando un carro), asume que la
similitud de los movimientos de las manos de los mismos confirma la ascendencia del
frison sobre el PP. Cita la inconveniencia de comparar dos caballos en acciones distintas
(uno montado y otro tirando de un carro), ademas que los métodos de observacidn estan
muy influenciados por la apreciacion del observador. Ademas, consta que muchos
caballos andaluces fueron a Holanda con la caballeria espafola del rey CarlosV durante
la conquista de esas tierras (Fresia, también conocida como tierras bajas). Ahi fue donde
los holandeses cruzaron caballos del lugar de sangre fria con caballos andaluces y
desarrollaron la raza frisona. En consecuencia el parecido de los caballos frisones con los
PP y andaluces se debe a que poseen sangre espafnola. Ademas la autora sostiene que
otros historiadores, como Carlos Villa Fuentes y Verne Albrigth, repiten lo que Ascasubi
dice acerca de los caballos Frisones fortaleciendo los conceptos errdneos sobre el origen
de la raza. El hecho del cruzamiento con caballos andaluces que le dan la capacidad de
elevar las rodillas a los caballos frisones también es citado por la Asociacion de caballos
Frisones de Norteamérica. Cita que, en el segundo viaje Coldn, trajo caballos (padrillos y
yeguas), para centros de cria ubicados en lo que hoy es Republica Dominicana, Puerto
Rico y hasta Panama. De este ultimo lugar, tomé Pizarro los caballos para realizar la

conquista del Peru.
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En tanto segiin Cabrera (26), dice que tras dos accidentados viajes por la costa
occidental de Sud-América, Pizarro, recibid la licencia real para conquistar y poblar la
provincia del Perq, para lo cual partié con 37 caballos de la cria de Nicaragua (1532).
Luego, recibié refuerzos y, en el momento de la conquista de Cajamarca, llevaba 62
caballos. Posteriormente, recibe nuevos refuerzos; tal es asi, que consta que en el
alzamiento de los indios de Cuzco (1536), los espafioles pierden 200 caballos que son
repuestos desde Santo Domingo. Posteriormente, fueron enviados a Peru caballos

directamente desde Espana.

Las guerras civiles que siguieron a la conquista no fueron impedimento para que
la ganaderia caballar progresara en el Perud. A 70 anos de la conquista, segun numerosas

autores los caballos eran tan buenos como los originales de Espaia.

A diferencia de lo que sucedia en otros lugares, el indio local fue refractario al

uso del caballo, persistiendo su temor hacia ellos mucho tiempo después de la conquista.

Se cita que con el tiempo se ha diversificado en tres sub-razas: el caballo
costefio, o criollo peruano propiamente dicho, el serrano o cholo y el morucho 6 de las
punas (altiplano). Las diferencias estarian dadas en la forma de crianza. Siendo en los
costenos, donde mas esmero se ha puesto en su seleccion y crianza. Son los que posee
la ambladura como paso natural. Que ya se ha descripto como cabailo de paso peruano.
El cholo o serrano es menos elegante que el costefio, pero mas ristico y resistente, mas
anguloso y posee los mismos aires que el costefio, pero no tan vistosos. El morucho del
altiplano, es de talla reducida no supera el 1,40 m, cuerpo corto, cuello delgado y

frecuentemente de ciervo. Su aspecto es rdstico.

V.2.d) Comparacion Entre El Caballo Peruano De Paso (PP) Y EI Paso Fino (PF).

La presencia de la palabra “Paso” en el nombre de ambas razas da lugar a la
confusién que existe de que ambas razas son iguales o al menos estan muy
relacionadas. Sin embargo, existe una serie de diferencias importantes entre ambas: el

tamano, conformacidn, andares, métodos de entrenamiento y usos.

De la comparacion de ambas razas surge que son diametralmente opuestas.
Estan relacionados en el sentido de que ambos descienden del caballo espafiol, pero
esto ocurridé hace 500 afos. Los paises que desarrollaron el PF fueron basicamente

Puerto Rico, Colombia, Republica Dominicana y Cuba, todos en el mar del Caribe y muy
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cercanos. El caballo PP, aislado geograficamente, fue preservado de cruzamientos

externos y seleccionado por casi 400 anos.

La doma del caballo de PP comienza a los 3 afios y usualmente finaliza a los 4 6
5. Los andares del mismo son paso, paso llano (andar lateral cadencioso) y sobreandado
(que es el mismo movimiento de paso pero acelerado). El término es un caracter
altamente deseado en la raza. Los métodos de entrenamiento se realizan con un bozal

para no interferir en la suavidad de la boca . Luego se introduce .la embocadura.

Los PF, también comienzan la doma a los 3 anos. Sus movimientos son rapidos
cortos y practicamente no avanza, llevando su cola elevada. El término es raro y no
deseado por los criadores. Se crian principalmente, en Puerto Rico. Se los monta con
sillas inglesas y la embocadura es en cuchara. El aire mas deseado del PF es el fino-fino,
que es muy ritmico con gran accion de las patas pero con casi nada de avance. Existen
otros dos tipos de PF, el performance que posee un paso que avanza mas pero no

galopa y el pleasure que muestra gran versatilidad.
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OBJETIVOS

Realizar la caracterizacion genética de dos razas equinas: el caballo Criollo Argentino

(CA) y el caballo de Paso Peruano Argentino (PPA).

Establecer las posibles relaciones y diferencias entre ambas razas, y efectuar su

comparacioén con aquellas que serian sus ancestrales.

Evaluar los posibles mecanismos evolutivos de diferenciacion genética entre y dentro

de las razas en estudio.

Contrastar y convalidar metodologias de identificacion genética: polimorfismos

bioquimicos y moleculares (microsatélites).

Determinar los valores de Poder de Exclusién (PE) de cada sistema en particular y en
conjunto para cada raza en estudio con el fin de establecer parametros para pruebas

de identidad vy filiacién.
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MATERIALES Y METODOS

1) OBTENCION DE LA MUESTRA

Se emplearon muestras de sangre periférica obtenidas por puncion de vena
yugular con y sin anticoagulante (ACD). Se analizaron muestras de 40 Caballos Criollos
Argentinos (CA), pertenecientes a dos haras, uno de la localidad de Chascomus y otro
de Coronel Vidal. Ambos en la provincia de Buenos Aires. Para el estudio de los caballos
Paso Peruano Argentino (PPA) se tomaron 102 muestras durante un concurso de la raza
realizado en la ciudad de Salta, provincia de Salta. De las mismas se procesaron 40
tomadas al azar, para poseer el mismo tamafno muestral que los CA vy facilitar de esa

manera el andlisis estadistico.

Se analizaron ocho microsatélites: HMS 7, HMS 6, AHT 4, HTG 6, HMS 2, AHT
5, HTG 4 y ASB 2 y cuatro sistemas proteicos: Albumina (Alb), Esterasa (Es), Proteina Xk
(Xk) y Transferrina (Tf) .

i) PREPARACION DE LA MUESTRA

Il.a) Para Marcadores Moleculares (microsatélites).

A partir de la muestra con anticoagulante (ACD), se procedié a la extraccion del

ADN mediante las siguientes técnicas:

IL.a.1) Método de extraccion de ADN con Chelex® a partir de sangre periférica

(135).

Es un método de obtencion rapida de ADN gendmico (Bio Rad Laboratories). Se
basa en la incubacién de la muestra con el Chelex® que es una resina quelante.
A continuacién se detalla el protocolo utilizado (135).

1. En un tubo de microcentrifuga de 1,5 mi se colocd 1 mi de agua bidestilada con 5
ul de sangre.

2. Se incubd durante 15-30’ mezclando ocasionalmente.

3. Se centrifugd 2-3 min. a 10000-15000 g.
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Luego se removié cuidadosamente el sobrenadante dejando 20-30 .
A dicho resto se agregé una solucién de Chelex ®5%(aprox. 200 pl).
Se incubd a 56° C por 15-30'.

En un vortex se mezclé a maxima velocidad por 5-10”.

En agua hirviendo se incubé durante 8’.

Con el vortex se mezclé a maxima velocidad por 5-10”.

a. Luego se centrifugd por 2-3" a 10.000-15.000g.

10. Del sobrenadante se utilizaron 5 pl para la reaccion de PCR.

11.

La muestra se congeld en el freezer a -80° C.

ll.a.2) Método de extraccion con DNA ZOL®(33).

ElI DNA ZOL ® (Gibco BRL —Life Technologies, Grand Island , New York, USA) es

un detergente que contiene isocianato de guanidina. Este reactivo, altamente caotrépico,

permitié el lisado de las células y la precipitacion diferencial del ADN. El protocolo incluyé

los siguientes pasos:

1.

© N o o 0D

10.
11.
12.
13.

En un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml se colocd 1 ml de agua bidestilada al que

se le agrego 0,5 ml de sangre.

Durante 1 hora se incubd a temperatura ambiente.

Luego se centrifugd 1’ a 10.000g.

El sobrenadante se descarté.

1ml de solucién buffer (PBS) se agregé.

Posteriormente se centrifugd 1’ a 10.000g.

Hasta obtener un pellet blanco se repitieron los pasos 5y 6.

La solucion de DNA-ZOL se agregd (0,5ml) homogeneizando el pellet con la
pipeta.

Utilizando el vortex se homogeneizo la solucidn.

Luego se centrifugd a maxima velocidad durante 5.

El sobrenadante se trasvasé a un tubo nuevo.

A dicho tubo se agrego 250ul de etanol 100% y se mezcld por inversion.

Una vez descartado el sobrenadante se centrifugd 15’ a maxima velocidad.
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14. Una solucién de etanol 70% se agrego (250pul).

15. Posteriormente se centrifugd 5’ a maxima velocidad.

16. El etanol se descartd y el tubo se dej6 a secar a temperatura ambiente.
17. Una solucién de Na OH 8 mM fue agregada (300ul) y fue incubado a 37°C.
18. Por ultimo fue agregada una solucién de HEPES 1M (3,45.l).

I1.b) Para Marcadores Bioquimicos

Para la obtencion del suero para las respectivas electroforesis se centrifugo la

muestra sin anticoagulante a maxima r.p.m. durante 5’.

HI)TECNICAS
lil.a) Para Marcadores Moleculares (microsatélites)

lil.a.1) Amplificacién por PCR:

La caracterizacion de los loci en estudio se realizé mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (89, 44, 60). Esta metodologia consiste basicamente
en la sintesis in vitro de una secuencia de ADN limitada por un par de oligonucléotidos
especificos. Se requiere una polimerasa termoestable (taq polimerasa), KCl , MgCF,
desoxinucleétidos (dNTPs), un par de oligonucléotidos especificos y el ADN molde.

Las amplificaciones consistieron en una etapa de desnaturalizacién inicial y ciclos
de desnaturalizacion, hibridacion y polimerizacion. Estas tres ultimas se repitieron en un
numero aproximado de 30 veces. Por Ultimo, se realizé un paso de polimerizacion final.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un reactor de PCR (MJ Research).

lll.a.2) Caracterizacion de los loci analizados

Los loci analizados correspondieron a los recomendados por la Sociedad
Internacional de Genética Animal, (ISAG), para la identificacion de los equinos: AHT4,
HMS 7, HMS6, HTG 6, HTG 4, HMS 2, AHT 5y ASB 2.
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Microsatélite Secuencia Ubicacién Cita
Cromosémica
AHT 4 5 AACCGCCTGAGCAAGGAAGT 3’ 24q14 (10)
5’GCTCCCAGAGAGTTTACCCT 3
HMS7 |5 CAGGAAACTCATGTTGATACCATC 3’ 1 (52)
5 TGTTGTTGAAACATACCTTGACTGT
3
HMS 6 5° GAAGCTGCCAGTATTCAACCATTG 3 4 (52)
5 CTCCATCTTGTGAAGTGTAACTCA 3
HTG 6 5 CCTGCTTGGAGGCTGTGATAAGAT 15026-q27 (43)
3
5 GTTCACTGAATGTCAAATTCTGCT 3
HTG 4 5 CTATCTCAGTCTTGATTGCAGGAC 3 9 (43)
5 CTCCCTCCCTCCCTCTGTTCTC &
HMS 2 5 ACGGTGGCAACTGCCAAGGAAG 10 (52)
CTTGCAGTCGAATGTGTATTAAAT 3
AHT 5 5 ACGGACACATCCCTGCCTGC & 8 (10)
5 GCAGGCTAAGGAGGCTCAGC 3’
ASB 2 5' CACTAAGTGTCGTTTCAGAAGG 3 15921.3-g23 (25)

5’ CACAACTGAGTTCTCTGATAGG 3’
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La mezcla de la reaccién consistio en: 10 mM Tris-HCI, 50 mM CIK, 1,5 mM CIi2Mg , 0,1%
Triton X-100, 100 uM de cada dNTP’s, 1U de Taq polimerasa (Gibco BRL- Life
Technologies, Grand lIsland, N.Y., USA), 0,5 uM de cada cebador y 5 ul de ADN
gendmico en 25 pl de volumen final.

Se mezclaron alicuotas de los productos de amplificacion (5 ul) en un volumen de
DYE 2X (formamida 96%, EDTA pH 8 20 mM, azul de bromofenol 0,5% y xylene cyanole
FF), se desnaturalizaron en un bloque seco durante 10 minutos a 96° C y posteriormente
se colocaron en hielo. Luego se procedio a la siembra en el gel desnaturalizante como se

detalla mas adelante.

Condiciones:

Desnaturalizacion inicial 94° 5. Luego 30 ciclos a 92° 15”, 60° 157, 72° 20" y

finalmente 72°10'.

Chequeo del amplificado:

Luego de la amplificacion, se procede al chequeado de las muestras amplificadas
en geles de agarosa al 6%. La visualizacién de las bandas se realiza por tincién con

Bromuro de etidio.

IV) DETECCION DEL POLIMORFISMO
IV.a) Para Marcadores Moleculares (microsatélites).

Soluciones y materiales

TBE (5X) 54 g Tris, 27,5 g Ac. Bérico y
20ml EDTA (0,5 M)/ 100mlI
H.Od .
Acrilamida 30% (19:1) 30 g Acrilamida, 1,57 g bis-

acrilamida/ H,O destilada csp
100ml.
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Urea

Persulfato de Amonio 10%

TEMED
Solucién Silane 95 ul alcohol etilico, 50 pl
acido acético y 5 pl Bind
Silane (Promega).
Silicona

Placas de vidrio de geles de

secuenciacion

Espaciadores y peines

Aparato de electroforesis

1. Los vidrios se limpiaron con alcohol.
2. El vidrio posterior se le aplicé solucion de silicota.

3. En el vidrio anterior se aplicé la solucién de Silane y a los 5’ fue lavado 3 veces con

alcohol

4. Los espaciadores entre ambos vidrios se colocaron asegurandolos con grampas para
papel.

5. La solucidon del gel desnaturalizante se prepard variando su concentracion de acuerdo

al microsatélite:

Asi para HMS6,HMS7, AHT4 se empleo la solucidn al 6%:

Urea 33,6 gr.
TBE (5X) 16 ml
Acrilamida 30% 16 ml
dH,O 20 mi

Se mezclé bien y antes de verter en el molde se agrego:

Persulfato de Amonio 10% 533 pl
TEMED 53,3

Para HTG4 y HTG 6 se empleo la solucion al 5%:
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Urea 33,6 gr
TBE (5X) 16 ml

Acrilamida 30% 13,3 ml
H-O csp 22,7 ml

Se mezclé bien y se agregd antes de verter en el molde:

Persulfato de Amonio 10% 533 pl
TEMED 53,3 ul

Para ASB2, AHT 5 Y HMS2 se empleo la solucién al 4%:

Urea 33,6 gr
TBE (5X) 16ml
Acrilamida 30%  10,66ml
dH,O 25,33ml

Se mezclo bien y se agregd antes de verter en el molde

Persulfato de Amonio 10% 533yl

TEMED 53,3ul

Inmediatamente la solucion se colocd en el moide de los vidrios:

6. Se coloco el peine.

7. El gel polimerizé a las 24 h.

8. En ambos tanques de la cuba de electroforesis se coloc6TBE 1X.

9. El molde fue ubicado en el aparato de electroforesis y se asegurdé con grampas para

papel.

10.

11

12.
13.
14.
15.
16.
17.

Para proceder a la siembra se saco el peine.

. El producto de PCR (5 p I) se mezclé con 5u | de solucion de carga (DYE).

Dicha mezcla se desnaturalizé durante 5’ a 95°.

El gel fue precorrido a 60W fijos durante 60’.

Las muestras, desnaturalizadas, fueron sembradas en el.

La electroforesis transcurrié por aproximadamente 4 h. (60W).

El sistema se desconectd, fue retirado el molde del aparato de electroforesis.

Por ultimo se procedié a su coloracion.
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IV.b) Para Marcadores Bioquimicos.
Poliacrilamida basica (66).

Soluciones utilizadas:

Solucién A: (para 4 geles)
32g Acrilamida
0,8g bis-acrilamida
70ml| dH,O

Se colocd en un erlenmeyer, al cual se agregé 70 ml de dH,O. Se colocd en un agitador
magnético durante 1 h. Luego se filiré con 2 papeles Wathman n®1 por medio de una

bomba de vacio.

Solucién B:
Solucion stock 1
90 g de Tris disueltos en 500m| de dH20.
Solucién stock 2
20 g acido citrico (monohidrato), disuelto en 500ml de dH20

(para 4 geles):
50 ml sc stock 1
50 ml sc stock 2
300ul TEMED
150 ul Mercaptoetanol
Solucién C:
dH,O
Solucién D:

0,2g Persulfato de amonio, disuelto en 100ml de H,O.

Soluciones para la tincién:
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Solucion para la tinciéon de Esterasas:
Buffer PO* 0,1M (pH=6,8):

7,8g NaH’PO*

7,1G NaH?’PO*
Disuelto en 1 It. de dH,O

1% o-naftilacetato

Solucion Buffer de corrida:
16g TRIS
49 acido bérico
Disolver en 2 lts. de dH,0.

Bromofenol Blue al 1%

Preparacion del gel:

Se colocaron dos placas de vidrio limpias sobre una superficie plana .Se limpid
uno de los lados de ambas placas con alcohol etilico. Se colocé sobre una de ellas el
marco plastico. Sobre el mismo se colocé la segunda placa de vidrio. Se aseguraron con
las grampas de papel. Se procedié a marcar una de las placas con un marcador a los
18cm, 20cm y 24 cm., respectivamente desde el extremo inferior.

Para realizar el gel se procedid a mezclar las soluciones en las cantidades
indicadas mas adelante. De forma que se obtuvieron 3 concentraciones distintas:10%,
4% y 8%, respectivamente. Las que se procedid a colocar dentro del molde en el orden
antes mencionado. Asi primero se colocé la solucidon del 10% hasta la marca de
18cm.Inmediatamente se colocé alcohol isobutilico (2ml aprox.).Se esper6 entre 10-15°
hasta que se completd la polimerizacion. Se desechd el resto no polimerizado y de
alcohol. Se procedié de la misma forma con el gradiente del 4% hasta la marca de

20cm.Y con la solucion al 8% hasta la marca de 24cm.

%Acrilamida Solucion A Solucion B Solucion C dH,O
10 28ml 17ml 17ml 8,5mi
4 2ml 2ml 4ml 8,25ml
8 2ml 3mi 1ml 2ml|
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Preparacion de la muestra:

Se utilizd suero fresco o congelado. Cada muestra se tomo con un papel
Whatman n°14 de 3x3 mm, el cual fue sumergido en la muestra y luego se quito el
exceso en un papel absorbente, para luego colocarlo en el peine para su posterior

siembra.

Corrida:

Se conectd la placa de frio para que en el momento de la corrida este a 4°C. Se
coloco 10ml aprox. de agua sobre la placa. Se colocé la placa de vidrio con el gel sobre el
mismo. Se evitd la formacidén de burbujas de aire. Se saturd en el suero de cada muestra
los papeles de 4x6mm (Whatman n® 17).Se seco el exceso en un papel absorbente; y se
colocd cada papel sobre el peine para proceder a sembrar el gel. Para ello se colocé el
peine sobre un soporte a 45° con respecto al gel, y se deslizé cada papel para que quede
en contacto con el gel. Se colocé la solucion buffer en ambas cubas. Se agregaron 2
gotas de Bromofenol Blue al 1%, en la cuba que correspondiente al catodo. Se colocaron
las toallas que conectan el buffer de las cubas con el gel. Se conecté la fuente de poder a
60mA constantes. A los 2'se retiraron los papeles y se continud la corrida hasta que el

frente alcanzé los 12cm dentro de la zona del 10%.

V) TINCION
Soluciones y materiales

V.a) Para Marcadores Moleculares:

Solucion de fijacion 100ml Acido Acético/H,O csp 1000ml

Solucién de tefido 1g AgNO; y 3ml  Formaldehido
(37%)/ H>0 csp 1000ml

Solucion de revelado 30g Na,CO4/ H,O csp 1000ml. Enfriar
a 100, antes
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de usar agregar 1,5ml Formaldehido
y 200 | Tiosuifato de Sodio
(10mg/mi).

Formaldehido 37%

Tiosulfato de Sodio 100mg/100mi H,O destilada

Bandejas de fotografia

—

. El vidrio superior del molde se removid.

. En la bandeja con solucion de fijacion permanecié en agitacion durante 20’

. Con H,0 destilada se lavd durante 2’, 3 veces.

. En la solucion de tefiido se coloco por 30'.

. Posteriormente se lavé con H,O destilada durante 10”.

. Con la correspondiente solucién se reveld hasta que aparecieran las bandas.
. En dicho momento se agregé la solucion de fijacion por 5.

. Con H,O destilada se lavé durante 2°.

© 00 N OO O b~ W N

. Posteriormente se procedio a su lectura.

Analisis de la lectura:

La estimacion del peso molecular de los alelos de los microsatélites se realizd
mediante el programa de computacion 1D Image Analysis Software (Kodak Digital
Science TM Rochester,NY, USA). Los geles de poliacrilamida desnaturalizantes utilizados
para realizar la tipificacion de los microsatélites se fotografiaron con una camara digital
(Kodak DC 40). La imagen obtenida se analizd con el programa antes mencionado
utilizandose como controles muestras previamente tipificadas pertenecientes a los test de

comparacion para equinos organizados por la ISAG (1998, 1999,2000).

5.b) Para Marcadores Bioquimicos

Tincidn:

Tincidn de Esterasas:
15ml Buffer de fosfatos
0,4 g Fast Blue BB salt
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2ml o-naftilacetato

Tincion de sistemas proteicos:

Luego de completar la corrida del gel en poliacrilamida, se colocé en un recipiente
y en el se volcd la soluciéon A. Se dejé por 30 min. en el agitador. Se descarté el colorante
y se cubri6 el recipiente con un plastico fino y se incubé a 372 C durante 30min. Se quitd
el plastico se secaron los restos de condensacion de agua y se colocaron soluciones B y
C juntas, se llevé al agitador durante 30min. Se destind con acido acético al 2%.Se

colocd en bolsa plastica, sellado e identificado.
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1) METODOLOGIA ESTADISTICA

Vl.a) Consideraciones generales

Con el tipo de datos producidos a través de marcadores polimérficos
autosomales, se pudieron considerar dos tipos de analisis: estimadores de variacion
entre y dentro de las poblaciones y el andlisis de la estructuracion dentro de las
poblaciones. La estratificacion genética puede estar dada por una variedad de causas,
las cuales incluyen sub-estructuracion de la poblacién, cruzamientos absortivos,
inbreeding, mutacion, seleccion, migracién y deriva génica. Dichos mecanismos pueden
variar las frecuencias genotipicas, por lo que las mismas perturbaran el equilibrio de
Hardy-Weinberg, (Ej.: los alelos no se distribuyen azarosamente entre los individuos),
(80).

Con los datos de los individuos analizados se creo una base de datos y se
analizaron por medio de los programas Genepop version 3.1 (104), DISPAN
(http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbic/ibmpe/), POPULATION(http:/www.cnrs-
if. fr/pge/bioinfo/population) y GENECLASS (35).

Los sistemas genéticos analizados en el presente trabajo pueden agruparse en

dos clases:

1) Polimorfismos de secuencias codificadoras de proteinas (genes estructurales),
identificados en la propia proteina.

2) Polimorfismos moleculares de secuencias microsatélites.

Estas ultimas son consideradas secuencias hipervariables debido al numero de alelos
que presentan (en general), superior a los de los loci estructurales. Por lo tanto todos los
analisis que se describen a continuacién se han aplicado por una parte al conjunto de los

loci proteicos y por otra al estudio de microsatélites.

VI.b) Consideraciones tedricas

VI.b.1) Frecuencias génicas y genotipicas

En los marcadores genéticos los alelos con una frecuencia menor a 0,05 pueden
ser clasificados como poco frecuentes y raros con una frecuencia entre 0,01 y 0,005
(20). Estos ultimos no fueron observados en ninguno de los sistemas analizados. Debido
a que la técnica experimental utilizada permitié la identificacion directa de los alelos de
cada muestra, las frecuencias se estimaron por recuento directo de los genotipos

observados, sobre el total de animales analizados. Mediante la féormula:


http://iubio.bio.indiana.edu/soft/molbio/ibmpe/
http://www.cnrs-
if.fr/pge/bioinfo/population

MATERIALES Y METODOS 47

X, = (ZN,.,. + Na')/(ZN) Férmula 1.0

Donde N;j indica el numero de animales homocigotas para el alelo i, N; indica el numero
de animales donde j es cualquier alelo distinto de i y N representa el numero total de
animales analizados.

Las frecuencias genotipicas constituyen la proporcion de los distintos genotipos de

un locus en una poblacion

Xi=m/n  Fermula 1.1

Siendo m el numero de genotipos observados ii en una muestra de n individuos.
V1.b.2) Equilibrio de Hardy-Weinberg

Es el estado de una poblacién panmitica, sometida exclusivamente a leyes de la
transmision mendeliana, en que las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen
constantes. El equilitrio no puede extenderse a sistema multilocus porque el equilibrio
individual de un locus no implica el equilibrio en otros sistemas por lo que es calculado
para cada sistema analizado.

Estas desviaciones del equilibrio pueden ser detectadas por una variedad de
métodos diferentes. El mas simple es realizar una tabla de contingencia y calcular el
de los valores observados con respecto a los esperados, este método tiene como
limitante que no puede ser aplicado a muestras pequenas con un gran numero de alelos
ya que pueden presentar valores de ¥° que no son reales (104).

Alternativamente a través de programas de computacion es posible generar
distribuciones de genotipos observados, (algoritmos de Monte Carlo, Markov Chain),
uniendo alelos al azar en genotipos, produciendo series de nuevas poblaciones. Las
cuales son testeadas para el equilibrio de Hardy- Weinberg. Lo cual ajusta mucho mas la
probabilidad de rechazar erréneamente la hipétesis nula (no desvio del equilibrio de H-W)
de la poblacién analizada. En el presente estudio se realizé el chequeado del equilibrio
por el programa Genepop 3.1 (139) para cada locus y en cada raza por el test exacto
(54); y a través de los loci y poblaciones por el método de Fisher (104). Solo se aplico el

2

X en aquellos marcadores donde fue posible dado que presentaban pocos alelos (Al,
Es y Xk).

VI.b.3) DIFERENCIACION GENETICA
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V1.b.3.a) indices De Fijacion

Wright, S., (139) propuso la medida de la desviacion de las frecuencias
genotipicas en poblaciones sub-divididas a través de tres parametros: F, Fiy y Fq. Fis ¥ Fit
se refieren a la probabilidad que dos alelos tomados al azar de una subpoblacién o de la
poblacion total respectivamente sean idénticos por ascendencia . Mientras que Fg se
refiere a la probailidad de dos alelos tomados de dos sub-poblaciones distintas sean

idénticos por ascendencia.

Algunos autores (90,65,20) amplian la utilizacion de los estadisticos F
aplicandolos al estudio de subpoblaciones, poblaciones y razas diferentes, utilizando el
Fs:+ como medida de variabilidad genética y los Fis, Fx como medidas de prevalencia o
deficiencia de individuos heterocigotos. Las tres medidas se relacionan por la siguiente

ecuacion:

(I_FIT):(l_FIS)(l_FST) Férmula 2.0

VLb.3.a.1) Fis:

Es definido como la probabilidad que dos genes homdlogos en un individuo | sean
idénticos por ascendencia dentro de la subpoblacién. También como la correlacion entre
genes homologos en un individuo | relativos a genes elegidos al azar de la subpoblacion.
Su valor va entre —1 a 1, resultando negativo en los casos de exceso de heterocigotas y
positivo en caso de exceso de homocigotas.

En el caso de loci multialélicos, con m alelos, se estimaron m Fis parametros para
una completa especificacion de las frecuencias genotipicas de la poblacién, ya que solo
se consideraron los homocigotas. Las desviaciones de las frecuencias genotipicas, con
respecto al equilibrio teérico de cada uno de los alelos presentes en cada poblacion

fueron estimadas a través del indice Fs que puede calcularse por la siguiente férmula:
Fsi= Xii— X2/ X 1-Xi) Férmula 2.1
Como los valores F; estimados por la férmula (2.1) varian de alelo a alelo, por lo

cual se estimé un Unico indice de fijacion para todos los alelos presentes en cada una de

las poblaciones. Fue calculado con el programa genepop 3.1 (137).
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Las deviaciones de Fs con respecto cero pueden ser verificadas a través de la

prueba de Ji-cuadrado. El valor del mismo puede ser calculado por la siguiente féormula:
X 2= NF?%g Férmula 2.3

Con un grado de libertad, siendo N el numero de animales analizados (57).

VL.b.3.a.2) Fit:

Es la probabilidad total de identidad de un individuo I. También puede ser definido
como la correlacion entre genes homdlogos en un individuo con relacién a la poblaciéon
total. . Fue calculado con el programa genepop 3.1 (137).

Las desviaciones de F; con respecto a cero pueden ser verificadas a través de la prueba

de 7, por la misma férmula vista en Fy. (2.3).

Vl.b.3.a.3) Fst:

Es la proporcién relativa de varianza génica entre sub-poblaciones. Indica el
estado en que se encuentra un proceso de fijacion génica por deriva. Estima la
probabilidad que dos genes homdlogos elegidos al azar en la subpoblacion sean
idénticos por ascendencia y la correlacion entre genes elegidos al azar en una
subpoblacion con relacion a la poblacién total.

Para marcar las diferencias entre razas (PPA y CA) la medida de Fgr es la medida

de mayor interés.

Para ilustrar el efecto de los parametros del muestreo se puede utilizar Fst como
medida de distancia genética (80). Para dos poblaciones Fgsr puede ser definida como

Fsmi:

Fo, = (xl -V )2 /221(1_21) Férmula 2.4

Donde x; e y; son las frecuencias de un alelo dado en un locus en dos
poblaciones y z; es el promedio de ambos. Esta estimaciéon puede ser hecha para cada
alelo y para cada locus, incluso sobre todos los loci. Para poder determinar a que nivel se
producen las diferenciaciones entre dos poblaciones, fue calculado con el programa

genepop 3.1 (137).
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El grado de significacion estadistica de la diferencia entre las frecuencias génicas
de cada una de las poblaciones (medidas a través de Fg7) en la raza fue verificado para
cada locus a través de la prueba de x® . El valor del mismo se calculé por medio de la

siguiente formula:

2" =2NFr(k=1)  Esrmula 2.4.1

Los grados de libertad se estimaron con la férmula (k-1) (s-1), donde k es el

numero de alelos por locus y s el nUmero de sub-poblaciones estudiadas (39).
VL.b.4) Test Exacto Para Diferenciar Poblaciones

Raymond,M. y Rousset,F. (Genepop 3.1),(104), propusieron un método para
ensayar la diferencia poblacional basado en que la composicién alélica es independiente
de la asignaciéon de la pobiacién. Este estadistico se basa en el uso de tablas de
contingencia usando las reiteraciones por el método en cadena de Markov para obtener
una estimacién no desviada del test de probabilidad de rechazar erroneamente la
hipétesis nula (ej: la composicién alélica es independiente de la asignaciéon de la
poblacion, es decir no hay diferenciacién). Se llevé a cabo con pruebas de independencia

entre poblaciones, para cada marcador genético, mediante tablas de contingencia.
VL.b.5) DIVERSIDAD GENETICA
VI.b.5.a) Nimero De Alelos Observados

Es una medida de variabilidad poblacional, se estimé como el numero total de

alelos observados por loci y por raza (tabla 1y 12).
Vi.b.5.b) Heterocigocidad Observada

Es una medida practica de diversidad genética, se define como la proporcion de
individuos heterocigotas por locus en la poblacién en estudio. Se determiné por conteo

directo de los genotipos heterocigotas (tabla 10y 20).

Vi.b.5.c) Heterocigocidad Esperada
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Un estimador de la diversidad genética es la heterocigocidad esperada, la cual fue
calculada para cada locus y cada poblacion usando la siguiente ecuacién a partir de las

frecuencias génicas:

i
=1 Férmula 3.0
Donde x; es la frecuencia génica del alelo i en un locus dado y m es igual al niumero de
alelos presentes. Considerando el nimero de individuos muestreados (93):

h= Zn(l - ixf )/(2;1 -1)
i=l

Férmula 3.1

Donde n es el nimero de individuos muestreados. Se calculé para cada marcador en
cada poblaciéon. También la heterocigocidad promedio para ambas razas en marcadores

microsatélites y polimorfismos bioquimicos. Segun la férmula:
H,=Yhlr
1=l Férmula 3.2

Siendo h; el valor de h, para el locus " y r el nimero de loci estudiados (57).
Vl.b.5.d) Varianza de la heterocigocidad

En la estimacién de He hay dos tipos de varianza producto de dos tipos de
muestreo, la debida al nimero de alelos muestreados (varianza intralocus) y la debida al
numero de loci estudiados (varianza interloci). La varianza intralocus puede reducirse
incrementando el nimero de individuos estudiados, mientras que la varianza interloci

puede reducirse aumentando el nimero de sistemas analizados (106).

Varianza interloci: Esta puede ser estimada a través de la formula:

O’He = 1—2 0,
r =1

Férmula 3.3
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Donde r es el numero de loci y O es la varianza de he que es igual a:

Varianza intralocus: La varianza en la he de un locus en particular puede ser estimada de

la siguiente manera:
O’Hej = 2{2(2n—2)[2x3 —(Exf)z] + Y x? —(inz)z}/Zn(Zn—l)

Foérmula 3.3.1

Vl.b.5.e) Test de significancia:

La comparacién entre los valores estimados de heterocigocidad de dos grupos
puede establecerse utilizando la prueba de t. El valor de t para un conjunto de loci se

calcula mediante la siguiente férmula:

t=d/Sd Férmula 3.4

Donde d es la diferencia entre las heterocigosidades y Sd los desvios estandares

promedios para todos los loci respectivamente.
VH) ANALISIS DE PARENTESCO

Existe una serie de supuestos o indicios racionales para plantear una duda en la
filiacion de un producto y llevar a cabo una prueba de paternidad, pues sobre la
maternidad suele existir certeza debido a que el resefamiento de los productos se hace
en el periodo de lactacién, cuando los vinculos materno-filiales son intensos. En cualquier
caso, si se llegara a cuestionar la maternidad, el analisis genético es el mismo que para
la paternidad. Los supuestos a que se hace referencia anteriormente son los siguientes:

e Yeguas que manifiestan signos de celo después de cubiertas, volviendo a ser
presentadas a un padrillo distinto.

¢ Gestaciones anormalmente cortas o largas que nos indican que no hubo fecundacién
cuando se programo la cubricidon con determinado padirillo.

e Aplicacién de técnicas de inseminacion artificial o transferencia de embriones.

¢ El empleo de sistemas de reproduccién en libertad.
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e Incompatibilidad de color de pelo de un producto con sus progenitores. (Ej: Regla de

los alazanes).

El analisis de parentesco se basa en el principio de exclusion. Los loci
polimérficos los posee el producto en doble copia ya que es un organismo diploide, por lo
tanto una de las copias la hereda de la madre y la otra del padre. Por lo tanto los alelos

presentes en la cria deben estar presentes en los padres.

En las disputas por paternidad es necesario determinar cuando un padrillo en
particular es padre de una determinada cria. Las consideraciones clésicas se limitan a

excluir un padre si no posee el alelo paterno correspondiente a esa cria para ese locus.

La eficiencia de la exclusion de los sistemas depende de las frecuencias alélicas

de las razas en estudio y el numero de marcadores analizados.

La eficiencia de la exclusidon dada puede ser evaluada a través de la probabilidad
de exclusion. Estima la habilidad de un marcador para determinar la exclusion al azar de
un padrillo como posible padre. Esa exclusién depende de las frecuencias alélicas para
ese locus, pero no del genotipo. Para un locus autosémico con alelos codominantes, las
probabilidades de la cria estan condicionadas a las de la madre. Un acercamiento de que
bueno es un locus para ser capaz de excluir al azar padrillo como padre, asumiendo que
no es el padre de la cria, esta dado por la suma de las posibles uniones de la madre-cria
y exclusiones del padre. Expresado en la ecuacién de probabilidad de exclusién Q.

10 ZI_H(I_QM)

k Férmula 4.0
Donde Qi es la exclusion de paternidad para el locus Ath (35).

Jamieson,A. en 1997,(63), describe la férmula general para calcular la capacidad
promedio de un sistema de marcadores para disputar la falsedad de un pedigri en una
especie unipara. La férmula es aplicable tanto para paternidad como para maternidad,

conociendo el genotipo de uno de los progenitores.

n 2 14 n n n 2 n 2 n
P=1-2Y pi +Y pi'+2) pi*=3Y pi’ =2/ Y pi’ | +33 pi ) pi’
i=l =1 i=l i=1 i=l i=1 i=]

Férmula 4.1

Usando el criterio que la exclusién debe estar basada en incompatibilidades
genéticas en mas de un sistema (21), permite al panel de microsatélites adecuarse a

eventos genéticos raros que se presentan en ellos: como son presencia de alelos nulos y
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mutaciones (27; 101; 102). Por lo tanto existen férmulas desarrolladas por Chakraborty,
R. en 1974 (35) que consideran que la probabilidad de exclusién se ve aumentado con el
incremento de uso de marcadores. Asi la probabilidad de exclusién total esta dada por la
combinacion de todos los marcadores genéticos.

QZI_H(l—Qlk)_ZQMn(I_Qu)

Ik Férmula 4.2

V.9) DISTANCIA GENETICA

Cuantifican el grado de diferenciacion entre dos taxones (conjunto de organismos)
y pueden ser consideradas de varias maneras : desde reducir la informacién ,ya que
transforman toda la informacién genética en un unico numero (136), hasta poner de
manifiesto la transformaciéon evolutiva que ocurre entre dos taxones que se separan,
siendo la cantidad de diferenciacion proporcional al tiempo de separacion, lo que hace
posible la reconstruccién de historias evolutivas. Todas estas estimaciones deben contar
con un modelo evolutivo de lo que sucedié con los taxones en estudio ya que si las
distancias evolucionaron de una manera diferente al modelo, estas no son una medida

adecuada.
V.9.a) DISTANCIAS EVOLUTIVAS

Son estimadas para cuantificar el significado evolutivo, dicha medida varia de
acuerdo conforme a la medida escogida. En el presente trabajo se utilizo la distancia de
Nei (90), que estima el nimero de sustituciones génicas que ocurren en genes de dos

taxones desde su divergencia a partir de un ancestro en comun.

V.9.a.1) DISTANCIA DE NEI, M. (92).

Para dos poblaciones (X e Y) respecto de las cuales se dispone de datos de las
frecuencias génicas (x e y)para mlocus , cada uno con jalelos . Nei propuso un calculo
en las siguientes etapas:

Inicialmente se calcula la probabilidad de dos alelos, escogidos uno de cada poblacién,

de ser idénticos. Para un locus con m alelos ese valor es calculado:
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m

j.\‘_v = zxiyi

i=1 Férmula 5.0

Ese valor es una medida de identidad entre dos poblaciones. Como las probabilidades de
alelos idénticos son tomados a partir de una Unica poblacion, son calculados para las

poblaciones X e Y:

m m 2
. 2 .
Jo= 20X Jy =2y
i=1 i=1

Usando estos valores la identidad entre las poblaciones pueden ser corregidas en
funcién de la probabilidad de alelos idénticos son obtenidos a partir de una unica

Férmula 5.1

poblacién. Por lo que se obtiene el valor de identidad normalizada (/) usando:

I=j,/\J.J, Férmula 5.2

Donde . , jy ¥ ixy SON las medias aritméticas de los valores de j , j, ¥ jx, obtenido para el
conjunto de loci analizados. A partir del valor de identidad se calcula la medida de

distancia como:

D, =-In(I) Egmulas.3

V.9.a.2) Filogenia De Los Individuos Como Unidades Taxonémias Operacionales
(OTUs)

Utilizando el programa Population (www.cnrs-gif.fr/pge) se calcularon las

distancias shared allele distance (DAS) (36) utilizando los individuos como OTUs para
construir filogenias de relacion entre ellos. Y poder determinar de esa manera si los

individuos de una misma raza tendian a agruparse en los mismos CLADES.

V.10) Asignacion De Raza

Utilizando el programa GeneClass para asignacion individual, fue posible calcular
a través del método bayesiano y el método basado en distancias genéticas (DAS) la

probabilidad de asignacién de cada individuo en su raza.


http://www.cnrs-qif.fr/pqe
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RESULTADOS

1) DESCRIPCION DE LAS RAZAS EN ESTUDIO
1.1) Polimorfismos Bioquimicos

Todos los marcadores proteicos (Al, Xk, Es y Tf) resultaron polimorficos en los PPA 'y en
los CA. Se observaron 13 variantes en PPA'y 12 variantes en CA (tabla 1).

El nimero efectivo de alelos mas bajo se observé en el sistema de las transferrinas (Tf) en PPA
(3,8802) y el mas alto fue en el sistema Post-albimina (Xk) en los CA (1,2495).

A través de los indices Fs; (140), (Formula 2.1), ( tabla 2 ) se observé la conformacién en
cuanto a exceso o déficit de homocigotas de cada alelo en cada sistema de las poblaciones en
estudio y el grado de significancia de cada desvio que indica el exceso o déficit de homocigotas
(Férmula 2.3).

El nimero promedio de alelos por loci fue 3,25 en los PPAy 3 en los CA .

1.1.a) ALBUMINA (Al)

Mientras que en los CA en el sistema Al el alelo A (f = 0,7) fue el mas frecuente, en los
PPA resultd mas frecuente el alelo B (f = 0,6474), (tabla 3).

DppA
WEcA

Frecuencias

Alelos

Figura n° 1. Frecuencias génicas en el sistema Al
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A través del indice Fg, por alelos (tabla 2), se analiz6 el exceso de homo o
heterocigotos. Asi, se observé en los PPA que ambos alelos resultaron en valores de Fgq
positivos pero no significativos, indicando un mayor nimero de individuos homocigotas
(0,7>p>0,5). En los CA por el contrario, ambos resultaron negativos pero tampoco en forma
significativa (0,7>p>0,5), indicando un mayor numero de individuos heterocigotas.

1.1.b) ESTERASA ALCALINA (Es)

En el sistema Es en el CA el alelo mas frecuente resulté el | (f = 0,775), y en el PPA la
variante F (f = 0,3919), (tabla 3). Ademas, en esta Ultima raza se detect6 la variante S que no se

observd en el CA.

EPPA
ECA

Frecuencias

Alelos

Figura n°® 2. Frecuencias génicas en el sistema Es.

A través de los indices Fig, (tabla 2) se observé que en los PPA todos resultaron
positivos pero solo el alelo 1 en forma significativa (0,01>p>0,001) indicando exceso de
homocigotas. En tanto, en los CA resultaron positivos los dos alelos presentes pero ninguno en

forma significativa (0,20>p>0,10).
1.1.c) POST ALBUMINA (Xk)

En el sistema Xk en las dos razas el alelo K resulté ser el mas frecuente con una
frecuencia similar en ambas(CA f = 0,8875; PPA f =0,8375) (tabla 3).
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B PPA
m CA

Frecuencias

Alelos

Figura n° 3. Frecuencias génicas en el sistema Xk.

En el calculo de los indices Fg por alelos se observé que tanto en el PPA y como en el
CA resultaron negativos y no significativos(0,20>p>0,10; 0,50>p>0,30 respectivamente)(tabla 2 ).

1.1.d) TRANSFERRINA (Tf)

Es el sistema proteico mas polimérfico en ambas razas. El alelo mas frecuente en los CA
fue F, (f = 0,425), luego D (f=0,3125) y H (f = 0,1125). En tanto que en PPA el alelo D (f = 0,375)
resulté ser el mas frecuente, luego F, (f = 0,236) variante no presente en los CAy, por ultimo F,
(f=0,1806) (tabla 3).

EHPPA
ECA

Frecuencias

Figura n° 4. Frecuencias génicas en el sistema Tf.
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A través de los indices Fs, se determind que en los PPA los alelos F; y F>resultaron
positivos y significativos (p<0,001; 0,01> p >0,001) evidenciando exceso de homocigotas, en

tanto en los CA la variante F;resulté positiva y significativa (p<0,001) (tabla 2).
1.2) POLIMORFISMOS DE ADN DEL TIPO MICROSATELITE

Todos los marcadores microsatélites resultaron polimoérficos en los PPA y los CA. En
total se observaron 57 alelos en los caballos PPAy 62 alelos en los CA en todos los sistemas de
microsatélites analizados (tabla 12). El nidmero promedio de alelos por loci fue de 7,12 +1,35 en
los PPAy 7,75 +1,66 en los CA.

En general, se observaron numeros efectivos elevados, lo que indica el grado de
polimorfismo de los sistemas analizados. Ambas razas muestran una media de numero efectivo
similar CA 4,5928+0,9273 y PPA 4,4558 + 0,7448.

La nomenclatura de los alelos fue tomada de los test de comparacion internacional

organizados por la ISAG ( tabla 13).

1.2.a) HMS6

En el sistema HMS 6, se observaron 6 alelos en los PPA y 9 alelos en los CA . En los
PPA se observé como alelo mas frecuente el alelo P (f = 0,257), luego los alelos Ky O con
una frecuencia de 0,23 y 0,203 respectivamente. Los alelos L (f = 0,122), M (f = 0,081) N (f =
0,108), resultaron poco frecuentes. En los caballos CA los alelos caracteristicos del sistema
fueron P (f = 0,368) y luego M (f = 0,316). Con mucha menos frecuencia se presentaron los
alelos N (f = 0,092) y Q (f = 0,066). Los restantes alelos (J, K, L, O y R) se observaron con una
frecuencia de 0,05 o menor, por lo que pueden ser clasificados como poco frecuentes (20).
A través de los indices Fig; se obtuvieron valores significativos y positivos para el alelo
K en los PPA(0,01>p>0,001) y para los alelos L y O en los CA (P>0,001) evidenciando aumento
significativo de homocigotas para dichos alelos ( tabla 13).
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Figura n° 5. Frecuencias génicas en el sistema HMS6.
I.2.b) HMS7

En el sistema HMS 7 se detectaron 5 variantes alélicas en los CA y 6 en los PPA. En esta
ultima raza se encontré al alelo L (f=0,461) como el mas frecuente, luego el alelo K (f=0,171), J
(f = 0,145), M (f = 0,079) y N (f = 0,092).0 (f = 0,053). En los CA los alelos mas frecuentes
resultaron el alelo M (f=0,363) y O (f=0,338) luego N (f=0,162), L (f=0,112).
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Figura n° 6. Frecuencias génicas en el sistema HMS7.
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Los indices Fisy; resultaron positivos y significativos los siguientes alelos en los PPA
para los alellos K (0,01>p>0,001), L (0,01>p>0,001), M (0,02>p>0,01) evidenciando exceso
de homocigotas. En tanto en los CA tres alelos resultaron negativos y dos positivos pero

ninguno en forma significativa, (tabla n ® 13).

1.2.c) AHT4

En el sistema AHT 4 en tanto, se determinaron 8 alelos en los CA y 9 en los PPA. En
estos ultimos los alelos H (0,3) y O (0,287), fueron los mas frecuente en la raza PPA, Luego J
(0,188), N (0,112) y L (0,063).Los restantes alelos |, K, M y P pueden ser considerados poco
frecuentes. En los CA el alelo J fue el mas frecuente(0,444), luego H (0,153), K (0,097), |, M
,O con 0,069. Los alelos L y N pueden ser considerados como poco frecuentes en la raza.

En el andlisis de los F\; en los CA tres alelos resultaron positivos y significativos : |
(p<0,001), M (0,01>p>0,001) y N (p<0,001) (tabla 13).

0,5
804
203

(]
§ 0,2
= 01
0

Alelos
Figura n® 7. Frecuencias génicas en el sistema AHT4.
1.2.d) HTG6

En el sistema HTG6 en los caballos CA se observaron 7 alelos y © en los PPA. En
estos el alelo mas frecuente resulté N (0,308), luego J (0,205), G (0,167), O (0,128), | (0,103),
los alelos H, K, L y M resultaron los alelos poco frecuentes. En CA el alelo méas frecuente
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resulto | (0,306); luego N (0,208); con la misma frecuencia G y O (0,139); por altimo J (0,111)
y M (0,083). El alelo L resulté poco frecuente (0,014).

0,1 1

0,4
S 0,3
S = PPA
o 0,2
o mCA
e
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Figura n°® 8. Frecuencias génicas en el sistema HTG6.

En los valores de Fy; cuatro alelos resultaron positivos significativamente en los PPA;
G (0,01>p>0,001), J (0,01>p>0,001), N (0,02>p>0,01) y O (0,01>p>0,001). En tanto en los CA
también cuatro alelos resultaron positivos significativamente; G (0,01>p>0,001), | (p<0,001), J
(p<0,001), M (0,02>p>0,01) y N (p<0,001) ( tabla 13).

l.2.e) HMS2

En el sistema HMS2 ambas razas presentaron 8 variantes alélicas. En PPA el alelo
mas frecuente resulté N (0,368), luego J, K y S con frecuencias respectivas 0,191, 0,162 y
0,132. El resto de los alelos resultaron poco frecuentes (L, M, O y R). En CA el alelo mas
frecuente al igual que en PPA resulté N (0,278), luego los alelos Ky L con una frecuencia de
0,208.Luego M (0,111), J (0,083). Y los alelos O y R resultaron poco frecuentes.
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Frecuencias

Alelos

Figura n°® 9. Frecuencias génicas en el sistema HMS2.

En el andlisis de los valores de F cuatro alelos resultaron positivos en forma
significativa en los PPA: K (p<0,001), L (p<0,001), M (p<0,001)y N (0,01>p>0,001), mientras
que en los CA solo tres alelos resultaron positivos significativamente K y L (p<0,001), y J
(0,02>p>0,01) (tabla 13).

1.2.f) AHT5

En el sistema AHTS los CA presentaron el mayor nimero de variantes alélicas (10)de
todos los sistemas analizados mientras que los PPA presentaron solo 6 alelos. En PPA el
alelo mas frecuente fue O (0,329), luego K (0,2), M (0,157), N (0,143) y P con una frecuencia
de 0,057 resulté el poco frecuente. En CA K fue el alelo mas frecuente con una frecuencia
0,265. Luego J (0,191), M (0,176), Ny O (0,103), P (0,074). Alelos poco frecuentes resultaron
G HIL
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Figura n°® 10. Frecuencias génicas en el sistema AHT5.

En los valores de F; en los PPA dos alelos resultaron positivos en forma significativa
K (0,02>p>0,01) y P (p>0,001). En los CA el alelo P resulté positivo en forma significativa
(0,01>p>0,001) ( tabla 13).

1.2.g) HTG4

En HTG4 ambas razas presentaron igual numero de alelos (6). En la raza PPA el alelo
mas frecuente fue M (0,472), luego N (0,194), L (0,181), K (0,111).0 y P resultaron los alelos
poco frecuentes. En CA el alelo M resultdé el mas comun (0,425), luego K (0,3), L
(0,175).Mientras que J, N y O resultaron los alelos menos frecuentes.

EPPA
ECA

Frecuencias

Alelos

Figura n® 11. Frecuencias génicas en el sistema HTG4.
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En los PPA solo un alelo resultdé positivo en forma altamente significativa, el alelo O
(p<0,001),en los CA los alelos L (0,01>p>0,001), M (p<0,001) y N (p<0,001) resultaron
positivos en forma altamente significativa (tabla 13).

1.2.h) ASB2

En ASB2 en la raza PPA se determinaron 7 alelos mientras que en los CA se
observaron 9 alelos. En los PPA el alelo mas comun fue K (0,297), luego N (0,243), M
(0,189), P (0,149), O (0,081), y menos frecuentes Ry L. En CA O y N resultaron los mas
frecuentes (0,281 y 0,266 respectivamente), luego P (0,141), L (0,094), M (0,078), Q
(0,063).Mientras que J y R resultaron los menos frecuentes.

En los PPA cuatro alelos resultaron positivos en forma altamente significativa: K, M, N
y O todos con una probabilidad <0,001. mientras que en los CA también cuatro alelos
resultaron positivos en forma altamente significativa, estos fueron J, O y S (p<0,001) y el alelo
M (0,01>p>0,001), ( tabla 13).
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Figura n® 12. Frecuencias génicas en el sistema ASB2.

i) COMPARACION DE LOS PPA CON LOS CA

I1.1) Niveles De Diversidad Genética En Los Polimorfismos Bioquimicas
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Las heterocigosidades observadas en la totalidad de la muestra presentan valores

extremos que van de 0,225 en el locus Xk a 0,675 en el sistema Tf en los CA.

En el analisis de las heterocigosidad promedio observadas a través de los cuatro loci
para las dos razas (PPA y CA) presentaron un valor similar 0,4671 + 0,1061 en PPA y
0,4125 + 0,1984 en CA.

Las varianzas de las heterocigosidades promedio (Férmula 3.3) resultaron muy bajas
en PPA (0,0008+0,0286) y en los CA (0,0007+0,0275), ( tabla 10).

La concordancia general entre los valores observados y esperados de heterocigocidad
en los polimorfismos bioquimicos analizados en las dos razas sugiere que la mayoria se halla
en equilibrio de Hardy-Weinberg, hecho que es realmente asi ya que citamos en el apartado
anterior que solo Tf en los PPA se encontré en desequilibrio, lo cual se refleja en la diferencia
del valor esperado‘de h, siendo este mucho mayor que el valor observado.

Cuando se realiza el analisis en ambas pobiaciones en conjunto la discrepancia entre
los valores observados y esperados es mayor. Esto seria por el efecto de juntar poblaciones
distintas (PPA y CA).

Por otro lado a través de la prueba de t se pudo establecer que la division entre las
razas no habria producido una pérdida estadisticamente significativa de la diversidad

genética en cada una de ellas con respecto a la poblacién considerada en conjunto.

11.2) En Los Marcadores Moleculares

Las heterocigosidades observadas en la totalidad de la muestra varian entre 0,4054
en el sistema ASB2 en los PPA a 0,8235 en el locus AHTS en los CA . Del analisis de las

heterocigocidad promedio observadas surge que ambas razas presentan un valor similar
0,6369 + 0,1314 en los PPA y 0,646 + 0,1197 en los CA

La discordancia general entre los valores heterocigosidad observados y esperados de
en las dos razas sugiere que la mayoria se halla en desequilibrio de Hardy-Weinberg, como
se menciond en el apartado referido a dicho topico.

Cuando el andlisis se realiza con ambas poblaciones juntas la discrepancia es mayor
entre los valores observados y esperados fue mayor debido a que se trata de poblaciones
distintas.

Tanto las varianzas de las heterocigosidades promedio asi como por locus fueron muy

bajas. (tabla 20). Por otro lado a través de la prueba de t se pudo establecer que la division
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entre las razas no habria producido una pérdida estadisticamente significativa en la

diversidad genética.

11.3) COMPARACION CON RAZAS EQUINAS RELACIONADAS ANCESTRALMENTE

11.3.1) Distancias Genéticas

En el presente trabajo se utilizd el programa DISPAN, que calcula la distancia
estandar y la distancia DA de Nei (91, 92), a partir de las frecuencias alélicas. Fueron
calculados arboles de distancia donde se aplicaron 1000 repeticiones de bootstrap, para los
polimorfismos bioguimicos y para los microsatélites, ademas se utilizaron datos bibliograficos
de frecuencias de razas relacionadas con las razas en estudio. No fue posible utilizar las
mismas razas en ambos tipos de marcadores porque no se hallaron los datos publicados. En
polimorfismos bioquimicos se utilizaron los datos bibliograficos de la comparacion de
frecuencias citada en el apartado anterior. Para los microsatélites ademas de los datos de los
PPA y los CA, se emplearon datos de los caballos Cuarto de Milla (QH)(21) , de las razas
europeas Sangre Pura de Carrera (SPC) (133), Asturcén (AS)(38), y por ultimo los asnos
Zamoranos (ZA), (4) como outgroup (grupo externo)

En todos los arboles el numero de los nodos corresponden a los valores de boostrap.
(Figuras 13, 14 y 15). En los tres dendogramas se observan en clusters (agrupamientos)
separados los PRE de los CA y los PPA. Estos Ultimos a su vez en los arboles generados con

microsatélites se observan junto a los AS formando un cluster.

En los polimorfismos bioquimicos las distancias estandar van de 0,1743 entre los CA y
los CH a 0,0174 entre los PRE y los PF, (tabla n° 22). En tanto las distancias DA obtenidas (
figura 13) fueron de 0,201 entre los PPA y los CH a la menor observada (0,0285) entre los
PRE vy PF. El arbol obtenido a partir de la distancia DA mostré a los CA y los PPA estos
agrupados a su vez con los BE. Esto esta avalado por valores de boostrap elevados (69-85%)
que le dan contundencia a estos resultados. En otro cluster se agrupan los PRE junto con los
PF y estos se relacionan de manera distante con los CH. Por altimo, en un cluster aparte
quedan los CH y los PF.

Con los microsatélites se realizaron dos comparaciones. En la primera se utilizaron
cinco razas (PPA, CA, PRE, AS y SPC) tipificadas para seis microsatélites (HMSS,
HMS7,HTG6, HMS2, HTG4 y ASB2), y en la otra se consideraron siete razas (PPA, CA, QH,



RESULTADOS 68

PRE, AS ,SPC y ZA) analizadas con tres microsatélites (HMS6, HMS7,HTG6). Esto Gltimo fue
para incorporar mas razas en el analisis.

Para las distancias estandar obtenidas en el primer caso (cinco razas y seis
microsatélites), el valor mayor correspondié a PRE y AS (0,7665) y el menor valor a PPA y
CA (0,2964). En las distancias DA la mayor distancia también correspondié a PRE y AS
(0,4012) y la menor a PPA y CA (0,152). ( tabla 24). El arbol obtenido a partir de la distancia
DA (92) (figura 15) agrupd a las razas estudiadas en dos cluster principales. Por un lado
quedaron los PRE y los SPC y en la otra rama principal los CA y los PPA estos ultimos unidos
en un cluster con los AS . La consistencia de estos arboles surge de los valores de boostrap
obtenidos.

En el segundo calculo las distancias fluctuaron entre 4,5688 entre los AS y los ZA y
0,2803 entre los QH y CA. En la distancia DA el valor mas elevado también correspondié a
los AS y ZA (0,923) y el menor valor a los PPA y los QH (0,1724)(tabla 23). El arbol obtenido
a partir de la distancia DA (92)( figura 14) agrupd en un primer cluster a los ZA como
outgroup y las restantes razas juntas. Primero se diferencia los PRE como raza ancestral a
las demas, luego los SPC, en otra rama los CA y por ultimo los PPA agrupados en un ultimo

cluster junto con los AS.

Il) DIFERENCIACION GENETICA
ll.1.a) indices De Fijacién En Los Polimorfismos Bioquimicos

A través de los indices Fig (140) por sistema se observé la conformacion en cuanto a
exceso o déficit de homocigotas de las poblaciones en estudio a nivel de los loci. Asi resulté
que en casi todos los sistemas, en el PPA se expresan en valores positivos, (s6lo Xk es
negativo) , mientras que en los CA dos de los sistemas resultaron negativos (Al y Xk) y dos
positivos (Es y Tf). Sin embargo solo Tf en PPA resulté significativo al analisis del y 2
(Férmula 2.3)(tabla 8).

En el andlisis del Fi, (Formula 2.1), como ya fue citado anteriormente, solamente los
alelos del sistema Xk en ambas razas, los alelos del sistema Al en los CA y los alelos H, O y
R en Tf en los CA resultaron negativos, indicando aumento de heterocigotas. Los demas
alelos resultaron todos positivos (tabla 2). De los cuales solamente el alelo | en el sistema Es
y los alelos F, y F» en la raza PPA resultaron positivos en forma significativa. En los CA solo

el alelo F; del sistema Tf resulté positivo en forma significativa para el mismo analisis.
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El exceso de homocigotos encontrado para el sistema Tf en los PPA origind el
desequilibrio de Hardy-Weinberg. El sistema Xk result6 en valores negativos pero no
significativos reflejando el hecho que cuando se presenté el alelo S siempre fue en
heterocigosis. De todas maneras ningun desvio fue significativo. En los CA también se
observo exceso de heterocigotas en el sistema Xk y en el sistema Al en forma no significativa.
En el sistema Tf la mitad de los alelos resultaron positivos pero ninguno en forma significativa

hecho que se refleja en el equilibrio encontrado en este sistema en los CA.

En cuanto a los marcadores moleculares en los PPA numerosos alelos resultaron
positivos y significativos, mientras que los que resultaron negativos ninguno lo fue en forma
significativa (tabla 13),indicando claramente el exceso de homocigotas determinado en el
andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg. En los CA sucedié lo mismo, todos los valores de
F Fisq significativos eran positivos, indicando el exceso de homocigotas ya descripto en el
punto anterior.

En cuanto al indice Fsr para ver la diferencia entre las poblaciones para los
marcadores bioquimicos en conjunto resulté del 15%, el cual esta dado por los valores que
toma Fsr en los sistemas Al (20%) y Es (27%) , marcando grandes diferencias entre las
poblaciones en estudio, dada por los alelos diferenciales de raza. Por esta razén fueron
analizados cada alelo para el valor Fsrq (Férmula 2.4) para ver de que manera contribuia cada
uno de los alelos a la diferenciacion citada. Dicho analisis revelo que tanto el alelo A como el
B en el sistema Al contribuian de igual manera (23%),mientras que en el sistema Es el alelo |
dio un valor de F g1y del 50% y el alelo S del orden del 40%(este ultimo es exclusivo de
losPPA)( tabla 9) En el sistema Tf el valor de Fgy resultd del 6%, y el alelo que mas varié en
este sistema entre ambas razas fue F, , que esta presente en los PPA (f = 0,23) y ausente en
los CA. Otro alelo que es exclusivo en este caso de los CA, el F;, aunque no marca una
diferencia tan importante (F s =5%) dado que su frecuencia es baja (f =0,05),encontrandose

en el limite de alelo poco frecuente.
l1.1.b) indices De Fijacién En Marcadores Moleculares

Mediante los indices Fiy (tabla 13) de cada raza se determiné la estructura en cuanto
a exceso o déficit de homocigotas. Asi, resulté que casi todos los sistemas en ambas razas
se expresan en valores positivos, (s6lo HMS7 en CA y HTG4 en PPA resultaron negativos) lo
que indica elevado numero de homocigotas en los animales en estudio, pero solo en algunos

casos dichos valores resultaron positivos en forma significativa : Los sistemas HTG6, HMS2 y
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ASB2 en los PPA ; y los sistemas HTG6 y HTG4 en los CA. Del andlisis de F s de las
poblaciones en conjunto resulté que todos los valores fueron positivos. Y los sistemas HTGB,
HTG4, HMS2 y ASB2 en forma significativa (Tabla 18).

El valor total de Fst cercano al 6,5% (p<0,0000), (tabla 18) indica que ese porcentaje
de variacién genética se debe a la diferencia entre las razas estudiadas, el restante 93,5% es
debido a diferencias entre individuos.

A través de los valores de Fgr se pudo determinar que el valor mayor correspondia al
locus HMS7 con 17%, luego HMS6 (7,31%) y AHT4 (7,24%). Para discriminar que alelo
contribuia mas en cada sistema se realizé el analisis de los valores de Fgr4 (tabla 21), para el
locus HMS7 se observé que los alelos L (29%), O (25%), J (15%) contribuian en mayor grado
y en menor medida K (12%). Esto es asi dado las grandes diferencias entre los valores de las
frecuencias génicas de las razas en estudio (ver resultados por sistemas ). Asi por ejemplo el
alelo L que es el mas comun en los PPA (f = 0,461) resulté con una frecuencia de 0,112 en
los CA. Otro tanto sucede con O (PPA f =0,053 mientras que en los CA (f = 0,338) y J que
esta presente en los PPA (f = 0,145) y ausente en los CA.

Ambas razas presentan en promedio un déficit del 18% (0,02<p<0,01)de
heterocigotas. Y en conjunto presentan un déficit del 24% (Fr =0,2408; 0,01<p<0,001) ( tabla
18).

lll.2) Comparacion De La Distribucién De Las Frecuencias Génicas Y Genotipicas
lll.2.a) Test Exacto Para Diferenciar Poblaciones En Polimorfismos Bioquimicos

Para evaluar los niveles de diferenciacion génica entre los CA y los PPA se utilizaron
tablas de contingencia para contrastar la hipétesis que la distribucion alélica 6 génica es
idéntica a través de las poblaciones (Hy). Para tal fin fue utilizado el test de probabilidad 6
Fisher exact test (105),el cual resulté altamente significativo (p = 0,0000)con un valor de 2
tendiente a infinito cuando se consideraron las razas en conjunto. Con el mismo criterio se
analizo la distribucién genotipica, resultando también altamente significativa al test de Fisher
(p =0,000) (tabla 11).

Analizando cada marcador en cada raza con las hipétesis citadas solo el sistema Xk
resultd con idéntica distribucion de las frecuencias génicas y genotipicas entre ambas razas
(p = 0,492; p = 0,449 respectivamente). En tanto los demas marcadores resultaron altamente

significativos (p<0,000).
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Ill.2.b) Test Exacto Para Diferenciar Poblaciones En Los Marcadores Moleculares

Al igual que con los marcadores bioquimicas, para evaluar los niveles de
diferenciacién génica entre los CA y los PPA se utilizaron tablas de contingencia para
contrastar la hipétesis que la distribucidén alélica 6 génica es idéntica a través de las
poblaciones (Hp). Utilizando el test de probabilidad ¢ Fisher exact test (105),el cual resulté
altamente significativo (p < 0,0000). Con el mismo criterio se analizé6 la distribucion
genotipica, resultando también altamente significativa (p < 0,0000) en el marcador
HMS6,HMS7, AHT4.

En el sistema HTG6 la comparacion de las frecuencias génicas entre los PPA y los CA
resulté  significativa (p = 0,015). En cambio, las frecuencias genotipicas presentaron
diferencias no significativas (p = 0,063). Nuevamente en el sistema HMS2 las diferencias
génicas y genotipicas resultaron altamente significativas (p =0,0006 y p =0,0059,
respectivamente), al igual que en AHTS (p =0,0001 y p =0,0001, respectivamente) y ASB2
(p<0,0000 y p =0,0002).En tanto en el sistema HTG4 surgié que existian diferencias
significativas en ambos niveles(p =0,0028 y p =0,0093 respectivamente).

IV) MECANISMOS EVOLUTIVOS QUE DIFERENCIARON LAS RAZAS:
IV.1.a) Calculo Del Equilibrio En Polimorfismos Bioquimicos

Para comprobar si cada poblacién estaba en equilibrio de Hardy- Weinberg, se
realizaron pruebas de x* Ji cuadrado), de contraste entre los valores observados y
esperados para las diferentes clases genotipicas y el numero de alelos, por raza y en
conjunto en aquellos marcadores que por su numero de alelos permitian aplicar este test (Al,
Xk y Es). Resultando todos los polimorfismos bioquimicos en equilibrio (tabla 4).

Por otra parte se utiliz6 el programa Genepop 3.1(105) que permite realizar tres test
distintos para chequear el equilibrio de Hardy- Weinberg: el test de probabilidad y los test
exactos para exceso o déficit de heterocigotas, todos con la misma hipdtesis nula (Ho= unién
al azar de las gametas) y la diferencia entre ellos es la zona de exclusion.

-El Probability-test se realizd a través de los loci y las poblaciones. El analisis en
conjunto fue construido por el método Fisher’s.

Para los sistemas Al, Xk, Es se utilizd el algoritmo de la enumeracion completa. Para el
sistema Tf que presenté mas de 5 alelos en las dos muestras analizadas se utilizé el método
en cadena de Markov. Los tests resultaron no significativos en todos los marcadores

bioquimicos con excepcién del sistema Tf en los PPA (P = 0,022), (tabla n° 5). Los x* por
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razas resultaron no significativos en ambos casos (tabla n°® 5) y el mismo analisis para loci y
razas en conjunto resulté significativo (p<0,05).

Para ajustar los resultados en relacién con las hipétesis de déficit o exceso de
heterocigotas se utilizaron los test exactos, calculados con el mismo programa:

-Para el test exacto con H ; = Déficit de heterocigotas se utilizé el mismo esquema de
algoritmos explicado en el punto anterior. Nuevamente el sistema Tf en los PPA resuité
significativo (p =0,012) y también el sistema Es en la misma raza (tabla n° 6).

-Para el test exacto con H ; = Exceso de heterocigotas, con la misma aplicacién de los

algoritmos, en este caso ningln sistema resulté en desequilibrio (tabla n° 7).
IV.1.b) Calculo Del Equilibrio En Polimorfismos Moleculares

El test de probabilidad (Probability-test) se realizé a través de los loci y las
poblaciones. El analisis en conjunto fue construido por el método Fisher’s. Por el cual se pudo
establecer que solo los sistemas HMS6 y AHT4 se hallaron en equilibrio, el sistema HMS7
resultd en desequilibrio significativo. En tanto HTGB, HMS2, AHTS, HTG4 y ASB2 en
desequilibrio de Hardy-Weinberg altamente significativo ( tabla 14).

Analizando del punto de vista de déficit o exceso de heterocigotas por F Fis (Genepop
3.1) (tabla 15 y 16) en el primer caso resultaron en desequilibrio en los PPA en forma
signifcativa el sistema HMS7 (p =0,047), muy significativa HTG6 (p =0,008), HTG4 (p =0,017),
y altamente significativos HMS2 (p<0,000), ASB2 (p<0,000). En los CA los sistemas AHT4 (p
=0,022), HMS2 (p =0,003) presentan desequilibrio de H-W en forma signficativa, el sistema
HTG4 en forma muy significativa (p = 0,007) y, por ultimo, en forma altamente significativa
HTG6 (p<0,000), ASB2 (p<0,000).

En la hipétesis de exceso de heterocigotas ningun sistema resulté significativo en
ninguna de las dos razas (tabla 16).

V) GRADO DE DISCRIMINACION DE LOS MARCADORES ESTUDIADOS
V.1) Analisis De Parentesco

La eficiencia de la exclusion dada por cada sistema o varios en conjunto puede ser
evaluada a través de la probabilidad de exclusién. La cual estima la habilidad de un marcador
para determinar la exclusiéon al azar de un padrillo o yegua madre segun sea el caso como
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posible progenitor, inclusive de ambos a la vez. Esa exclusion depende de las frecuencias
alélicas para cada locus.

Aplicando la férmula de Q (Férmula 4.0)( tabla 19) fue posible determinar para ambas
razas dichos valores. Resultando mucho menores para el caso de los marcadores
bioquimicos con respecto a los moleculares; en la raza PPA en el caso de la Q simple
combinada para los loci bioquimicos fue de 0,6505 y la doble 0,1873 para los mismos tipo de
marcadores. En tanto en la raza CA ambos valores fueron un poco mas elevados 0,7626 (Q
simple) y 0,3195 (Q doble). Cuando se consideraron los marcadores moleculares
(microsatélites)en el caso de los PPA el valor de Q simple se elevd a 0,9988 para los ocho
marcadores en conjunto mientras que la Q doble fue de 0,9864. En los CA también se
observaron valores elevados 0,9989 (Q simple) y 0,9876 (Q doble).

En ambas razas considerando el set de marcadores bioquimicos y moleculares en
conjunte el valor de Q se aproximé a la unidad, asi en los PPA la Q simple tomo un valor de
0,9997 y la Q doble 0,9964, en tanto los CA el valor de Q simple fue de 0,9996 y la Q doble
0,9952.

V.2) Filogenia Con Individuos Como Unidades Taxonémicas Operacionales (OTUs)

El resultado fue un arbol (figura 16) que presenta 3 ramas principales para cada raza.
En las primeras se agrupan 35 de los 40 caballos PPA , solo 5 caballios CA se ven entre los
PPA. En el otro grupo de tres ramas hay 35 de los 40 CA y solo 5 PPA aparecen alli.

V.3) Asignacién De Raza

Utilizando el programa GENECLASS y aplicando el método bayesiano fue posible
asignar 18 de 40 (45%) individuos PPA como tales, 3 PPA (7,5%) fueron asignados
errébneamente a los CA. Por ultimo 18 caballos PPA (45%) fueron clasificados en ambas

razas y solo1 quedo sin asignar.

En tanto en los CA 23 caballos fueron asignados correctamente (57,5%) y 15 animales
en ambas (37,5%). Mientras que solo 2 (5%) quedaron sin clasificar.
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DISCUSION

1) PERFIL DE LAS RAZAS ANALIZADAS

I.1) Polimorfismos Bioquimicos

Es posible trazar lo que se denomina perfil de las razas determinando los alelos mas
frecuentes en los distintos sistemas. Asi en la raza Paso Peruano Argentino (PPA) en el
sistema albumina el alelo mayoritario resultd B. En el sistema esterasa, en tanto, los alelos F
y S. En Post-albumina el alelo K y por Ultimo en transferrinas los alelos D y F;. En los
Caballos Criollos Argentinos (CA) en el sistema Al, por el contrario que en los PPA, el alelo A
resulté el mas frecuente, en el sistema Es el alelo | y ausente el alelo S, en Post-albumina (al
igual que en los PPA) el alelo K resultd el mas frecuente, por Gltimo en Tf los alelos mas

frecuentes fueron F, y D mientras que el alelo F; no se registré en esta raza.

1.1.1) Comparacion Con Datos Publicados De Frecuencias Génicas En Los Marcadores

Estudiados En Distintas Razas Equinas

Se realizaron comparaciones tomando datos publicados de frecuencias génicas en
polimorfismos bioquimicos de razas relacionadas. Entre las americanas los Chilotes (CH)
(32); Los Paso Peruano (PP) y los Paso Fino de Estados Unidos de Norteamérica (PF), (18).
Y como razas europeas relacionadas con el origen de los caballos americanos los Pura Raza
Espanol (PRE), (131) y los Berberiscos (BE), (68).

Los PP presentaron, al igual que los PPA ; los BE; los PF y los CH el alelo B como
alelo mayoritario en el sistema Al. Los CA por el contrario presentaron el alelo A como mas
frecuente al igual que los PRE. En el sistema Xk el alelo K fue el mas frecuente en todas las
razas analizadas. En el sistema Es no fue posible realizar la comparacion ya que los datos
publicados correspondian a una técnica distinta por lo que los alelos no eran comparables.
Por dltimo en Tf los PPA, junto con los PP, PF y PRE presentaron como alelo mas frecuente
al alelo D luego al F», en el caso de los CA y los BE el alelo F, resulté mas frecuente que €l D.
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1.2) En Los Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares de tipo microsatélite permitieron determinar como perfil
de la raza observado en los PPA a los alelos K y P en el sistema HMS6, en tanto, en el
sistema HMS7 el alelo L resulté caracteristico. En el sistema AHT4 el alelo mas comun
resultd el H y luego el O. En el sistema HTG6 el alelo N, en HMS2 el alelo N. En el sistema
AHT5 el alelo O, en HTG4 el alelo M y, por ultimo, en ASB2 el alelo K. Los alelos L del
sistema HMS7 y M del HTG4 con frecuencias de 0,461 y 0,472 respectivamente resultaron
los mas frecuentes en la raza.

En cuanto a los caballos Criollos Argentinos (CA) en el sistema HMS6 los alelos P y
M resultaron mayoritarios. En HMS7 los alelos M y O, en el sistema AHT4 el alelo J, (con la
frecuencia mas elevada observada en todos los sistemas analizados en la raza, f = 0,444). En
el sistema HTG6 el alelo 1, y en el sistema HMS2 (al igual que en los PPA) el alelo N. En el
sistema AHT5 el alelo K, en HTG4 (al igual que los PPA) el alelo M. Por dltimo en ASB2 los
alelos Oy N.

Al igual que en los polimorfismos bioquimicos fueron realizadas comparaciones con
frecuencias de razas relacionadas publicadas por diversos autores. De dichas comparaciones
surgieron los siguientes datos (tabla 22): los caballos Cuarto de Milla (QH) (21) y Sangre
Pura de Carrera (SPC) (131), comparten con los CA en el sistema HMS6 los alelos
mayoritarios M y P. Por otra parte los PPA en el mismo sistema presentan también
mayoritariamente el alelo P luego comparten el alelo K con los Pura Raza Espafiol (PRE) y el
O al igual que los PRE vy los Asturcones (AS) (38). En el sistema HMS7 el alelo O de los CA
es compartido con los PRE vy los SPC, el alelo M esta presente en QH, PRE y SPC. En los
PPA el alelo L lo presentan también los QH y AS.

En el sistema AHT4 el alelo J de los CA es presentado también como alelo mayoritario
en los QH, PRE y SPC. En tanto los PPA comparten el alelo H con los SPC y el O con los
SPC y los QH. En HTG6 no existe un patrén de distribucion de frecuencias tan homogéneo
asi el alelo | de los CA esta presente pero en muy baja frecuencia en los PPA, QH y AS.
Mientras que los PPA comparten el alelo J con QH y SPC. En tanto el alelo N solo se
presenta en los CA.

En el sistema HMS2 el alelo N fue el mas frecuente en los CA, se presenta también
en los PPA, PRE y AS. En AHT5S el alelo K de los CA es compartido por los QH y los PRE
(en estos ultimos no como alelos mayoritarios), en el caso de los PPA el alelo O presente en

los CA, CU, QH y PRE. Tampoco en este caso es el alelo mayoritario.
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En el sistema HTG4 los CA presentan los alelos K y M con frecuencias mayores al
igual que todas las razas incluidas en la comparacion, mientras que solo los PPA presentan
como mas frecuente al alelo M.

Por ultimo en el sistema ASB2 el alelo K en los PPA lo comparte con los AS y SPC, mientras

que los CA presenta como mas frecuente el alelo O al igual que los SPC y AS.

Il) EL ORIGEN DE LAS RAZAS AMERICANAS
1.1) Propuesta De La Relacion Histérica De Las Razas En Estudio

Basandose en los registros histéricos, el origen de las razas analizadas estaria dado
por los caballos traidos por los conquistadores. De acuerdo a lo citado anteriormente, hay
historiadores (2;26), que sostienen que el caballo que hoy se conoce como Pura Raza
Espaiiola, (PRE), no es el antecesor comun de los caballos americanos. Cabrera (26) postula
la influencia del caballo Berberisco (BE) sobre el caballo espafol de la época de la conquista,
diferenciando que no se traté de caballos Arabes sino de caballos bereberes traidos por los
moros. Describe un caballo de tipo mesomorfo, cuello corto y musculoso, anca redondeada,
etc., dichas caracteristicas son coincidentes con el caballo actual Criollo Argentino (CA), e
incluso el Paso Peruano Argentino (PPA). Altamirano (2) cita que el PRE fue creado en 1567,
es decir 30 anos luego de la primera fundacion de Buenos Aires y que incluso resultdé un
caballo tan bueno que se destind a la nobleza y el clero. Que de ninguna manera pudieron
llegar en gran cantidad a América ya que era un caballo para ese grupo social
exclusivamente. Otra historiadora, Von Rust Mc Cormick (134), sostiene que los
conquistadores trajeron a América caballos ambladores y trotadores, y que consta en el
Archivo de Indias que los caballos espanoles de la época de la conquista eran una mezcla de
caballos Célticos (de Galicia), Sorraia (de Portugal) y Berberiscos (de Marruecos).Y que los
PPA simplemente son consecuencia de la seleccion intensiva que se llevé a cabo en el Peru
del tipo de caballo amblador.

Con el fin de testear estas hipotesis se realizaron arboles a partir de distancias
genéticas para determinar la relacion que guardaban con las razas propuestas como origen.
No fue posible testear con Sorraias y Frisones ya que no existen datos publicados de
frecuencias génicas de estas razas en microsatélites.

En los polimorfismos bioquimicos se incluyeron los Chilotes (CH)(32), los Pura Raza
Espafol (PRE)(131),los Paso Fino (PF)(18) y los Berberiscos (BE)(68). Para los
microsatélites fueron comparadas las frecuencias génicas de los mismos sistemas de

microsatélites con datos bibliograficos de los Pura Raza Espanol (PRE) (131), la raza de
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ponies espafioles Asturcones (AS)(38), que serian los representantes de los caballos célticos
de Galicia. Otra raza europea como los Sangre Pura de Carrera (SPC) ( 131). Otra raza
americana: el Cuarto de Milla (QH), (21), la cual se supone tienen el mismo origen que los CA
y los PPA.

En los polimorfismos bioquimicos y en los microsatélites los arboles obtenidos
agrupan a los PPA y los CA en un cluster distinto que el PRE. Esto corroboraria las hipotesis
planteadas sobre la negacion del caballo PRE como antecesor de los mismos. Por otro lado
en el arbol de los polimorfismos bioquimicos los BE se asocian con los PPA, avalando una
mayor relacién con estos caballos.(Figura 13).

Cuando analizamos los arboles obtenidos a partir de los microsatélites (Figuras 14y
15) podemos observar que los AS se asocian con los PPA. Esto no es menor ya que se cito a
los caballos célticos, (los AS), como originarios de los caballos americanos, incluso estos
caballos son ambladores, sosteniendo aun mas la teoria que citaba que durante la conquista
fueron introducidos caballos trotadores y ambladores. La relacion con los QH estaria dada por
el origen comun de estos animales y por otro lado la amplia difusién de dicha raza que
actualmente se encuentra en casi todos los paises americanos. Por otra parte otras razas
americanas que quedan diferenciadas a nivel de los polimorfismos bioquimicos (CH y PF)
estaria dado por el aislamiento reproductivo en que se encuentran las mismas. Sobre todo
los CH, que habitan en una isla con un aislamiento que data de 1817. Por otro lado los PF
han sido sometidos a una intensa seleccion funcional, fundamentalmente en los paises de
centroamérica, evitando cruzamientos con razas foraneas y determinando un biotipo con el
caracteristico andar ya descripto.

Ouragh (97), sostiene la teoria de que los BE han contribuido a la formacion de razas
europeas y americanas. Hecho que es citado por otra autora (68), quien encontr6 una
estrecha relacion entre estos y los caballos criollos uruguayos (CCU).Estudios realizados en
polimorfismos bioquimicos en los CA (99) ligaron a este con los BE, a través de matrices de
correlacion.

Por lo expuesto es posible afirmar que las razas americanas se encuentran mas
relacionadas con el BE y en el caso de los PPA con caballos AS, que con el PRE.
Sustentando la postura de los historiadores que afirman que los PRE no son antecesores de
los caballos americanos. Podemos proponer que en la época de la conquista fueron traidos
diversos tipos de caballos, entre los cuales habia ambladores (por €j. los AS) y trotadores.
Que determinadas circunstancias de cria y aislamiento reproductivo hicieron diferenciar a
unas razas americanas de otras. Por ejemplo los PP fueron sometidos a 400 afos de intensa

seleccion con un objetivo netamente funcional (andar en ambladura) y un aislamiento
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reproductivo dadas las caracteristicas geograficas del Peru. Los caballos PPA por tener su
origen en dichos animales mantienen dicha diferenciacion. En tanto los CA (sus ancestros)
sufrieron un proceso de seleccion con diferentes objetivos de cria: basicamente utilidad para
diferentes tareas rurales, rusticidad y resistencia. Ademas su evolucién se dio en todo el
territorio de nuestro pais donde existen diversidad de ambientes en donde adaptarse (desde
la pampa himeda hasta la aridez de la patagonia y el norte argentino). Con extremas
condiciones de clima y por ende de comida disponible. Por lo expuesto se logré un tipo de
caballo funcional Unico y que aun hoy se cria en extension sin requerir muchos cuidados. A

diferencia de otras razas equinas que necesitan intensa asistencia.

Ill) COMPARACION ENTRE LAS RAZAS ANALIZADAS

l1l.1) Diversidad Genética

La variacion dentro de los grupos fue medida como el promedio de la heterocigosidad
esperada y el niumero de alelos observados (na). Mientras que entre los grupos por la
distancia genética.

En el caso de los marcadores bioquimicos las variables citadas resultaron mas
acotadas por la naturaleza de los marcadores que presentan menos alelos que los
microsatelites. Comparando las razas en estudio los na fueron similares en ambas razas a
excepcion del sistema Es que en los PPA presentd 3 alelos y en los CA 2. En cuanto de He
en los cuatro sistemas de polimorfismos bioquimicos analizados en conjunto los PPA
presentaron valores mayores que los CA (tabla 10). Al comparar los valores de He de ambas
razas por el método de T de Student no se observaron diferencias significativas. En
tanto los valores de heterocigocidad esperada por loci (he) los que contribuyeron en mayor
medida fueron el loci mas polimérfico para ambas razas: Tf ; Luego en los PPA el sistema Es,
que en dicha raza presenté 3 alelos y en los CA, en cambio Al.

En los microsatélites analizando los valores de he observamos solo 2 sistemas (HMS6
y HTG4) que presentan valores mayores en los PPA con respecto a los CA. Todos los valores
de he en los PPA contribuyeron en igual medida al valor de heterocigosidad promedio (fueron
entre 70-80%), en tanto en los CA sucedi6 algo similar (he entre 69-85%). Los valores de He
(diversidad génica) son semejantes, 0,7797 en los PPA y 0,7842 en los CA y similares a los
obtenidos con estudios realizados en caballos criolios uruguayos (68) H = 0,729, en razas de
caballos espanoles-célticos las He van de 0,702 (Pottoka) a 0,760 (Caballo Gallego), (28), y
al igual que estas superiores a los caballos Sangre Pura de Carrera (He = 0,677) reportados

en el mismo trabajo. A pesar del aumento de individuos homocigotas observado en distintos
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sistemas de los microsatélites, en las razas analizadas, los valores de he y de He se
mantuvieron altos (tabla 20). El test de T tampoco reflejo diferencias significativas entre los
valores de He halladas en los PPA y los CA.(t = 2,327, n.s.).

Por otra parte comparando los valores de ho y he se observa una disminucion de los
primeros con respecto a los segundos, en los polimorfismos bioquimicos solo en TF en los
PPA en tanto en casi todos los sistemas de microsatélites en las razas en estudio (PPA: en
todos los loci de STR’s con excepcidn de HTG4; en los CA: 1o mismo que en los PPA pero
con excepcion de HMS7). Dicho hecho se ve reflejado en los desvios del equilibrio de Hardy-
Weinberg observado en numerosos marcadores hacia un exceso de homocigotas, como fue

citado en resultados.

El analisis de la poblacién en conjunto (PPA+CA) muestra una mayor divergencia
entre la heterocigocidad observada y esperada, siendo esta ultima notablemente mayor. Esto

podria estar dado por unir poblaciones discretas.

En las razas de animales domésticos ocurren usualmente drasticas reducciones en el
tamano efectivo de las poblaciones acompafadas de fenémenos de endocria. Los altos
niveles de heterocigosidad pueden verse afectados por estos dos factores, por lo que se
podria esperar que el polimorfismo decreciera. En las razas en estudio no existié una pérdida
significativa de heterocigosidad. Esto es debido a que la reduccién de heterocigosidad a
través de un cuello de botella, como fue el momento de la introduccién del caballo en América
por los conquistadores, no dependié solo del tamafio poblacional, sino también de la tasa de
crecimiento poblacional. Durante el cuello de botella se eliminan muchos alelos de baja
frecuencia, mientras permanecen los alelos con frecuencias intermedias. Por lo tanto, la
disminucion de la frecuencia de alguno de los alelos mas importantes ha sido compensada

por alguna de las variantes intermedias, sin pérdida apreciable de la heterocigosidad.

En cuanto a la tasa de crecimiento poblacional, cuando la poblacion crece
rapidamente después de pasar por un cuello de botella, la pérdida de alelos so6lo ocurre en
las primeras generaciones y no es muy grande. Ademas, se puede suponer que va
acompafada por una expansion territorial por la cual podrian ponerse en contacto sub-
poblaciones previamente separadas (47). Asi podemos inferir que después de la época de la
conquista, segun registros de la época, en el 1600 se exportaban 100.000 cueros de
caballos por afio desde América a Espafia (26). Por lo que se puede extrapoiar que la tasa de
crecimiento poblacional equino en América fue exponencial.

A pesar de haber sido introducido un numero finito de caballos durante la conquista, la
gran tasa de crecimiento poblacional, debido a la formacién de centros de cria en América, el



DISCUSION 80

surgimiento de los baguales y con ellos la expansion territorial, fueron los mecanismos a
través de los cuales se mantuvo la variabilidad en ambas razas Y en la muestra de los
caballos que se analizo en este trabajo, el nimero de alelos promedio y la He fueron similares
con los datos publicados para otras razas indicando que no existen diferencias apreciables en

los niveles de variabilidad genética.

IV) DIFERENCIACION GENETICA

IV.1) indices De Fijacion

En el andlisis de las razas en conjunto en los marcadores bioquimicos el valor de Fgsr
se eleva al 15%(n.s.), considerado una gran diferencia (139), marcando una clara
diferenciacion entre las poblaciones en estudio. Ya se citd en el apartado de resultados que
las diferencias que daban este valor estarian dadas fundamentalmente por las diferencias
observadas en los sistemas Al y Es, ya que presentan alelos mayoritarios opuestos. En tanto
en los marcadores moleculares dicho valor fue bastante menor Fst = 6,5% (p<0,000), lo que
indica una moderada diferenciacion entre las poblaciones en estudio.El valor observado es
similar al reportado para estudios de microsatélites realizados en razas de caballos espafoles
célticos (8%) (28) , en razas de asnos espanoles (Fsr = 5%)(4), y menor que otros reportes de
razas de caballos noruegos (Fst = 12%)(12), en razas bovinas europeas (19%) 80), en
perros (9,9%)(65), en cabras (17%) (111) y en humanos del (10-20%)( 30).

Con el fin de discriminar cual de los sistemas moleculares contribuia en mayor medida
en la diferenciacion de las razas en estudio fueron analizados los valores de Fsr en conjunto
(PPA+CA) . Resultaron todos positivos y muchos de ellos en forma significativa (tabla 18),
destacandose el sistema HMS7 como un sistema con una gran diferencia (Fsr = 17,9%
p<0,0000). Nuevamente dicha diferencia esta dada por la aparicion de alelos mayoritarios
opuestos entre los PPA y los CA, ademas la posible presencia del alelo nulo en dicho sistema
en los PPA contribuiria a marcar esta diferencia tan notable entre ambas razas. Luego los
sistemas HMS6, AHT4 y ASB2 con una moderada diferencia (valores entre 6-7%). En tanto
en los polimorfismos bioquimicos el sistema Es aporta una gran diferencia (27%), también

dado por alelos mayoritarios opuestos incluso la presencia de un alelo exclusivo de los PPA.

Bowcock (16) postulé que el valor mayor de Fsr observado entre poblaciones para
determinados loci puede indicar una seleccion disruptiva (diferentes alelos favorecidos en
distintos ambientes). Sin embargo este fendbmeno puede ser confundido con mutacién y por lo

tanto su aplicacion a loci del tipo microsatélite puede ser cuestionable. Incluso en el caso de
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los marcadores moleculares analizados el sistema HMS7, que es el que presenta mayor valor

de Fsr , la explicacion mas factible seria la posible presencia de alelo nulo en los PPA (ver
analisis del equilibrio).

Los valores obtenidos de Fgr corroboran la division neta entre las poblaciones
estudiadas, e indican un relativo bajo flujo génico entre ellas, probablemente debido al
aislamiento reproductivo.El flujo génico se podria explicar por los valores de migracion (Nm),
los cuales pueden ser interpretados como el limite mas alto de migrantes por generacion que
permiten mantener la diferenciacion genética entre razas (28). Entre los PPA y los CA el valor
medio de Nm fue 3,59 para los marcadores moleculares y de solo 0,75 para marcadores
bioquimicos (tablas 18 y 8). También se calculo el valor de Nm para las dos poblaciones de
los CA, en los marcadores moleculares, que resulté mayor (Nm =19,21) que el observado
entre los PPA y CA, lo que indica el mayor grado de relacién de las sub-muestras de los CA.
En estudios similares realizados en razas de ponies espafioles (28), se encontraron valores
entre 3 y 7 de Nm, mientras que al comparar estas razas con SPC los valores fueron de 1,4
a2

De todas maneras las diferencias encontradas entre las poblaciones en estudio, a
partir del postulado que descenderian ambas de los caballos traidos por los conquistadores,
estarian explicadas por la deriva génica. Ya fue citado el hecho de las diferentes condiciones
de evolucion en las razas en estudio. Ademas las creaciones de los registros de ambas razas
en 1917 en los CA y en 1949 en los PPA. Fijando parametros distintos para el registro de sus
animales. En ambos casos se trata de registros abiertos donde existen distintas categorias de
animales: los definitivos en una y otra raza son aquellos animales considerados puros, son
crias provenientes de animales registrados como puros. Luego hay tres categorias de
preparatorios P1, P2, P3y los definitivos. En el primer caso seria un animal producto de un
P1xP2 por ejemplo. Siempre se toma la categoria mas baja del cruzamiento como categoria
de la cria. La ultima categoria serian los animales base, los cuales solo por su fenotipo son
incluidos en la raza. En el caso de los PPA estos animales ya presentan la caracteristica de la
ambladura.

En los marcadores moleculares, el déficit significativo de heterocigotas en promedio
fue 18,8% (p<0,01), mientras que el total de la poblacion (Fir) tuvo un 24 % (p<0,01).Ya que
este ultimo estimador toma su valor a partir de F;s y Fst se debe considerar ambos para ver
como contribuyen estos en los valores que toma F;;. Los valores de Fgr ya fueron discutidos
por lo que nos focalizaremos en los valores deFs. En el caso de los Fig (por loci), (tabla 18)
cuatro sistemas resultaron con valores elevados del 17 al 30% y significativos (HMS2, HTG6
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y ASB2 y HTG4). En tanto en los polimorfismos bioquimicos el déficit de heterocigotas en
promedio resulté de solo 8,4%(n.s.) y el total de 22,79%(p<0,05). En este caso la diferencia
entre Fis y Fit esta dada por los valores de Fsr (15%) (tabla 8) y los valores de Fi« que en
dos de los cuatro sistemas analizados resultaron valores de entre 15-17%. El exceso de
homocigotas podria estar dado entre otras causas por cruzamientos no aleatorios, poblacion

subdividida,etc.

Al mostrar diferencias significativas el valor de Fsy y por el analisis de heterogeneidad
se pueden considerar como dos razas filogenéticamente cercanos pero con rasgos genéticos

distintivos.

V) ESTRUCTURA GENETICA
V.1) Analisis Del Equilibrio De H-W

Varios de los marcadores geneéticos analizados en el presente trabajo no muestran
concordancia entre las combinaciones genotipicas observados y esperados, resultando en
desequilibrio. Los marcadores bioquimicos en general se observaron en equilibrio salvo el
sistema Tf en los PPA, en tanto los marcadores moleculares (F;s) resultaron en desequilibrio
en su mayoria. Dicho desequilibrio se observd, en todos los casos, por un exceso de
homocigotas. Asi en los PPA 6 de 12 sistemas analizados presentaron exceso de
homocigotas, (Tf, HMS7, HTG6,HMS2, HTG4, ASB2) mientras que los CA sucede lo mismo
pero los 5 sistemas son microsatélites (AHT4, HTG6, HMS2, HTG4, ASB2). Analizando las
dos poblaciones en conjunto solo dos marcadores moleculares se encontraron en equilibrio
(HMS6 y AHT4), el resto en desequilibrio (HMS7,HTG6,HMS2,AHT5,HTG4 y ASB2).

Entre las numerosas causas que podrian explicar lo observado podemos citar: que los
loci en estudio estan bajo seleccién, la presencia de alelos nulos en algunos de los sistemas
analizados, (27, 101, 102), la consanguinidad (inbreeding), la presencia de sub-estructuracion
de la poblacion (efecto Wahlund's), y por ultimo la técnica empleada para la deteccién de los
polimorfismos en los microsatélites, (tincion con nitrato de plata), la cual puede presentar el
inconveniente de mostrar un individuo como homocigota cuando en realidad no lo es.

La primera de las causas no seria la que se ajusta mas a explicar lo que sucede ya
que los marcadores utilizados en este estudio serian neutros a la presion de seleccién. De
todos modos no debemos olvidar que el genoma equino no se encuentra aun dilucidado por

lo que podrian aparecer grupos de ligamiento que involucren a los marcadores en estudio.
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La aparicion de alelos nulos en microsatélites ha sido reportada en humanos, osos y-
equinos ( 21, 27, 102). Se produce por una mutacion en el sitio de unién del cebador lo que
produce una falla en la amplificacion del alelo en cuestién, resultando el individuo en la
electroforesis como falso homocigota. En equinos en particular ha sido publicado el caso del
microsatélite HMS7 (21) que presentd un alelo nulo en una filiacién en caballos Cuarto de
Milla. En el presente estudio analizando dicho marcador para el déficit de heterocigotas dio no
significativo en los CA vy significativo (p =0,047) en los PPA (tabla 15). Lo que podria significar
que en esta ultima raza presentara alelos nulos en dicho marcador. No existen reportes de
alelos nulos en los demas sistemas moleculares empleados, los cuales pertenecen al set de
marcadores recomendados por la /ISAG para la identificacién de equinos. Por lo que han sido
testeados en numerosas razas sin presentar inconvenientes.

El caso del inbreeding podria ser un factor preponderante, el hecho que numerosos
marcadores den significativos y altamente significativo en ambas razas lo estaria indicando.
De todas maneras no podemos pasar por alto que solo dos de los sistemas bioquimicos
hayan resultado en desequilibrio por exceso de homocigotos en Tf (p = 0,013) yen Es (p =
0,043) en los PPA, mientras que 5 de 8 sistemas de microsatélites analizados dieron exceso
de homocigotas en la misma raza (HMS7, HTG6, HMS2, HTG4, ASB2). En los CA sucede lo
mismo en los microsatélites (AHT4, HTG6, HMS2,HTG4, ASB2). Las razas analizadas
poseen la caracteristica de poseer registros abiertos o que permite el cruzamiento de
animales no inscriptos (base), de los cuales se desconoce su pedigree, por lo que podria
darse el cruzamiento de animales emparentados. Por otro lado la caracteristica seleccion por
machos que se hace en la cria de razas de caballos en general, hace que ambos sexos no
estén representados en el mismo nimero dando una deriva génica mas pronunciada.

El efecto Wahlund’s puede ser definido como efecto de subdivisién de la muestra dado
por la existencia de sub-poblaciones que al analizarlas en conjunto hace aparecer un déficit
general de heterocigotas con respecto a los esperados. Al provenir la muestra de diferentes
sub-poblaciones se puede observar un déficit general de heterocigotas (tablas 14 y 15). Lo
que podria ser explicado porque las distintas poblaciones de PPA y CA podrian presentar
equilibrio de Hardy-Weinberg ya que se darian apareamientos al azar. Pero al analizarlas en
conjunto no se encontrarian en equilibrio porque las frecuencias alélicas en cada una son
distintas y el apareamiento al azar no se da en la poblaciéon en conjunto (si en las sub-
poblaciones). Obviamente, cuando todas las sub-poblaciones tienen las mismas frecuencias
génicas no existe varianza entre ellas no hay efecto Wahlund y el valor de Fsres igual a 0. En
nuestro caso la subdivision entre los CA y los PPA queda demostrada con los valores de Fgr

que resuitaron entre 6,5-15% que corresponden a valores de diferenciaciéon génica moderada
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(139) lo cual podria avalar el hecho de que al analizar las dos poblaciones en conjunto casi
todos los marcadores resulten en desequilibrio con un exceso de homocigotas. Para analizar
si la subdivision también se producia dentro de las razas fue posible estudiar la muestra de
los CA, ya que provenia de dos establecimientos. Se calculdé el indice Fsr para los
marcadores moleculares dividiendo la poblacién de los CA en las muestras que
correspondian a los dos establecimientos muestreados (Chascomus y Coronel Vidal)
resultando en un valor de 2,5% no significativo (p<0,055). Que segun Wrigth (139) los
valores por debajo de 5% resultan insignificantes como indicadores de subdivisién. En
cuanto al mismo analisis por loci los valores variaron entre 1-5% (todos n.s.), resultando el
valor mayor en el locus HTG 6. En los PPA no fue posible realizar este andlisis porque la
muestra se tomo durante un concurso de la raza en donde habia animales de distintos
origenes, no siendo posible discriminar grupos numerosos (los animales presentados por el
mismo establecimiento eran de 1 a 4 como maximo). A pesar de no haberse demostrado a
nivel intra racial la sub division, no es un factor a descartar. Ya citamos el hecho que en
ambas razas co-existen animales de distintas categorias (Preparatorios y definitivos) , lo que
daria un acervo génico variable de acuerdo a la categoria de animal que se trate, ademas de
la estructura de apareamientos que en el caso de los animales analizados en general cada
criador contaba con un padrillo (a lo sumo 3) y un lote de hembras para cruzar con el.

Por ultimo, la limitante de la técnica de la tincion con nitrato de plata ya citada hizo que
surgiera una nueva metodologia para la deteccidon de los polimorfismos moleculares: el uso
de los secuenciadores automaticos. Un lector laser detecta el amplificado porque el cebador
(primer), esta marcado con fluorocromos. Los resultados se analizan con un software especial
que asigna peso molecular (incluso los alelos) por la fluorescencia emitida por cada
amplificado. Dicha tecnologia no estaba disponible en el momento de realizacién de esta
tesis.

Por ultimo en los antecedentes que existen de razas equinas autéctonas estudiadas
por marcadores genéticos (68 y 133) ambas autoras encontraron desequilibrios en varios

marcadores analizados.

V.1.1) Contraste De Las Metodologias Utilizadas

Las diferencias en los dos tipos de analisis (polimorfismos bioquimicos vy
microsatélites) en cuanto al cdlculo del equilibrio se podrian explicar por los niveles de

observacion. En el primero de los casos se trata de genes estructurales. La tasa de mutacion
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establecida en bacterias, que se cree es muy similar al indice de mutacioén por locus por
generacion de los eucariotas, que inactiva la funcién de un gen se calcula en el orden 10 a
10 (75). Porque en este caso se trata de proteinas que deben cumplir una funcién. Por otra
parte los microsatélites son secuencias de nucleétidos en tandem que no se transcriben ni
traducen, por lo que los cambios a este nivel pueden ser mayores (del orden de 10™). Es por
ello que se considera una inevitable limitacion en los polimorfismos bioquimicos de detectar
variacion a nivel de la secuencia nucleotidica si esta no altera la secuencia de aminoacidos
correspondientes. Se habla en este caso de polimorfismo silente. Por lo tanto el polimorfismo
puede ser sub-estimado en los polimorfismos bioquimicos ya que la electroforesis

convencional puede no detectar incluso reemplazos de aminoacidos (56).

La tendencia a la homocigosis resultante del analisis de los microsatélites podria estar
indicando una tendencia que todavia no es puesta de manifiesto por los marcadores

estructurales (polimorfismos bioquimicos), por las limitantes citadas.

Por ultimo, debemos sefalar que dado que se trata de poblaciones autdctonas de
equinos de Argentina en el caso de los microsatélites puede que existan problemas de
amplificacion de los loci dados por sitios polimérficos en la zona de uniéon de los cebadores,
amplificacion preferencial de determinados alelos en detrimento de otro con la consecuente
aparicion de una sola banda en un individuo heterocigoto y por otro lado, el ya citado caso de
los alelos nulos descriptos en el sistema HMS7. Para dilucidar esto habria que secuenciar las
zonas de unién al cebador aledafios al microsatélite en una serie de individuos tipificados

como homocigotas. Estos analisis escapan a los objetivos del presente estudio.

Vl) PARAMETROS PARA PRUEBAS DE IDENTIDAD Y FILIACION EN LOS PPA Y EN
LOS CA.

VI.1) Analisis De Parentesco

El analisis de los datos de los poder de exclusion (PE), indican la clara ventaja de los
sistemas de microsatélites (44-67%) sobre los sistemas proteicos(8-48%) en cuanto al poder
discriminador (tabla 19). Todos ellos resultaron muy informativos en ambas razas a diferencia
de los sistemas proteicos que, por ejemplo, en el sistema Xk (8%) en los CA y en los Paso
Peruano Argentino (11%) resultaron poco informativos.

En los PPA los sistemas con mayor poder discriminador resultaron HMS6, HTG6 y
AHTS en los microsatélites, dentro de los polimorfismos bioquimicos Tf y Es, pero ambas en
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mucho menor valor que los microsatélites. En tanto en los CA en los sistemas microsatélites
AHT5, HMS2, ASB2, HTG6 en ese orden. Mientras que en los polimorfismos bioquimicos
solo Tf presentd un valor cercano al 50%.

En los PPA y los CA los ocho sistemas de microsatelites presentaron en conjunto un
valor de doble exclusion (Q doble) cercano al 99%, muy semejante cuando se consideran
también los cuatro polimorfismos bioquimicos se llega a 99,6%,por lo que el set de
marcadores analizados son adecuados para establecer filiaciones en las razas analizadas.

Los valores de PE de los marcadores microsatélites en forma individual fueron
comparados con los obtenidos por diversos autores en diversas razas y publicados en la
pagina de internet del INRA ( www.jouy.inra.fr). En general resultaron ambas razas con
valores similares en el sistema HMS7 y HTG4. Mientras que en los sistemas HMS2, HMS6 y

AHT4 las PE resultaron mayores que las razas alli reportadas. Solo en ASB2 las razas

analizadas en el presente estudio resultaron con valores intermedios (caballos arabes PE =
0,376 y los SPC australianos PE = 0,716).
En datos publicados para caballos Criollos Brasileros (134) para polimorfismos

bioquimicos los valores de PE fueron similares a los datos obtenidos para PPA y CA.

VI.2) Filogenia Con Individuos Como Unidades Taxonémicas Operacionales (OTUs)

La cantidad de informacién generada por marcadores hipervariables como los
microsatélites hizo posible determinar relaciones a nivel individual. Los microsatélites poseen

numerosos alelos por lo que cada individuo puede ser definido inequivocamente.

En el presente estudio el 87,5% de los PPA se agruparon en una misma rama
principal, en la cual también se ubicaron 15% de los CA.En tanto los CA se agruparon en dos
ramas principales: en la mayor un 65% de los CA se agruparon junto con el 10% de
individuos PPA, en la segunda solo el 20% de los CA se agruparon con 2,5% de los PPA
(solo 1 individuo).

Al considerar a los individuos como ultimo taxdn se reemplaza las frecuencias alélicas
por los genotipos presentes en los loci analizados para cada individuo. Considerando que
aquellos ejemplares que poseen genotipos mas similares provendrian de la misma poblacién
es posible evaluar la forma en que se agrupan en los clusters de los arboles. El resultante
arbol filogenético exhibe clusters de individuos que pertenecen a diferentes sub-especies,

poblaciones o incluso familias.
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En el arbol obtenido en el presente estudio (Figura 16), se observa una clara
diferenciacion de agrupamiento entre las dos razas estudiadas. Con unos pocos individuos
que se agrupan incorrectamente. Dichos individuos no poseen un claro perfil genético de su
raza. Los PPA y los CA al poseer registros abiertos dejan margen para que individuos sin una
genealogia definida sean inscriptos, con la consecuente aparicion de estos individuos sin una

identidad genética plena con la raza a la que pertenecen.
VI.3) Asignacion De Raza

Los perfiles bien diferenciales entre las razas estudiadas permiten clasificar
correctamente a aquellos animales que presentan los alelos mayoritarios para la raza en los
distintos sistemas (45-57,5%). Mientras que aquellos que presentan alelos de mediana a baja
frecuencia quedan sin clasificar(45-37,5 %). Mientras que aquellos que presentaban alelos
de muy baja frecuencia para la raza fueron asignados incorrectamente (menos del 8%).

La cuestidn de asignar un individuo a una poblacién ha sido utilizado en numerosos
estudios tales como clasificacion individual de peces, abejas, evaluacion de diferenciacion en
poblaciones de osos polares o detectar recientes corrientes migratorias en humanos (32).
Tiene un potencial de utilizacién para estudios forenses, de conservaciéon y de manejo de
recursos. La distancia de cada individuo es tomada como un promedio de las distancias que
toman todos los individuos que forman la poblacién analizada. Por la cual se le asigna a cada
individuo una probabilidad de que él pertenezca a la poblacién en cuestién. En algunas
situaciones es mas importante excluir a una determinada poblacién que designar a la que
mas se ajusta.

En los caballos en particular los criadores en muchas ocasiones adquieren animales
identificados solamente por alguna marca a fuego o incluso sin ella y deben confiar en la
filiacion dada por el vendedor. También cuando aparecen animales que no responden al
biotipo de la raza surge la inquietud de ver si existe algan método cientifico para identificar la
raza de los animales. La asignacion responderia dicha inquietud. Con el fin de elevar los
niveles de asignacion habria que analizar un set mayor de STR’s y elegir aquellos sistemas

que presentan alelos predominantes distintos en ambas razas.
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CONCLUSIONES

e Los sistemas analizados resultaron polimorficos en ambas razas. Siendo posible

establecer un perfil genético de cada una de ellas.

e Los valores de heterocigosidad y nimero de alelos esperados en ambas razas para los
sistemas de polimorfimos bioquimicas y microsatélites fueron similares a datos publicados
en razas equinas autéctonas lo que indica que no hay pérdida de la variabilidad genética

en las razas analizadas.

e las distancias genéticas establecen que las razas se diferencian entre si y que presentan
mayor relacion con razas americanas. En el caso de los PPA ademas con los ponies
espanoles (AS) y los berberiscos (BE). Ambas razas se diferencian claramente del PRE
avalando la postura que dicha raza no es el tipo de caballo introducido por los

conquistadores en América.

o Al mostrar diferencias significativas el valor de Fg; y por el analisis de heterogeneidad se
pueden considerar como dos razas filogenéticamente cercanos pero con rasgos genéticos

distintivos.

e Las razas PPA y CA presentan un exceso de homocigotas que se ponen mas ain de
manifiesto cuando se analizan las poblaciones en conjunto, las posibles explicaciones a
este fendbmeno serian la deriva génica, el inbreeding vy las limitaciones de la técnica

empleada.

+ Los poderes de exclusion de los sistemas de microsatélites resultaron mas eficaces que
los polimorfismos bioquimicos. Por o que en nuestro medio los microsatélites se indican

como la técnica mas viable para la identificacion y filiacion de equinos.

¢ Los individuos considerados como OTUS permitieron agruparlos en general (87,5%) en las

razas a las que pertenecen.

e En la asignacion de raza menos de la mitad (45%) fueron asignados correctamente en los

PPA y mas de la mitad (57,5%) en los CA. Menos del 8% en ambas razas quedaron sin
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asignar. Para elevar los niveles de asignacion habria que analizar un sef mayor de STR’s y
elegir aquellos sistemas que presentan alelos predominantes distintos en ambas razas. Es
potencial su uso para asignar un animal a la raza a la que pertenece o descartar que

pueda ser incluido en la misma.
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TABLAS Q(

TABLA N°1 .Nimero de animales analizados por locus en los polimorfismos bioquimicos en
cada poblacion , estimacion del numero observado de alelos y numero efectivo de alelos.

PPA

Loci n na ne

Al 76 2 1,845
Xk 80 2 1,374
Es 74 3 2,935
Tf 72 6 3,88
Media 76 3,25 2,51
DE 1,89 1,12
CA

Loci n na ne

Al 80 2 1,724
Xk 80 2 1,249
Es 80 2 1,635
Tf 80 6 3,336
Media 80 3 1,961
DE 2 0,937

n: numero de animales tipificados; na: numero de alelos observados; ne: nimero efectivo de

alelos (Kimura y Crow,1964). DE.: desvio estandar.

TABLA N°2. Valores de F,; en cada loci en cada poblacion y su significancia.

PPA Fiski P CA Fiski P

AL |A 0,037 [n.s. AL (A |-0,059 |n.s.
B 0,037 |n.s. B |-0,059 |n.s.

Xk |K -0,182 |n.s. Xk (K |-0,114 [n.s.
S -0,182 |n.s. S |-0,1143 |n.s.

Es F 0,163 [n.s. Es [F (0,152 n.s.
| 0,327 (0,01>p>0,001 I 0,152 n.s.
S 0,107 |n.s. S |-

Tf D 0,375 [n.s. Tf |[D 0,024 |n.s.
F1 0,236 (<0,001 F2 |0,092 |ns.
F2 10,18 {0,01>p>0,001 F3 (0,483 |<0,001
H 0,167 |n.s. H |-0,114 |n.s.
(o] 0,014 |n.s. O [-0,068 |[ns.
R 0,028 [n.s. R [-0,013 |ns.

P: probabilidad; n.s.: no significativo.

TABLA N°3. Frecuencias génicas en polimorfismos bioquimicos en los caballos PPA (Paso

Peruano Argentino) y en los CA (Criollo Argentino).

PPA CA
Al A 0,3553 Al A 0,7
B 0,6447 B 0,3
Xk K 0,8375 Xk K 0,8875
S 0,1625 S 0,1125
Es F 0,3919 Es F 0,225
| 0,2703 | 0,775




PPA CA

Tf S 0,3378 Tf S 0
D 0,375 D 0,3125
F1 0,236 F1 0
F2 0,1806 F2 0,425
F3 0 F3 0,05
H 0,1667 H 0,1125
o 0,0139 o 0,075
R 0,0278 R 0,025

TABLAS Q1

TABLA N°4. Equilibrio de Hardy-Weinberg por el método del chi cuadrado( X;), para los

marcadores bioquimicos en ambas razas.

Loci PPA CA PPA + CA

X, P Xz P Xz P
Alb 0,05 n.s 0,14 n.s. 0,86 n.s.
Xk 1,37 n.s. 0,56 n.s. 1,93 n.s.
Es 4,36 n.s. 0,95 n.s. 17,72 i

X,. Prueba del chi cuadrado; P: probabilidad; n.s: no significativo; *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001.

TABLA N°5. Equilibrio de Hardy-Weinberg por el test de probabilidad (Genepop 3.1 Rouset y
Raymond,19) para marcadores bioquimicos.

PPA

Loci P E.S. Fis (Weir &
Cockerham,)

Al 1[n.c. 0,037

Xk 0,564|n.c. -0,182

Es 0,246|n.c. 0,193

Tf 0,0217 0,0025 0,265

‘X2=1 1,6

'g. de lib.=8

p=0,169 o

‘CA

Loci P E.S. Fis(Weir &
Cockerham,)

Al 1 n.c. -0,059

Xk 1 n.c. -0,114

Es 0,373 n.c. 0,152

Tf 0,052 0,0064 0,049

:X2=7,9

‘g. de lib.=8

p=0,448

P:probabilidad, X, : prueba del chi cuadrado; ES: error estandar; G de lib.: grados de libertad.



TABLAS g2

TABLA N°6: Equilibrio de Hardy- Weinberg por el test exacto con H ;= Déficit de heterocigotas

para marcadores bioquimicos.

PPA

Loci F. (Weir &|P E.S.
Cockerham,)

Al 0,037 0,546 n.c.

Xk -0,182 1 n.c.

Es 0,193 0,043 n.c.

Tf 0,265 0,013 0,0022

‘CA

Loci Fs (Weir &P E.S.
Cockerham,)

Al -0,059 1 n.c.

Xk -0,114 1 n.c.

Es 0,152 0,373 n.c.

Tf 0,049 0,052 0,0064

P:probabilidad; ES: error estandar

TABLA N°7. Equilibrio de Hardy-Weinberg por el test exacto con H ;= Exceso de heterocigotas

para marcadores bioquimicos.

‘PPA

Loci Fis (Weir & Prob. E.S.
Cockerham,)

Al 0,037 0,722 n.c.

Xk -0,182 0,312 n.c.

Es 0,193 0,96 n.c.

Tf 0,265 0,99 0,0017

CA i I

Loci Fis (Weir & Prob. E.S.
Cockerham,)

Al -0,059 0,228 n.c.

Xk -0,114 0,603 n.c.

Es 0,152 0,92 n.c.

Tf 0,049 0,86 0,0073

P: probabilidad, X, : prueba del chi cuadrado; ES: error estandar.

TABLA N°8. Indices de fijacion para los marcadores bioquimicos para ambas poblaciones en

conjunto. (Wrigtht, 1943,1951,1965,1969).

Loci
Al
Xk
Es
Tf

Todos

n.s. no significativo *p<0,05; *p<0,01; **p<0,001.

Fe [ Fe Nm |
~ 1-0,0102 ns.  |0,2031 0,195 0,98 \
|-0,1532 n.s.  |0,0001 -0,153 2500 i
10,1782 ns. 0,2738 0,403 - 0,66 1
10,1543 ns. 10,0678 0,222 343 ;‘

i i |
10,0844 ns. 10,1567 0,2279 0,75 j

( Nm= 0,25(1- F.y)/ Fs).

Nm: deriva génica estimada a partir de F



TABLA N°9.Indices de fijacion Fy, como distancia genética (Mac Hugh,1996).

TABLAS 93

Locus Alelos Razas [ |
Alb PPA CA Fstic1 P
A 0,3553 0,7 0,2384 e
B 0,6447 0,3 0,2384 e
Total 0,2031 0,2031 b
Xk K 0,837 0,887 0,0105 ns
S 0,162 0,112 0,0106 ns
Total -0,0001 -0,0001 ns
Es F 0,392 0,225 0,0654 o
| 0,27 0,775 0,511 e
S 0,338 0 0,4067 >
Total 0,2738 0,2738 E
Tf D 0,375 0,313 0,0085 *
F1 0,236 0 0,2676 o
F2 0,181 0,425 0,1410 e
F3 0 0,05 0,0513 o
H 0,167 0,112 0,0126 >
o 0,014 0,075 0,0438 e
R 0,028 0,025 0,0002 ns
Total 0,0678 0,0678 o
TOTAL 0,1567 0,1567 b

*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001.

TABLA N°10. Heterocigocidad por sistema en cada raza en polimorfismos bioquimicos. Varianza
de la heterocigocidad promedio y de las heterocigocidades por loci

LOCI [PPA CA PPA+CA
ho he Var. ho He Var. ho he

Al 0,4474 0,4642 0,0016 0,45 0,4253 0,0016 0,4487 0,5012
Xk 0,325 0,2756 0,0013 0,225 0,2022 0,0011 0,275 0,2387
Es 0,5405 0,6683 0,0006 0,3 0,3532 0,0014 0,4156 0,6009
Tf 0,5556 0,7527 0,0006 0,675 0,7092 0,0008 0,6184 0,7572
Media |0,4671 0,5402 0,0008 0,4125 0,4225 0,0007 0,4394 0,5245
DE 0,10861 0,214 0,0285 0,1984 0,2125 0,0271 0,1411 0,2177

HO: heterocigocidad observada, he: heterocigocidad esperada, Var.: varianza; DE: desvio
estandar.




TABLAS Q4

TABLA N°11. Test exacto para diferenciar poblaciones en marcadores bioquimicos.

Loci P ES
Al 0,00005 0,00005
Xk 0,492 0,00389
Es 0 0
Tf 0 0
Xy=c0
G.de lib.=8
Loci P ES
=
Ho= la distribucion alélica es idéntica entre las poblaciones.
Loci P ES
Al 0,0003 0,0002
Xk 0,4494 0,004
Es 0 0
Tf 0 0
Xy=co
G.de lib.=8
p=***

Ho=la distribucion genotipica es igual entre las poblaciones

P:probabilidad, X; : prueba del chi cuadrado; ES: error estandar; G de lib.: grados de libertad;
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001.

TABLA N°12. Namero de individuos analizados por marcador y numero de alelos en los
sistemas de microsatélites.

IPPA
Loci
'HMS6
'HMS7
'AHT4
HTG6
HMS2
AHT5
HTG4
ASB2
Total
‘Media
;bE
'CA
‘Loci
[HMS6
HMS7
AHT4
HTG6
'HMS2
'AHT5

S
n T ina ne I
74 6 5,18 1,71
72 B 3,39 1,49
80 B 4,44 1,67
76 g 5,11 1,81
L'7'0' e 4,94 1,69
70 6 3,26 1,38
74 7 4,79 1,67
T 57
73~ 712 4,45 1,64
N T 0,74 0,13
n ""ha ne |
78 g 4,07 1,67
7T T 35 1,36
g0 9 4,64 1,86
76 Ti7 5,1 1,74
174 g 5,34 1,81
68 10 5,89 1,95



G.de
G.de

ILoci

WTG4

ASB2

“’Totail -

Media
DE

n na ne 1
80 6 3.2 1,35
62 8 4,95 1,77
- 62
75 7.75 4,59 1,69
166 0,92 0,22

TABLAS g5

Na: nimero de alelos observados; ne: nimero efectivo de alelos (Kimura y Crow,1964). DE:
desvio estandar.

TABLA N°13.Indices F;; (indice de fijacion correspondiente a cada alelo en cada raza ) para
marcadores moleculares.

[H’Mss
Alelos
157(J)

159(K)
161(L) R
R

165(N)

167(0)
169(P)

171(Q)
173(R)

HMS7
iAlelos

173(J)
175(K)

179(M)

AHT4

[1"&8(’14)

150(1)

152(J)

154(K)

156(L)

158(M)

160(N)

162000 0
164(P)

177(L)
81N
1830) |-

Alelos'" o

IPPA CA
Fio P Fisk P
0 n.s.
10,325 0,01>p>0,001 |-0,013 n.s.
0,128 n.s. 0,482 <0,001
;-0,075 n.s. 0,039 ns.
0,172 n.s. -0,088 n.s.
0,073 ns. 0,482 <0,001
10,003 n.s. -0,004 n.s.
- -0,057 n.s.
o 0 n.s.
PPA CA
" Fsa P Fiski P
10,057 ns.
0,362 0,01>p>0,001 [-0,013 n.s.
0,323 0,01>p>0,001 0,136 n.s.
0,288 0,02>p>0,01 |-0,123 n.s.
-0,088 n.s. 0,186 n.s.
-0,0423 n.s. -0,162 n.s.
PPA CA
Fea P Fiski P
10,06 n.s. 0,048 n.s.
0 n.s. 0,79 <0,001
o117 n.s. 0,113 n.s.
0o ~ ns. -0,094 n.s.
120,054 n.s -0,0294 n.s.
0o n.s. 0,3675 '0,01<p<0,001
-0,114 n.s. 0,481 '<0,001
0:6@7_ n.s. -0,06 n.s.
. 0 o ) B ns




HTG6 PPA CA

|Alelos Fieui P Fiski P

84(G) 10,365 0,01>p>0,001 {0,316 10,01<p<0,001

86(H 10,013 n.s.

;*'é's”(i‘) T 07T n.s. 0,487 <0,001

190(J) 10,382 0,01>p>0,001 |0,448 <0,001

92(K) -0,013 n.s.

194(L) 0 n.s. 0 n.s.

96(M) -0,013 ns. 0,286 0,02<p<0,01

98(N) 029 [0,02>p>0,01 [0,918 '<0,001

100(0) 0,323 10,01>p>0,001 [-0,147 n.s.

N ! ]

HMS2 _|PPA . CA

‘Alelos Fieki P Fiski P

1238(J) 0159  ns. 0,286 10,02<p<0,01

1240(K) 10,682 <0,001 0,422 .<0,001

242(L) |1 <0,001 0,422 .<0,001

IHMS2 IPPA CA

Alelos — Fin P Fisii P

244(M) 0,66 <0,001 0,17 ns.

1246(N) 0,318 0,01<p<0,001 (0,044 n.s.

248(0) 1-0,015 n.s. 0,044 n.s.

1250(P) T 0

254(R) 0 ns. 0 n.s.

256(S) ‘g*o,1’1'§""‘_  ns. 0,029 n.s.

AHT5 ~~ PPA CA

Alelos Fea P Fiski P

132(J) i 0,159 n.s.

134(K) 10,299 0,02<p<0,01 [-0,043 n.s.

136(L) 0,115 ns. -0,031 n.s.

138(M) 0,172 n.s. 0,003 n.s.

'140(N) 0,081 " ns. -0,1 n.s.

142(0) 0,086  ins. -0,1 n.s.

144(P) 10,481 <0,001 0,365 10,01<p<0,001
|

HTG4 |PPA CA

Alelos  Fuq ki P

A129(K) 0111 n.s.

131(L) -0,207 0,01>p>0,001

133(M) 10,101 n.s. 0,661 '<0,001

1135(N) 0,127 - ns. 0,397 <0,001

137000 1 <0,001 -0,026 n.s.

139(P) 0 n.s. -0,04 n.s.

‘ASB2 PPA CA

‘Alelos Fiea P T |Fiski P

2389) 1 <0,001

240K) 062 <0,001 0 n.s.

242(L) 0,014 n.s. 0,088 n.s.

TABLAS Qg



'ASB2 PPA CA

Alelos \Fisk P Fieki P

244(M) 10,655 <0,001 0,363 0,01>p>0,001
246(N) 10,569 <0,001 -0,025 n.s.

248(0) 0,645 <0,001 0,547 <0,001
1250(P) 0,053 ins -0,148 n.s.

254(R) 0 S 10,05 n.s.

256(S) T 1 P<0,001

TABLAS g7

Nota: los alelos se expresan primero en pares de base y entre paréntesis de acuerdo con la
nomenclatura de la ISAG.

TABLA N°14. Equilibrio de Hardy- Weinberg por el test de probabilidad. Por el método Fisher.

Poblaciones Loci Fis Prob. E.S X; |G de lib [Prob
PPA  HMS6 0,109 0,141 0,006 69 |4 n.s.
CA 0,06 0,221 0,021

PPA HMS?7 10,209 0,003 0,001 13 4 *
CA 0,036 0,456 0,01

PPA "AHT4 0,045 0,333 0,022 85 |4 n.s
CA 0,162 0,043 0,007

PPA ~ HTG6  |0,281 0,001 0,001 o 14
CA 0,425 0 0

'PPA ‘HMS2 10,37 0 0 © (4
.CA 0,226 0 0

{'PPA "AHT5  ]0,039 0 0 © |4
iCA 10,026 0,907 0,01

PPA HTG4 -0,028 0,004 0,002 237 |4 ek
‘CA 0,363 0,002 0,001

PPA " ASB2 (0,495 0 0 © |4
CA o205 0 0

P: probabilidad; X, : prueba del chi cuadrado; ES: error estandar; G de lib.: grados de libertad;
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001.

Tabla n°15. Equilibrio de Hardy- Weinberg por el test exacto con H = Déficit de heterocigotas
para marcadores moleculares.

| IPPA CA

Loci IFis Prob E.S Fis Prob. E.S.
HMS6  [0,109 0,099 0,006 0,06 0,341 0,007
HMS7 110,209 0,047 0,004 -0,036 0,348 0,012
AHT4 0,045 0,422 0,026 0,162 0,022 0,001
'HTG6 0,281 0,008 0,003 0,425 0 0
'HMS2 0,37 0 0 0,226 0,014 0,003
AHT5 0,039 0,114 0,006 0,026 0,302 0,026
HTG4 0,028 (0,017 0,003 0,363 0,007 0,002
'ASB2 0,495 0 0 10,205 0 0




TABLAS g 8

Tabla n°16. Equilibrio de Hardy-Weinberg por el test exacto con H ;= Exceso de heterocigotas
para marcadores moleculares.

Loci

HMS6

'HMS7

HTG6

HMS2 ~

'AHT5
HTG4
ASB2

IPPA CA
‘Fis  [Prob E.S Fis Prob. E.S.
0,109 0,897 0,006 0,06 0,965 0,007
0,209 0,959 0,004 - -0,036 0,666 0,01
110,045 10,622 0,027 0,162 0,999 0,001
0,281 0,993 0,002 0,425 1 0
037 1 0 0,226 0,994 0,002
110,039 10,885 0,006 0,026 0,711 0,022
0,028 0982 0,003 0,363 0,988 0,003
10,495 1 0 0,205 1 0

TABLA N° 17 . Indices de fijacién para los microsatélites.

\Valores de Fi; (Genepop 3.1)

i PPA CA
LLoci Fs P Fis P
HMSS 0109 " ns. 00598 ns.
'HMS7 10,2089 n.s. -0,0363 n.s.
AHT4 10,0449 n.s. 0,1623 n.s.
HTG6 10,2807 0,025>p>0,01 |0,4251 <0,01
HMS2 10,3704 <0,01 0,2263 n.s.
‘AHT5 10,0387 n.s. 0,0263 n.s.
HTG4 -0,0277  ns. 0,3633 <0,01
/ASB2 10,4953  [<0,01 0,2046 n.s.
- [Total 0,1878 0,02>p>0,01

P: probabilidad; n.s.: no sighificativo.

TABLA N°18. Indices de fijacion para los microsatélites analizados en PPA'Y CA en conjunto.

‘Loci

HMS6
‘HMS7
|AHT4
'HTG6
'HMS2
'AHT5
HTG4

AsB2

Total

Fst Fis Fit Nm
0,0731** 0,085 0,1493 3,1699
0,1795*** 0,083 0,2446** 1,1427
0,0724** 10,099  |0,1695* 3,2030
0,0295* 0,35*** 0,3639** 8.2245
" |0,0293* 0,29*** 0,311** 8,2824
0,0363** 0,032 0,0745 6,6371
0,0304* 0,17 0,2022* 7,9736
~10,059** 0,35 0,3992** 13,0872
10,06497**  10,1878** 0,2408** 3,5979

*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001 . Nm: deriva génica estimada a partir de F,
( Nm= 0,25(1- Fog)/ F.).




TABLA N°19.Probabilidad de exclusién para cada sistema y en ambas razas.

TABLAS Q9

Q simple Total ]
Loci PPA CA Loci PPA CA PPA CA
HMS6 0,6167 0,5339 Al 0,1765 0,1659
HMS7 0,5111 0,4672 Xk 0,1176 0,0897
AHT4 0,5684 0,5666 Es 0,3644 0,144
HTG6 0,6251 0,6189 Tf 0,4859 0,4623
HMS2 0,5832 0,6306
AHT5 0,5937 0,6715
HTG4 0,4619 0,4471
ASB2 0,5837 0,6324
Q simple (0,9988 0,9989 0,7626 0,6505 0,9997 0,9996
total
Q doble (0,9865 0,9876 0,3195 0,1873 0,9964 0,9952
TABLA N°20. Heterocigocidad por sistema en cada raza en los sistemas de microsatélites
Varianza de la heterocigocidad promedio y de las heterocigocidades por loci
LOCI PPA CA PPA+CA

Ho he Var. ho he Var. ho he
HMS6 (0,7297 0,8182 0,0004 0,6923 0,7646 0,0007 0,7105 0,8179
HMS7 [0,6111 0,7152 0,0008 0,75 0,7241 0,0008 0,6842 0,7987
AHT4 0,75 0,7848 0,0005 0,6 0,7946 0,0007 0,675 0,818
HTG6 [0,6053 0,8151 0,0004 0,5263 0,8147 0,0004 0,5658 0,8257
HMS2 (0,5 0,7897 - |0,0005 0,6486 0,8241 0,0004 0,5775 0,8203
AHT5 0,7714 0,8095 0,0005 0,8235 0,8428 0,00001 0,7971 0,8425
HTG4 |0,7222 0,7031 0,0008 0,45 0,6972 0,0008 0,5789 0,7122
ASB2 |0,4054 0,8023 0,0005 0,6774 0,8112 0,0004 0,5294 0,8346
Media [0,6369 0,7797 0,0003 0,646 0,7842 0,0002 0,6398 0,8087
DE 0,1314 0,0452 0,0171 0,1197 0,0512 0,0167 0,0912 0,0411

HO: heterocigocidad observada, he: heterocigocidad esperada, Var.: varianza; DE: desvio

estandar.

TABLA N°21. Indices de fijacidon Fy4 como distancia genética en marcadores moleculares (Mac

Hugh,1996).

Loci |Alelo [PPA CA Fst1 P

HMS6 |J 0] 0,013 0,0131 b
K 0,23 0,026 0,1864 b
L 0,122 0,053 0,0298 e
M 0,081 0,316 0,1735 o
N 0,108 0,092 0,0014 ns
(o) 0,203 0,053 0,1008 bl
P 0,257 0,368 0,0287 bl
Q 0 0,066 0,0682 rex
R 0 0,013 0,0131 b




Loci |Alelo |PPA CA Fst1 P
HMS7 |J 0,145 0 0,1563 o
K 0,171 0,025 0,1206 i
L 0,461 0,112 0,2979 o
M 0,079 0,363 0,2342 e
N 0,092 0,162 0,0221 i
0o 0,053 0,338 0,2582 o
AHT4 |H 0,3 0,153 0,0617 b
| 0,013 0,069 0,0399 b
J 0,188 0,444 0,1516 e
K 0,013 0,097 0,0679 b
L 0,063 0,042 0,0044 ns
M 0,013 0,069 0,0399 b
N 0,112 0,056 0,0204 bl
o 0,287 0,069 0,1624 e
P 0,013 0 0,0131 o
HTG6 |G 0,167 0,139 0,0031 ns
H 0,026 0 0,0263 e
I 0,103 0,306 0,1266 e
J 0,205 0,111 0,0332 e
K 0,026 0 0,0263 o
L 0,013 0,014 0,0001 ns
M 0,026 0,083 0,0315 b
N 0,308 0,208 0,0261 bl
o 0,128 0,139 0,0005 ns
HMS2 |J 0,191 0,083 0,0493 o
K 0,162 0,208 0,0071 ns
L 0,059 0,208 0,096 e
M 0,044 0,111 0,0314 b
N 0,368 0,278 0,0185 o
0] 0,029 0,056 0,0089 *
P 0 0,014 0,0141 o
Q 0 0
R 0,015 0,042 0,0132 b
S 0,132 0 0,1413 bl
AHT5 |G 0 0,015 0,0151 e
H 0 0,015 0,0151 e
I 0 0,015 0,0151 e
J 0 0,191 0,2112 bl
K 0,2 0,265 0,0118 bl
L 0,114 0,044 0,0337 e
M 0,157 0,176 0,0013 ns
N 0,143 0,103 0,0074 *
o 0,329 0,103 0,1508 bl
P 0,057 0,074 0,0024 ns

TABLAS{0(



Loci |Alelo |PPA CA Fer P
HTG4 |J 0 0,013 0,0131
K 0,111 0,3 0,1094
L 0,181 0,175 0,0001 ns
M 0,472 0,425 0,0045 ns
N 0,194 0,038 0,1187
o 0,028 0,05 0,0064 ns
P 0,014 0 0,0141
ASB2 |J 0 0,031 0,0315
K 0,297 0,016 0,2991
L 0,027 0,094 0,0395
M 0,189 0,078 0,0532
N 0,243 0,266 0,0014 ns
o 0,081 0,281 0,1349
P 0,149 0,141 0,0002 ns
Q 0 0,063 0,0651
R 0,014 0,031 0,0066 ns

n.s.: no significativo; *p<0,05; *p<0,01; **p<0,001.

TABLAS{ ()1

TABLA N° 22. Valores de distancia genética estandar de Nei en polimorfismos bioquimicos.

RAZAS PPA CA PRE CH PF BE

Paso Peruano Argentino 0,0876f 0,0539| 0,1762( 0,0675 0,035
Criollo Argentino 0,1108 0,0208( 0,1184| 0,0731| 0,1058
Pura Raza Espanol 0,053| 0,0258 0,07 0,0146{ 0,0275
Chilote 0,1649| 0,1743] 0,0824 0,037 0,1047
Paso Fino 0,0502| 0,0909( 0,0174| 0,0661 0,0328
Berberisco 0,0263| 0,0956( 0,0341( 0,1471| 0,0271

Valores de distancia genética DA de Nei en polimorfismos

bioquimicos.

RAZAS PPA CA PRE CH PF

Paso Peruano Argentino

Criollo Argentino 0,0834

Pura Raza Espaiiol 0,0925| 0,0491

Chilote 0,201| 0,1435| 0,0692

Paso Fino 0,1237| 0,0785| 0,0285| 0,0453

Berberisco 0,0405| 0,0435{ 0,047 0,147, 0,068

TABLA N°23. Valores de distancia genética estandar de Nei entre
siete razas analizadas en 3 microsatélites.

RAZAS PPA CA QH PRE AS SPC

Paso Peruano Argentino 0,2125| 0,0129( 10,3376 0,2162 0,2767
Criollo Argentino 0,4413 0,1848| 0,5182| 0,3001 0,3955
Cuarto de Milla 0,3559| 0,2803 0,5946| 0,1165| 0,3452
Pura Raza Espaiiol 0,8255| 10,8602 1,0363 0,4183| 0,5232




TABLAS1 ()2

RAZAS PPA CA QH PRE AS SPC
Asturcon 0,3844| 10,6352| 0,3515| 1,3833 0,5123
Sangre Pura de Carrera 0,6596| 0,4103( 10,3178 10,8578 0,8004
Zamorano 2,4944| 1,4831| 1,7745| 1,2788| 4,5688| 1,9588

Valores de distancia genética DA de Nei entre siete razas analizadas en 3

microsatélites.

RAZAS PPA CA QH PRE AS SPC
Paso Peruano Argentino
Criollo Argentino 0,1764
Cuarto de Milla 0,1724| 10,1734
Pura Raza Espaiiol 0,4007| 0,4356| 0,4607
Asturcon 0,2284| 10,3139 0,2172| 0,5479
Sangre Pura de Carrera 0,3556 0,325 0,2418 0,386| 0,4494
Zamorano 0,8137, 10,7284 0,7326] 10,6975 0,923| 0,8378
TABLA N°24. Valores de distancia genética estandar de Nei entre

cinco razas analizadas en 6 microsatélites .
RAZAS PPA CA PRE AS SPC
Paso Peruano Argentino 0,1179{ 0,1657| 0,1245| 0,2203
Criollo Argentino 0,2964 0,2501| 0,1782 0,208
Pura Raza Espafiol 0,555/ 0,5569 0,3098( 0,2377
RAZAS PPA CA PRE AS SPC
Asturcon 0,2977| 10,4374/ 0,7665 0,2573
Sangre Pura de Carrera 0,6674 0,396/ 0,4574| 0,5753

Valores de distancia genética DA de Nei entre cinco razas analizadas en 6

microsatélites .

RAZAS PPA CA PRE AS

Paso Peruano Argentino

Criollo Argentino 0,152

Pura Raza Espafiol 0,3063 0,3244

Asturcén 0,1896 0,254 0,4012

Sangre Pura de Carrera 0,3411 0,2822 0,3064 0,35

TABLA N°25. Frecuencias génicas en sistemas de microsatélites en razas equinas relacionadas

con los CAy los PPA.

RAZAS

Sistema |Alelos PPA CA QH PRE AS SPC ZA
HMS6 |[H 0 0 0 0 0 0 0,213

| 0 0 0 0 0 0 0,37

J 0 0,013 0 0,205 0 0 0,38

K 0,23 0,026 0,053 0,2 0 0,083 0

L 0,122 0,053 0,037 0,095 0,08 0,05 0

M 0,081 0,316 0,363 0 0,09 0,4 0

N 0,108 0,092 0,006 0,155 0,04 0 0,032




TABLAS{ ()3

RAZAS
Sistema |Alelos PPA CA QH PRE AS SPC ZA
(o) 0,203 0,053 0,064 0,345 0,23 0,017 0,005
P 0,257 0,368 0,473 0 0,56 0,45 0
Q 0 0,066 0,003 0 0 0 0
R 0 0,013 0 0 0 0 0
HMS7 |l 0 0 0 0 0.1 0 0
J 0,145 0 0,2 0,055 0,02 0,142 0
K 0,171 0,025 0,004 0,01 0,32 0 0
L 0,461 0,112 0,224 0,14 0,35 0,208 0
M 0,079 0,363 0,119 0,105 0,05 0,133 0
N 0,092 0,162 0,259 0,34 0,16 0,225 0,028
(o) 0,053 0,338 0,167 0,35 0 0,292 0,417
P 0 0 0,02 0 0 0 0,417
Q 0 0 0,008 0 0 0 0,083
R 0 0 0 0 0 0 0,032
S 0 0 0 0 0 0 0,023
PPA CA QH PRE AS SPC ZA
AHT4 AA 0 0 0 0 n.r. 0 0,005
A 0 0 0 0 n.r. 0 0,125
B 0 0 0 0 n.r. 0 0,005
D 0 0 0 0 n.r. 0 0,019
E 0 0 0 0 n.r. 0 0,046
H 0,3 0,153 0,208 0,275 n.r. 0,2 0,245
| 0,013 0,069 0,01 0,015 n.r. 0 0,116
J 0,188 0,444 0,38 0,41 n.r. 0,22 0,065
K 0,013 0,097 0,107 0,095 n.r. 0,15 0,314
L 0,063 0,042 0,009 0,005 n.r. 0 0,046
RAZAS
Sistema |Alelos PPA CA QH PRE AS SPC ZA
M 0,013 0,069 0,002 0,03 n.r 0 0,014
N 0,112 0,056 0,003 0,01 n.r 0 0
(o) 0,287 0,069 0,276 0,155 n.r. 0,43 0
P 0,013 0 0,005 0,005 n.r. 0 0
PPA CA QH PRE AS SPC ZA
HTG6 |C 0 0 0 0 0 0 0,042
D 0 0 0 0 0 0 0,116
E 0 0 0 0 0 0 0,319
F 0 0 0 0 0 0 0,292
G 0,167 0,139 0,327 0 0,01 0 0,185
H 0,026 0 0 0 0 0 0
| 0,103 0,306 0,004 0 0,03 0 0,005
J 0,205 0,111 0,343 0,15 0,17 0,267 0,009
K 0,026 0 0 0 0 0 0,032
L 0,013 0,014 0 0,02 0 0,517 0
M 0,026 0,083 0,022 0,405 0,02 0 0
N 0,308 0,208 0,011 0 0 0 0
(0] 0,126 0,139 0,265 0 0,67 0 0




TABLAS1 04

RAZAS
Sistema |Alelos PPA CA QH PRE AS SPC ZA
P 0 0 0,028 0,01 0,09 0,008 0
Q 0 0 0 0,015 0,01 0 0
R 0 0 0 0,38 0 0,175 0
S 0 0 0 0,02 0 0,033 0
HTG4 |(J 0 0,013 n.r. 0 0 0 n.r.
K 0,111 0,3 n.r. 0,455 0,27 0,5 n.r
L 0,181 0,175 n.r. 0,085 0,13 0,008 n.r
M 0,472 0,425 n.r. 0,355 0,41 0,417 n.r
N 0,194 0,037 n.r. 0,065 0,08 0,042 n.r
0] 0,028 0,05 n.r. 0,015 0 0 n.r
P 0,014 0 n.r. 0,025 0,11 0,033 n.r.
Q 0 0 n.r. 0 0 0 n.r.
HMS2 PPA CA QH PRE AS SPC ZA
G 0 0 n.r. 0 0 0 0,014
H 0 0 n.r. 0 0 0 0,037
| 0 0 n.r. 0 0 0,033 0,227
J 0,191 0,083 n.r. 0,22 0 0 0,44
K 0,162 0,208 n.r. 0 0,14 0,117 0,204
L 0,059 0,208 n.r. 0,01 0,08 0,158 0,005
M 0,044 0,111 n.r. 0,39 0,2 0,692 0,06
N 0,368 0,278 n.r. 0,225 0,18 0 0,009
(o) 0,029 0,056 n.r. 0,085 0,03 0 0,005
P 0 0,014 n.r. 0 0,01 0 0
Q 0 0 n.r. 0 0,01 0 0
R 0,015 0,042 n.r. 0,07 0,1 0 0
S 0,132 0 n.r. 0 0,25 0 0
PPA CA QH PRE AS SPC ZA
ASB2 B 0 0 n.r. 0 0,04 0,05 n.r.
H 0 0 n.r. 0 0 0 n.r
| 0 0 n.r. 0,19 0 0 n.r
RAZAS
Sistema |Alelos PPA CA QH PRE AS SPC ZA
J 0 0,031 n.r. 0 0,13 0 n.r.
K 0,297 0,016 n.r. 0,135 0,24 0,142 n.r.
L 0,027 0,094 n.r. 0 0,02 0 n.r.
M 0,189 0,078 n.r. 0,275 0,25 0,133 n.r.
N 0,243 0,266 n.r. 0,175 0,1 0,175 n.r.
(o) 0,081 0,281 n.r. 0,015 0,22 0,117 n.r.
P 0,149 0,141 n.r. 0,01 0 0,025 n.r.
Q 0 0,063 n.r. 0,18 0 0,15 n.r.
R 0,014 0,03 n.r. 0,02 0 0,208 n.r.

PPA: Paso Peruano Argentino; CA: Criollo Argentino; QH: Cuarto de Milla; PRE: Pura Raza
Espanol; AS: asturcén; SPC: Sangre Pura de Carrera; ZA: Zamorano. n.r.: no reportado.
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Figura n°13. Arbol filogenético obtenido a partir de la matriz de distancia Da de los datos de los
polimorfismos bioquimicos, (método del N-J). Los valores en los nodos indican los valores de boostrap de
1000 repeticiones.Referencias: PPA: Paso Peruano Argentino; BE: Berberisco; CA: Criollo Argentino; PRE:
Pura Raza Espatfiol; CH: Chilote; PF: Paso Fino
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Figura n°14. Arbol filogenético obtenido a partir de la matriz de distancia Da obtenido por el método del N-J
con los datos de polimorfismos moleculares. Comparando siete razas en tres sistemas de microsatélites
(HMS6, HMS7,HTG6). Los valores en los nodos indican los valores de boostrap de 1000 repeticiones.

Referencias: PPA: Paso Peruano Argentino; BE: Berberisco; QH; Cuarto de Milla; CA: Criollo Argentino;
SPC: Sangre Pura de Carrera;, PRE: Pura Raza Espafiol; ZA: Asnos Zamoranos.
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Figura n°15. Arbol filogenético obtenido a partir de la matriz de distancia Da obtenido por el método del N-J
con los datos de polimorfismos moleculares. Comparando cinco razas en seis sistemas de microsatélites
(HMS6,HMS7 HTG6,HMS2, HTG4 y ASB2). Los valores en los nodos indican los valores de boostrap de
1000 repeticiones. Referencias: PPA: Paso Peruano Argentino; AS: Asturcones; CA: Criollo Argentino; PRE:
Pura Raza Espaiiol; SPC: Sangre Pura de Carrera
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Figura n°16. Arbol filogenético obtenido a partir de la matriz de distancia DAS obtenido por el método del N-J
con los datos de polimorfismos moleculares empleando a los individuos como unidades taxonémicas. Ref.:
PPA: Paso Peruano Argentino; CA: Criollo Argentino.
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Figura n°17. Fotografia de un gel con el sistema HMS7. Ref::Calles1:LM;2:LM; 3:0; 4:MN; 5:KN; 6:LM;
7:JO; 8:JO; 9:NO. A los costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares de

bases
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Figura n°18. Fotografia de un gel con el sistema AHT4. Ref::Calles1:1[;2:HH; 3:NN; 4.JM; 5:JM; 6:1J; 7.JK;
8:KK; 9:KM; 10:KM. A los costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares
de bases
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Figura n°19. Fotografia de un gel con el sistema ASB2. Ref::Calles1:NN;2:00; 3:MM; 4:NN; 5:KK; 6:LL;
7:LL. A los costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares de bases

246ph -

2420 -
240ph -
238pb -

Figura n°20. Fotografia de un gel con el sistema HMS2. Ref::1:LL; 2:KK; 3:NL; 4:LJ; 5:NJ; 6:NL. A los
costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares de bases
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Figura n°21. Fotografia de un gel con el sistema HMS6. Ref: Calles 1: PP; 2: KP; 3:KO; 4:00; 5:00; 6:MP;
7:MP; 8:0P; 9:0OP. A los costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares de
bases
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Figura n°22, Fotografia de un gel con el sistema HTG4. Ref::1:KO; 2:.KL; 3:KM; 4:KM; 5:KM. A los
costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares de bases
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Figura n°23. Fotografia de un gel con el sistema HTG6. Ref: Calles 1: GN; 2:NN; 3: IN; 4: LN; 5: JN; 6:NN;
7:3J; 8:JN; 9:NN. A los costados de la misma se indican los alelos por peso molecular expresados en pares de
bases
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Figura n° 24. Fotografia de un gel de poliacrilamida basica (PAGE), con los sistemas Albiimina (Al), Esterasa
basica (Es), Post-Albumina (Xk) y Transferian (Tf). Ref.: Calle 1:Al: BB; Es: FI; Xk: KK; TF: DR. Calle 2: Al:
AB; Es: IS ; Xk: KS; TF: DF2 .Calle 3 Al: AB; Es: FI; Xk: KK; TF: F2F2.Calle 4 Al: AB; Es: IS; Xk: KK; TF:
DF2 . Calle 5 Al: AB; Es: IT; Xk: SS; TF: F20 . Calle 6 Al: BB; Es: IS; Xk: KK; TF: DF2 . Calle 7 Al: BB; Es:
IT; Xk: KK; TF: F1F1 . Calle 8 Al: AB; Es: IS; Xk: KK; TF: F2H . Calle 9 Al: AB; Es: FI; Xk: KK; TF: F2H .
Calle 10 Al: BB; Es: FS; Xk: KK; TF: F2R . Calle 11 Al: BB; Es: FI; Xk: KK; TF: DF2 . Calle 12 Al: AA; Es:
FS; Xk: KS; TF: DF2 . Calle 13 Al: AB; Es: SS; Xk: KK; TF: DF2 . Calle 14 Al: AB; Es: II; Xk: KK; TF: DF2
. Calle 15 Al: AB; Es: SS; Xk: KS; TF: DF2 . Calle 16 Al: AB; Es: FF; Xk: KK; TF: F2F2.
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Figura n° 25. Fotografia de un ejemplar de la raza Paso Peruano Argentino (PPA).

Figura n° 26, Fotografia de ejemplares de PPA en movimiento, se puede observar en el caballo zaino el
movimiento caracteristico de la raza que realiza con €l miembro anterior denominado término.
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Figura n°27. Fotografia de yeguas madres con sus crias de la raza Criollo Argentino (CA).
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